FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

JOCASTA RODRIGUES IASBECK

PREVALENCIA E RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS DE
Campylobacter ISOLADAS DE CARCACAS DE FRANGOS
COMERCIALIZADAS NO BRASIL

UBERLANDIA
2016



JOCASTA RODRIGUES IASBECK

PREVALENCIA E RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS DE
Campylobacter ISOLADAS DE CARCACAS DE FRANGOS
COMERCIALIZADAS NO BRASIL

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pés-
Graduacdo em Ciéncias Veterinarias, da
Faculdade de Medicina Veterinaria, da
Universidade Federal de Uberlandia, como
exigéncia parcial para obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias Veterinarias.

Area de Concentracéo: Salde Animal

Orientadora: Prof2. Dr2. Daise Aparecida Rossi

UBERLANDIA
2016



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicagio (CIP)
Sistema de Bibliotecas da UFU, MG, Brasil.

I11p
2016

Tasbeck, Jocasta Rodrigues, 1988
Prevaléncia e resisténcia aos antimicrobianos de Campylobacter isoladas de

carcagas de frangos comercializadas no Brasil / Jocasta Rodrigues lasbeck. -
2016.

511 :il

Orientadora; Daise Aparecida Rossi.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Uberlandia,
Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias.

Inclui bibliografia.

1. Veterindria - Teses. 2. Campylobacter - Teses. 3. Saude publica -
Teses. 4. Epidemiologia - Teses. I. Rossi, Daise Aparecida. 11
Universidade Federal de Uberlandia. Programa de Po6s-Graduagdo em
Ciéncias Veterinarias. III. Titulo.

CDU: 619




PREVALENCIA E RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS DE
Campylobacter ISOLADAS DE CARCACAS DE FRANGOS
COMERCIALIZADAS NO BRASIL

Dissertac&o aprovada para a obtencéo do
titulo de Mestre no Programa de Pds-
Graduacéo em Ciéncias Veterinarias, da
Universidade Federal de Uberlandia, pela
banca examinadora formada por:

Uberlandia, 29 de Agosto de 2016.

Profé. Dra. Daise Aparecida Rossi (Orientadora) - FAMEV/UFU

Prof. Dr. Marcus Vinicius Cossi — FAMEV/UFU

Profa. Dra. Aline Teodoro de Paula — UNITRI



DADOS CURRICULARES DA AUTORA

JOCASTA RODRIGUES IASBECK, nascida em 13/09/1988, natural de Uberlandia-
MG. Filha de Eduardo de Assis lasbeck e Sénia Rodrigues lasbeck. Graduada em
Medicina Veterinaria pela Universidade Federal de Uberlandia (2013). Estagiaria no
Laboratério de Biotecnologia Animal Aplicada (LABIO) durante o mestrado.
Atualmente reside em Brasilia - DF onde atua como veterinaria dando assisténcia

técnica em granjas de frango de corte na empresa JBS Foods.



DEDICATORIA

Dedico este trabalho ao mew amado e inesquecivel to Marco
Aurélio lasbeck, que nos deixou ha alguns dias, mas sel que onde
estiver estd orgulhoso assistindo este momento, pois ert um tio

awmoroso, professor dedicaclo e apaixonado pela citnela.



AGRADECIMENTOS

Mais uma fase chegou ao fim, o mestrado. Que néo é facil todo mundo ja sabe,
mas eu nao imaginava que seria tdo produtivo como foi. N&o s6 na parte cientifica e
profissional, mas também na parte pessoal. Foram dois anos e meio de crescimento,
aprendizado e amadurecimento em todos os aspectos. Isso envolve muitas pessoas

que devem ser lembradas aqui.

Agradeco imensamente ao LABIO, em especial a professora Daise que me
aceitou e acolheu desde o primeiro momento com toda sua paciéncia e carinho comigo
e dedicagdo com a pesquisa. Aos colegas do LABIO: Guilherme, Eliane e Roberta,
muito obrigada por toda a ajuda desde o primeiro dia até nos momentos finais. Aos
colegas de projeto: Marcela, Edson, Phelipe e Luiza, com vocés eu vivenciei o
verdadeiro significado de trabalho em equipe e juntos colhemos bons resultados. A
toda equipe do LABIO em geral eu agradeco pela ajuda no cotidiano de laboratério e

pelo companheirismo, vocés alegraram meus dias durante o mestrado.

Agradeco a Bia que me ajuda e acompanha desde a graduacgéo, pelo exemplo
de pessoa e profissional, pelos conselhos (sempre diretos), pela amizade, paciéncia,
disposicdo, por me ajudar a crescer e enxergar mais longe. A Patricia, minha ex-
colega de mestrado que hoje se tornou amiga, obrigada pelas boas risadas, foi bom

dividir essa fase com vocé.

Aos amigos, que sempre me socorreram mesmo que apenas com palavras nos
momentos de desespero que sempre surgiam. A Bruna Ferreira, sempre disposta a
ajudar em qualquer hora do dia! Ao Claudio e Sheyla que surgiram no final mas
presenciaram toda a angustia vivida nestes Ultimos trés meses, foram muito

companheiros, me deram forga e tranquilidade.

Agradeco também as faxineiras do bloco 2D pela limpeza no laboratério, a

sujeira n&o era pouca e sem elas seria impossivel o projeto ter andamento.

Aos meus tios Luiz Carlos e Neide por terem me acolhido como filha na casa
deles nesses ultimos meses e me dado todo apoio necessario apdés a mudanga de

cidade, assim pude finalizar a redac&o da dissertagdo em um ambiente tranquilo.



Por fim, agradeco a minha mae Sénia pelo apoio em todos os momentos da
minha vida, por me mostrar que 0 mundo € muito maior do que imaginamos e pelo
amor incondicional. Ao meu pai Eduardo pelo grande exemplo e incentivo. Ao meu

irmao Yuri, por simplesmente existir. Amo vocés!



RESUMO

Campylobacter € o agente zoondtico mais envolvido na gastroenterite humana de
causa bacteriana nos paises desenvolvidos. Além do quadro diarreico, consequente
da infeccdo por esse micro-organismo, algumas complicagcdes graves podem
acometer individuos infectados como sepse, aborto, meningite, abscessos e a
Sindrome de Guillain-Barré (SGB). Esse dado é de importancia significativa na saude
publica, sendo este micro-organismo reconhecido como patdégeno emergente,
amplamente distribuido pela carne de aves. A alta incidéncia de enfermidades
relacionadas a este micro-organismo em humanos na Europa e nos Estados Unidos
da América remete a necessidade de conhecimento mais amplo referente a
importancia desse agente como patégeno alimentar no Brasil. O primeiro capitulo
apresenta consideracdes gerais e suporte tedrico para o melhor entendimento do
segundo capitulo. O segundo capitulo objetivou determinar a prevaléncia de
Campylobacter em carcacgas de frango comercializadas no Brasil. Foram analisadas
246 carcagas de frango, congeladas e resfriadas, representativas das marcas
comercializadas no pais, sob diferentes tipos de inspecao sanitaria, habilitadas para
o comércio interno e/ou exportagéo. Os isolados do género foram identificados como
C. jejuni, C. coli ou Campylobacter spp., € apds, verificada a suscetibilidade aos
antimicrobianos e discutido o perigo potencial que representam a saude publica. Os
resultados obtidos foram utilizados para criacdo de perfis de resisténcia e para
estabelecer determinantes para a alta positividade de Campylobacter nas carcagas

de frango analisadas.

Palavras chave: campilobacteriose, C. jejuni, saude publica, epidemiologia.



ABSTRACT

Campylobacter is the most involved zoonotic agent in human bacterial gastroenterite
in developed countries. Besides diarrheal framework, resulting from infection by this
microorganism, some serious complications can affect population as sepsis, abortion,
meningitis, abscesses and Guillain-Barré syndrome (GBS). This information is
significant in public health, and this micro-organism is recognized as an emerging
pathogen, widely distributed by poultry. The high incidence of diseases related to this
micro-organism in humans in Europe and at United States refers to the broader need
for knowledge concerning the importance of this agent as a foodborne pathogen in
Brazil. The first chapter presents general considerations and theoretical support for
understanding the second chapter. The second chapter aimed to determine the
prevalence of Campylobacter in poultry carcasses commercialized in Brazil. We
analyzed 246 carcasses, frozen and chilled, representative of brands made in the
country by different types of sanitary inspection, qualified to internal trade or export.
Isolates of gender were identified as C. jejuni, C. coli or Campylobacter spp. The
antimicrobial susceptibility was checked and discussed the potential they represent to
public health. The results were used to create profiles and resistance determinants to

establish a higher positivity of Campylobacter in analyzed poultry carcasses.

Keywords: campylobacteriosis, C. jejuni, public health, epidemiology.
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1-  INTRODUGAO

A avicultura brasileira estéd em constante ascensdo desde as ultimas trés
décadas. Segundo dados do relatério de 2016 da Associacdo Brasileira de Proteina
Animal (ABPA), o pais se destaca como o maior exportador e segundo maior produtor
mundial de carne de frango. Em 2015 o pais produziu 17.966 milhdes de toneladas
de carne de frango, sendo 67,3% desse valor destinado ao consumo interno e 32,7%
destinado a exportagdo. Os estados que se destacam pela producéo de frango no
Brasil sdo: Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, S0 Paulo, Minas Gerais e
Goias, respectivamente. Em relagdo ao consumo de frango no Brasil, estima-se em
43,25 kg de consumo per capita no pais.

Dentre os principais patégenos para humanos associados ao consumo de
carne de frango, destacam-se os pertencentes ao género Campylobacter, e apesar
do elevado consumo e da producdo em constante ascensao deste alimento, o Brasil
nao possui legislacdo especifica para detecgéo e controle desse micro-organismo.

Os micro-organismos do género Campylobacter spp. sao hospedeiros naturais
do intestino de grande variedade de animais, principalmente aves, sendo
frequentemente apontados como patégenos para humanos. A incidéncia e
prevaléncia da campilobacteriose tém aumentado nos ultimos 10 anos, tanto em
paises desenvolvidos como naqueles em desenvolvimento (KAAKOUSH et al. 2015).

A carne de frango € considerada um importante veiculo para infec¢do humana,
sendo que o0 manejo, o preparo € 0 consumo deste alimento s&o responsaveis por 20
a 30% dos casos de campilobacteriose (EFSA, 2010).

Frequentemente sdo documentados elevados gastos por 6rgéos internacionais
de saude com pessoas infectadas com esse agente, tais dados inferem na
necessidade de concentrar esfor¢os para intensificar intervengdes politicas de
monitoramento de Campylobacter no pais.

O conhecimento da prevaléncia do agente, sua relagdo com os alimentos
historicamente envolvidos na sua transmissdo e resisténcia aos antimicrobianos
permitirdo agdes para garantir a seguranga alimentar e/ou verificar a necessidade de
instauragcdo de uma legislacdo especifica para controle deste agente, que pode

inclusive, transformar-se em uma barreira sanitaria a exportacéo.
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2- OBJETIVO GERAL

Determinar a prevaléncia das espécies de Campylobacter veiculada pela carne
de frango produzida no Brasil e disponivel no comércio, estabelecendo perfil de

resisténcia aos antibidticos e sua relevancia para a saude publica.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar em carcacas de frango produzidas pelos principais matadouros-
frigorificos brasileiros, disponiveis para a comercializacdo em agougues e
supermercados:

- a prevaléncia de Campylobacter spp.;

- as espécies circulantes;

- a influencia na positividade entre empresas que produzem somente para o
mercado interno e as exportadoras;

- se a comercializacdo na forma congelada ou resfriada influencia na
positividade;

- a influéncia do congelamento caseiro na positividade;

- o perfil de resisténcia aos antimicrobianos.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Campylobacter spp. e campilobacteriose

O género Campylobacter pertence a familia Campylobacteriaceae, sendo
considerado um comensal de animais domésticos (VANDAMME, 2000). Os
representantes deste género possuem estrutura delgada, com cerca de 0,2-0,8um de
largura e 0,5-5,0pm de espessura. S&o bacilos gram-negativos, ndo esporulados e
quando agrupados podem formar um “S” ou “V”, semelhante ao formato de uma asa
de gaivota (DEBRUYNE et al., 2005). Geralmente possuem um unico flagelo polar ou
um flagelo em cada extremidade (GOODWIN,1985).

Dentre os representantes do género, as espécies termotolerantes s&o capazes
de infectar o homem causando gastroenterite, principalmente via consumo de
alimentos contaminados. As espécies mais envolvidas na doenca humana sé&o C.
Jejuni e C. coli (MOORE et al, 2005).

As doencas transmitidas por alimentos sdo um importante problema de saude
publica e constituem um fardo significativo na sociedade, afetando a qualidade de vida
e gerando elevados custos na area da saude (WHYTE et al, 2004). A
campilobacteriose € uma das principais doencas bacterianas transmitidas por
alimentos que atinge os humanos e causa gastroenterite em todo o mundo, tanto nos
paises em desenvolvimento quanto nos desenvolvidos causando mais diarreias do
que a salmonelose (WHO, 2011).

O elevado numero de casos de campilobacteriose s&o frequentemente
associados com altos custos tanto para a saude publica quanto para as industrias,
sendo eles: despesas médicas, recalls de produtos, custos legais e outras despesas
indiretas (CAST,1994).

A baixa dose infectante de Campylobacter, cerca de 400 a 500 células, pode
contribuir como uma das causas determinantes da alta prevaléncia da infec¢do (AMRI
et al., 2007; IVANOVIC, 2012).

As infec¢des por Campylobacter em humanos geralmente se desenvolvem a
partir de um a cinco dias ap6s 0 contato com o agente, sendo caracterizada por
diarreias que as vezes podem ser sanguinolentas, com dores abdominais, febre e
vomitos, com duracdo entre cinco a sete dias (ESCALLAN, 2015), ocorrendo

principalmente em criangas, idosos e imunodeprimidos (STRACHAN et al, 2013).
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Além dos casos clinicos classicos de gastroenterite, a campilobacteriose pode
apresentar complicagbes graves, como a evolugéo para a Sindrome de Guillain Barré
(SGB). A campilobacteriose prévia é responsavel por 32% dos casos dessa sindrome,
que é a maior causa de paralisia flacida generalizada no mundo, com incidéncia anual
de um a quatro acometidos por 100.000 habitantes, e pico entre 20 e 40 anos de idade
(VUCIC, et al 2009).

A SGB trata-se de uma doenca de carater autoimune que acomete
primordialmente a mielina da porcdo proximal dos nervos periféricos de forma
aguda/subaguda. Aproximadamente 60% a 70% dos pacientes com SGB apresentam
alguma doenca aguda precedente, sendo a infecgcéo por Campylobacter jejuni a mais
frequente (BRASIL, 2009). Essa sindrome ocorre em cerca de 20% dos casos de
campilobacteriose e as taxas de letalidade variam entre 3 e 10% nos paises
desenvolvidos (WHO, 2013).

3.2 Epidemiologia

Campylobacter é o patdgeno bacteriano gastrointestinal que mais acomete
humanos desde 2005 na Unido Europeia, onde estima-se que existem cerca de 9
milhdes de casos de campilobacteriose humana por ano e uma média de 2,4 bilhdes
de euros sejam gastos com tratamentos. E considerada a doenca transmitida por
alimentos que mais causa prejuizos na Europa e Oceania (MANGEN et al, 2015).

Nos Estados Unidos, Campylobacter também é a principal causadora de
diarreias, sendo que a maioria dos casos ocorre isoladamente em surtos esporadicos
e a maioria n&o é reconhecida oficialmente. Segundo a FoodNet, cerca de 14 casos
sao diagnosticados por ano para cada 100.000 pessoas, sendo que muitos outros n&o
sdo diagnosticados e declarados. E estimado cerca de 1,3 milhdes de pessoas
infectadas e 76 mortes anualmente (CDC, 2014).

Dados a respeito de campilobacteriose em outras regides fora da Europa e
América do Norte s&o escassos e demonstram a baixa taxa de detec¢cdo de casos em
amostras humanas (SKARP et al. 2016).

A campilobacteriose € uma das doencgas infecciosas mais comuns do século
passado. A incidéncia e prevaléncia aumentaram tanto nos paises desenvolvidos
como naqueles em desenvolvimento ao longo dos ultimos 10 anos. O aumento

dramatico na América do Norte, Europa e Austrélia € alarmante e dados de partes da
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Africa, Asia e Oriente Médio indicam que campilobacteriose é endémica nessas areas,
especialmente em criangas (KAAKOUSH et al, 2015)

A auséncia de programas nacionais de vigilancia que verifiguem a incidéncia
da campilobacteriose no Brasil tornam os dados muito escassos (LOPES, 2009). As
pesquisas relacionadas as infec¢des por Campylobacter sp. ainda séo poucas e nao
ha dados estatisticos definidos. Porém, alguns estudos vém demonstrando a
prevaléncia da C. jejuni e C. coli em alimentos no pais (GONCALVES et al., 2012;
MELO et al., 2013).

3.3 Reservatorios e fontes de infecgdo: A importancia das aves

Dentre os alimentos envolvidos na transmissdo de Campylobacter para
humanos, a carne de frango e seus derivados sdo considerados o0s principais veiculos
(EFSA, 2014). Devido a elevada incidéncia de deste micro-organismo nas aves, estes
tém merecido atencdo especial nas pesquisas.

Campylobacter esta presente no intestino de diversas espécies animais tanto
domésticos como selvagens, sendo que as aves s&o o0s principais reservatérios (LIN,
2009), que abrigam estes micro-organismos, geralmente sem o desenvolvimento de
sinais clinicos (HORROCKS et al., 2009).

A temperatura corporal dos frangos € de aproximadamente 40°C, que é
considerada ideal para o crescimento de Campylobacter. O numero de células
necessario para infecgdo destes hospedeiros € baixa, sendo necessaria uma dose
estimada de aproximadamente 500 células para uma probabilidade de 50% de
infeccao (LINE et al., 2008).

Populagbes de Campylobacter spp. podem aumentar rapidamente no intestino
das aves colonizadas, €, portanto as fezes destes animais contém um grande numero
deste micro-organismo. O material fecal contaminado pode ser fonte de inéculo de
alto nivel para outras aves. Um estudo da transmiss&o de Campylobacter em granjas
de frangos comerciais estimou que um lote colonizado de 20.000 aves teria um
aumento de prevaléncia de 95% entre quatro a sete dias apos a contaminacéo da
primeira ave (VAN GERWE et al, 2009).

A producgéo de aves engloba frangos, perus, patos e galinhas poedeiras, sendo
que os frangos (Gallus gallus) séo as espécies predominantes entre as carnes de aves

comercializadas, representando de 70 a 80% destas. A producdo global de carne de
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aves aumentou de 58,5 milhdes de toneladas em 2000 para 95,5 milhdes de toneladas
em 2014 de acordo com o Poultry site. E esperado que em 2023 atinja cerca de 130,7
milhées de toneladas e se torne o maior setor de produgéo de carnes no mundo
(OECD, 2015).

Embora todas as espécies de aves comerciais possam estar ligadas a casos
de campilobacteriose, o risco de o frango ser o causador € maior, devido as grandes
quantidades consumidas (HUMPHREY et al., 2007).

A carne de frango € rica em aminoacidos essenciais, juntamente com vitaminas
e minerais e contém mais proteina quando comparada a mesma quantidade de carne
de outros animais, além de precos mais baixos que os de carne de vaca ou de porco.
Além disso, os derivados de frango sdo consumidos amplamente devido ao seu baixo
preco, sabor especial, € curto periodo de tempo necessario para a preparacéo.

O consumo de frango e seus subprodutos, no entanto, tem sido implicado nos
ultimos anos em um grande numero de focos de campilobacteriose aguda para
humanos no mundo todo, tanto em paises industrializados e em desenvolvimento, e
especialmente em criangas, idosos e imunodeprimidos (TAUXE, 1997; SKIRROW,
1998; e ATABAY CORRY, 2001).

A maioria dos casos estdo associados com a manipulacao de carne de aves
crua, ingestao de carne de aves crua ou malcozida ou contaminagdo cruzada de
matérias-primas (NADEAU et al., 2002).

O trato intestinal do frango, especialmente o ceco e o colon, pode abrigar um
grande numero de Campylobacter spp.; durante o processamento, o trato intestinal
pode extravasar por rompimento € 0 conteudo pode ser transferido para a pele da
carcaga, contaminando-a (BERRANG et al., 2001).

A atividade de agua (aw) de carne de frango é de cerca de 0,98-0,99. O pH do
musculo do peito de frango € 5,7 a 5,9 e a do musculo da perna € 6,4 a 6,7, portanto,
tanto o musculo quanto a pele de aves s&o excelentes substratos com condi¢des
favoraveis para o crescimento de uma vasta variedade de micro-organismos (ICMSF,
1986).

O controle de Campylobacter em frangos de corte € um processo multifatorial
gue envolve todas as etapas da cadeia, incluindo a producéo primaria (HERMANS et
al, 2012). As orientagdes do Codex Alimentarius para o controle de Campylobacter e
Salmonella em carne de frango recomenda que a lavagem da galinha crua na cozinha

deve ser realizada de modo a minimizar a possibilidade de contaminac&o de outros
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alimentos e as superficies que entram em contato com alimentos e outros seres
humanos (CODEX, 2011).

34 Historico e Taxonomia: Sobrevivéncia a temperaturas

O género Campylobacter pertence ao filo das Proteobacterias que consiste em
mais de 200 géneros e representa o maior e mais diversificado grupo de organismos
Gram negativos (GUPTA, 2000). Estes grupos contem espécies como C.jejuni, C.coli
e C.lari que crescem preferencialmente entre 37 e 42°C, mas que n&o se proliferam
abaixo de 30°C (PENNER, 1988).

Estudo na Nova Zelandia sobre o impacto do congelamento relacionado com a
sobrevivéncia de Campylobacter tém demonstrado que este tratamento diminui as
concentragbes de Campylobacter em carcagas de frango sob um conjunto de
circunstancias (MCINTYRE , 2009). Estas constata¢cdes sugerem que quanto maior o
periodo de armazenamento, resfriamento € congelamento, melhor sera a reducéo
deste micro-organismo. Dessa forma, acredita-se que a populagéo de Campylobacter,
assim como de outros patdogenos alimentares sofrem drasticas flutuagbes
relacionadas a temperatura durante seu ciclo de vida devido a intensa manipulagao
que os alimentos passam durante o processo de producido do campo até a mesa do
consumidor.

O resfriamento e congelamento induz as células bacterianas ao estresse devido
a desidratacdo intracelular. E comprovado que parte dos danos causados pelo
resfriamento resultam da liberagdo de radicais superdxido. Diante disso, a expressao
de proteinas SOD (superoxido desmutase), presentes em situagbes de estresse,
auxilia na sobrevivéncia de Campylobacter sob essas condi¢des (STEAD; PARK,
2000). O aumento na expresséo de SOD esta relacionado a prote¢céo de componentes
celulares, incluindo varias enzimas citoplasmaticas, DNA e os fatores de membrana
(STINTZI; WHITWORTH, 2003).

A toleréancia a baixas temperaturas em espécies de Campylobacter é cepa-
dependente. Além disso, a manutencdo desses micro-organismos sob essas
condi¢des extremas favorece a formacéo de células viaveis ndo cultivaveis (VNC) que
reduzem o processo de transcricdo de caracteristicas de viruléncia (MOURA, 2013).
Porém, o retorno ao estado cultivavel pode ser reestabelecido através da passagem
por um hospedeiro (SAMPERS et al., 2009).
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3.5 - Resisténcia aos principais antimicrobianos utilizados na

avicultura

As mudancas na alimentacdo animal nas ultimas décadas demonstram a
eficacia da utilizagdo de antibidticos para fins n&o terapéuticos, porém esta associa¢ao
em larga escala resultou em resisténcia aos mesmos. Apesar de evidéncias
relacionadas aos perigos causados pelo seu uso indevido, os antibidticos continuam
sendo utilizados rotineiramente na criagdo animal como promotores de crescimento,
aumento da eficacia alimentar e prevencao de doengas (HOLLIS, AHMED, 2013).

Quando os antimicrobianos sdo utilizados para fins subterapéuticos podem
aumentar a eficacia alimentar e promover o0 crescimento animal por meio de
alteragcdes na microbiota intestinal dos animais, suprimindo bactérias comensais
prejudiciais na absorcdo, e assim, garantir uma absor¢do mais eficaz e efetiva,
gerando melhor retorno em relagcdo ao ganho de peso sem nenhum custo adicional
com alimentacdo. Além disso, também atuam como preventivos para infecgdes
(SOULSBY, L. 2007).

Varios fatores intrinsecos e extrinsecos estao relacionados com a capacidade
de um agente etioldgico causar doenga no hospedeiro, assim como, com a gravidade
e dificuldade no tratamento. Dessa forma, a capacidade de causar doenga pode ser
relacionada as caracteristicas que aumentam a susceptibilidade do hospedeiro a
infecgéo por micro-organismos do género Campylobacter, como a idade, a ocorréncia
de doengas concomitantes e a competéncia do sistema imunoldgico (OGLE, M, 2013).
Porém, as caracteristicas intrinsecas do agente também possuem importante
influéncia, que podem ser avaliadas pelo seu aparato genético. Entre os fatores que
podem dificultar e complicar o tratamento esta a resisténcia aos antimicrobianos.

A possivel transferéncia de material genético de bactérias resistentes aos
antimicrobianos, de animais para os humanos é um tema de grande importancia e que
tem mobilizado esfor¢os de controle por parte de varias instituicdes internacionais,
incluindo WHO (World Health Organization), OIE (World Organization for Animal
Health) e Codex Alimentarius. Nesse sentido, as duas principais preocupacdes séo: a
transferéncia de genes de resisténcia entre 0s micro-organismos que podem, assim,

causar infec¢des de dificil controle que ameacem a saude publica (BRASIL, 2008).



22

Como Campylobacter spp. € considerado um patégeno zoondtico, a resisténcia
aos antimicrobianos entre isolados no reservatério animal tem graves implicacbes
para o tratamento de campilobacteriose em seres humanos (MOORE et al., 2006).

Segundo um estudo realizado em reunido da FAO/WHO/OIE em 2007, trés
classes de antimicrobianos foram consideradas como prioritarias para o
desenvolvimento de medidas e estratégias para manejo da resisténcia bacteriana,
pois apareciam em ambas as listas, sendo eles: cefalosporinas de 32 e 42 geraces,
as quinolonas (incluindo as fluorquinolonas) € os macrolideos.

As taxas de resisténcia aos antimicrobianos em bactérias isoladas de humanos,
especialmente as fluoroquinolonas, subiram acentuadamente nos ultimos 20 anos, e
estas elevadas taxas de resisténcia sdo observadas em muitas regiées do mundo.
Para o tratamento de quadros de campilobacteriose, as drogas de primeira escolha
s$80 aquelas pertencentes a classe das fluoroquinolonas. Quando a resisténcia a esta
droga € comprovada, a azitromicina (macrolideo) € geralmente a préxima escolha de
tratamento, embora a resisténcia aos macrolideos também ja tenha sido relatada
(CDC, 2013).

O desenvolvimento de resisténcia aos macrolideos e fluorquinolonas é
particularmente preocupante uma vez que o uso destes antimicrobianos € defendido
como terapia de primeira e de segunda linha para o tratamento de infec¢cbes de
Campylobacter.

Sabendo que a campilobacteriose € transmitida pelo consumo de alimentos, o
papel do uso indiscriminado desses antibidticos nas diferentes etapas da cadeia
produtiva de frangos pode promover a disseminagdo de cepas resistentes. Varios
relatérios em todo o mundo associam infec¢des por Campylobacter resistentes a
fluorquinolonas com a aprovagéo do uso desse antimicrobiano na produgao de aves
(ENGBERG et al., 2001; GE et al., 2003; GUPTA et al., 2004; KINANA et al., 2006;
SERICHANTALERGS et al., 2007). Para combater o surgimento de cepas resistentes
a fluorquinolonas nos Estados Unidos, a Food and Drug Administration (FDA) retirou
a aprovacgao para o uso de fluorquinolonas em aves desde 2005 (ZHAO et al., 2010).

Nos EUA, em 2010, 1% de C. jejuni isoladas de humanos foram resistentes a
eritromicina (macrolideo), 43% a tetraciclina (tetraciclina) e 22% a ciprofloxacina
(fluoroquinolona) (CDC, 2012). Para C. jejuni isoladas de carne de frangos de corte,
os valores comparaveis foram de 1% para eritromicina, 36% para a tetraciclina e 22%

para a ciprofloxacina (FDA, 2011). Na Unido Europeia, em isolados de carne de
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frangos, 0s numeros foram de 2%, 22% e 50%, respectivamente para eritromicina,
tetraciclina e ciprofloxacina (EFSA, 2012).

Considerando os dados de resisténcia nos EUA e UE, a resisténcia foi
geralmente maior em C. coli do que em C. jejuni (CDC, 2012; EFSA, 2012). Estudo
desenvolvido na UE em 2011 mostrou percentuais um pouco maiores aos
encontrados em 2010. Na Europa, resisténcia extremamente alta a ciprofloxacina
(fluoroquinolona) foi comumente observada em C. coli isoladas de frangos de corte e
carne de frango (76,6% e 77,7%, respectivamente), com niveis um pouco mais baixos
em C. jejuni (57,2% e 59,2%, respectivamente).

A resisténcia a eritromicina foi detectada em porcentagens baixas em isolados
de Campylobacter de frangos de corte e carne de frango (1,6% e 9,8%), com exce¢ao
de C. coli em frangos de corte, em que foi detectada resisténcia moderada (15,5%).

A multi-resisténcia (resisténcia a pelo menos trés classes de antimicrobianos),
de acordo com valores de corte epidemiologico, foi geralmente baixa em C. jejuni
isolados de frangos e carne de frango, e a co-resisténcia aos antimicrobianos de
importancia clinica, ciprofloxacina e eritromicina, foi, nos mesmos isolados, ou nao
detectada ou registrada em valores baixos.

Niveis de multi-resisténcia e co-resisténcia foram geralmente maiores em C.
coli isoladas de frangos de corte (EFSA, 2013). Melo (2012), ao analisar
Campylobacter sp. isolados de carcaga de frangos resfriadas e congeladas
provenientes dos Estados de Minas Gerais, Distrito Federal e Goias (Brasil),
encontrou 43,6% de resisténcia a norfloxacina (fluoroquinolona), 36,2% a eritromicina
(macroliedeo) e tetraciclina (34,0%). Determinou também que a resisténcia conjunta
ao macrolideo e a fluoroquinolona, foi uma caracteristica partilhada por 19,1% (18/94)
das cepas, sendo seis C. jejuni, seis C. coli e seis Campylobacter spp. O surgimento
de resisténcia antimicrobiana em Campylobacter spp. tem sido uma preocupacéo
crescente na saude publica mundial.

O isolamento em humanos e animais, de cepas de Campylobacter resistentes
aos antimicrobianos, aumenta a dificuldade de tratamento das infec¢gdes humanas.
Alguns autores associam a resisténcia de Campylobacter aos antimicrobianos ao uso
indevido destes na producdo animal de aves para a terapia e prevencao de doencas
(DECKERT et al.,, 2010; BARDON et al., 2011). Além disso, estudos também tém

mostrado que os seres humanos infectados com Campylobacter spp. resistentes a
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antimicrobianos tém uma maior duracdo da diarreia quando comparadas com as
cepas suscetiveis (NELSON et al., 2004; HELMS et al., 2005).
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CAPITULO 2 - Prevaléncia e susceptibilidade aos antimicrobianos de

Campylobacter spp. isolados de carcacas de frango brasileiros
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RESUMO

Objetivou-se determinar a prevaléncia de Campylobacter spp. em carcagas de frango
comercializados congeladas ou resfriadas no Brasil, no momento da aquisi¢@o e apds 30
dias de armazenamento em freezer doméstico, identificar as espécies e determinar a
resisténcia aos antimicrobianos. Foram analisadas 246 carcacgas de frango coletadas na
cidade de Uberlandia sob as normas da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) durante o periodo de Agosto/2014 a Fevereiro/2016. Os isolados confirmados
como Campylobacter foram identificados quanto a espécie por PCR e submetidos ao teste
de sensibilidade aos antimicrobianos pelo método de difus@o em disco. Campylobacter
spp. foi isolada de 18,29% (46/246) das carcagas de frango pesquisadas, havendo maior
identificacdo de C. jejuni em comparacdo a C. coli e Campylobacter spp. A positividade
foi maior em carcagas provenientes de industrias que comercializam somente no mercado
interno em relagdo as exportadoras. Houve um alto indice de isolados multirresistentes e
foi observada uma alta porcentagem de resisténcia para todos os antimicrobianos testados,
mas alguns indices de resisténcia se destacam devido a importancia para sanidade avicola
e para saude publica, como aos macrolideos e fluorquinolonas. A espécie mais isolada foi
C. jejuni, que ¢ também a mais envolvida na doenga humana. Os altos indices de
resisténcia aos antimicrobianos reforcam a necessidade de vigilancia constante e reflexao
sobre a necessidade deste patogeno ser incluido entre os obrigatoriamente analisados em

carcagas de frango.

Palavras-chave: campilobacteriose, saude publica, multirresisténcia, C. jejuni.
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INTRODUCAO

As bactérias do género Campylobacter sdo causadoras da campilobacteriose, que
atualmente ¢ a doenga gastrointestinal mais reportada no mundo (WHO, 2015; EFSA,
2015). Das espécies termotolerantes que causam infec¢des gastrointestinais de origem
alimentar em humanos, as mais importantes sdo C. jejuni e C. coli (EFSA, 2014).

Os sintomas gastrointestinais (diarreia, febre, vomito, dor de cabeca, ndusea e
vomito) podem durar até uma semana apoOs a infecgdo, mas em alguns casos podem
evoluir para complicagdes mais severas como as desordens auto-imunes Sindrome de
Guillain-Barré (SGB) e Sindrome de Miller Fisher (WHO, 2015; Kaakoush et al. 2015).

As aves s@o hospedeiras naturais de Campylobacter spp. e os produtos de carne
de aves contaminadas sdo as principais fontes de transmissdo da bactéria para a populagio
(Hermans et al., 2012). O Brasil ¢ o maior exportador de carne de frango do mundo,
exportando para mais de 150 paises (ABPA, 2016), assim ¢ importante que o pais produza
um alimento seguro ao consumidor, e nesse sentido, Campylobacter spp. ndo deve ser
negligenciada, ja que € a primeira causa de gastroenterite em paises desenvolvidos.

Ainda ha poucos estudos sobre a incidéncia dessa bactéria no Brasil e ndo ha
legislagdo no pais que regulamente a analise de Campylobacter em carne de frangos
destinados ao consumo interno. Para o mercado externo ¢ realizada analises apenas
quando o pais importador exige. Essa auséncia de legislagdo pode futuramente ser uma
barreira sanitaria na exportagdo de frango, caso os paises importadores passem a exigir
frangos livres de Campylobacter.

Mesmo sendo considerada uma infecgdo autolimitante em humanos, em alguns
casos, infec¢des graves ou prolongadas podem ocorrer particularmente em criangas,

idosos e em imunocomprometidos, € nestas circunstancias, € necessaria a intervengao
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terapéutica (Moore et al., 2006). No entanto, a bacteria tem se mostrado cada vez mais
resistente aos antibioticos, incluindo os clinicamente importantes para o seu tratamento,
e essa resisténcia crescente € uma preocupagdo para a saide publica (Luangtongkum et
al., 2009; Lehtopolku et al., 2010; Fernandez 2011; Ge et al., 2013; Sierra-Arguello et al.,
2016; Taylor et al., 2016)

O impacto da campilobacteriose na satde publica mundial e o fato do Brasil ser
grande produtor e maior exportador de carne de frango justificam estudos de prevaléncia
nesta matriz alimentar.

Objetivou-se determinar a prevaléncia de Campylobacter spp. em carcagas de
frango comercializados no Brasil, no momento da aquisi¢do e identificar as espécies

determinando a resisténcia aos antimicrobianos.

METODOLOGIA

Foram coletadas 246 carcacas de frango na cidade de Uberldndia em
estabelecimentos comerciais fiscalizados pela Vigilancia Sanitaria sob as normas da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) durante o periodo de Agosto/2014
a Fevereiro/2016. Eram amostras de diferentes marcas, representativas das
comercializadas no Brasil, produzidas em estabelecimentos sob inspe¢do (municipal,
estadual ou federal), oriundas de diferentes estados brasileiros. Com base nos niveis de
prevaléncia encontrados em estudos anteriores, foram utilizadas as recomendagdes de
Thrusfield (2004) e Brasil (2008) para calcular o nimero de 246 amostras para serem
estudadas, com 95% de confianca.

No laboratorio de Epidemiologia molecular da Universidade Federal de

Uberlandia, assepticamente, cada amostra foi fracionada em duas partes similares e
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receberam identificagdes idénticas para posterior rastreabilidade e imediatamente
analisada. O processamento da aliquota amostral foi realizado por meio da técnica de
rinsagem, com a metade da carcaga de frango colocada individualmente em saco plastico
estéril contendo 225mL de 4gua peptonada tamponada 0,1% (Difco®) estéril e submetida
a um processo de agitamento e massageamento durante 60 segundos.

Para o isolamento de Campylobacter spp. utilizou-se o protocolo descrito na ISO
10272-1:2006 (ISO, 2006) com modifica¢des no pré enriquecimento. Um volume de 30
mL do produto das lavagens foi pipetado e adicionado a 30 mL de caldo Bolton (Oxoid
®) em dupla concentragdo suplementado com 5% de sangue equino hemolisado e mistura
antibiotica (10,0mg de cefoperazona, 10,0mg de vancomicina, 10,0mg de trimetoprim e
25,0mg de cicloheximida) incubadas em atmosfera de microaerofilia (Probac do Brasil®)
a 37°C por 44 horas + 4 horas.

Ap6s incubagdo, uma aliquota de 300uL. da amostra pré-enriquecida foi colocada
em placas de agar Campylobacter Blood-Free Selective Medium (Modified CCDA-
Preston) (Ox0id®) adicionado do seu suplemento antibidtico (16mg de cefoperazona e
32mg de anfotericina B) (Oxoid ®) encobertas por membrana filtrante de celulose com
poros de 0,65um (Millipore®). Apos total absor¢do da amostra pelo agar a membrana foi
retirada, e as placas incubadas a 37°C por 44 horas £ 4 horas em atmosfera de
microaerofilia.

A identificag@o das espécies C. jejuni e C. coli e do género Campylobacter spp.
foi realizada por método genotipico. Para C. jejuni e C. coli foi utilizado PCR multiplex.
Para Campylobacter spp foi realizado PCR.

Para extragdo do DNA genomico das colonias suspeitas foi utilizando o kit
Wizard® Genomic DNA Purification (Promega), seguindo protocolo fornecido pelo

fabricante. O DNA foi quantificado em aparelho Nanodrop (Thermo Scientific®). A
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amplificacdo do PCR multiplex foi realizada utilizando os conjuntos de primers I e II:
(conjunto I - gene flaAd — C. jejuni e C. coli - produto de 460pb - pg 3 e pg 50; conjunto II
- sequiéncia unica de C. jejuni - 160pb - C1 e C4); 20ng de DNA e demais reagentes
(invitrogen), descritos por Harmon et al. (1997). O volume final para a reagdo de
amplificacdo (50uL) foi composto por 20ng/uL da solugdo de DNA bacteriano e pelos
reagentes: 10mM de Tris-HCL; S0mM de KCI; 200uM de cada deoxinucleotideo
trifosfatado (DNTP); 5,5mM de MgCl2; 30 picomoles para cada primer e 1,25U de Taq
DNA polimerase. Cada gene foi estudado separadamente nas reagdes. O controle positivo
de C. jejuni (IAL) foi utilizado em todas as rea¢des de amplificagdo, bem como um
controle negativo composto por agua ultrapura estéril.

Para Campylobacter spp., a reag@o foi feita com um volume final de 30uL, sendo
composta por 30ng do DNA extraido, 10mM de Tris-HCL; SOmM de KCI; 2,5mM de
MgCI2 e 0,25U de Taq DNA polimerase; 200uM de cada deoxinucleotideo trifosfatado
(DNTP) e 40 picomoles do primer 16S rRNA (Invitrogen®).

Os componentes da reagdo foram amplificados no termociclador (Eppendorf),
obedecendo aos seguintes ciclos: 1 ciclo inicial de desnatura¢do a 94°C por 4 minutos; 25
ciclos de amplificac¢do, cada qual constituido de 3 etapas: desnaturagdo a 94°C por 1
minuto, anelamento a 45°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto; completando
com mais ciclo de extensdo final a 72°C por 7 minutos (Harmon et al., 1997). Ao término
da reacdo, os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1,5%, corados com solugdo de syber safe (Invitrogen Brasil Ltda), submetidos a uma
voltagem de aproximadamente 8V/cm e, posteriormente, visualizado por luz UV em um
transuluminador (L.PIX Loccus biotecnologia).

Os isolados confirmados como Campylobacter foram submetidos ao teste de

sensibilidade aos antimicrobianos pelo método de difusdo em disco, utilizando protocolo
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recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2013) em agar
Mueller Hinton (MH) (Difco®) acrescido de 5% de sangue de carneiro desfibrinado.
Foram testados os antimicrobianos: amoxacilina e acido clavulanico (10png), azitromicina
(15pg), ciprofloxacina (5ug), eritromicina (15ug), gentamicina (10pg) e tetraciclina
(30pg) (Oxoid), selecionados de acordo com a utilizagdo no tratamento humano (CDC,
2013) e incubados em atmosfera de microaerofilia (5% O2, 10% CO2, 85% N2) (Probac
do Brasil®) a 37°C por 48 horas. Apds, foram classificados como sensivel (S) ou
resistente (R) ao antimicrobiano testado, seguindo os critérios de interpretagdo da

European Commitee on Antimicrobial Susceptibility Testeing (EUCAST, 2014).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Campylobacter spp. foi isolada de 18,6% (46/246) das carcagas de frango
pesquisadas, havendo maior identificacdo (p<0,05) de C. jejuni em comparagdo a C. coli
e Campylobacter spp. (figura 1). Melo et al. (2012) também encontrou uma positividade
maior de C. jejuni quando comparada a C. colli.

Na Unido Europeia apesar de se ter estabilizado os casos de campilobacteriose
humana nos ultimos anos, Campylobacter ainda ¢ uma preocupagdo. Em média, 31,4%
das amostras de carne de frango frescas sdo positivas para Campylobacter, mas as

porcentagens variam entre os paises da Unido Europeia (EFSA, 2015 e CDC, 2015).
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L p<0,05

% Isolamento

C. jejuni C. coli Campylobacter spp.

Figura 1. Isolamento de C. jejuni, C. coli ¢ Campylobater spp. em carcagas de frangos de
diferentes marcas comerciais ¢ diferentes regides do Brasil (08/2014 a 02/2016). As barras
significam diferenga estatistica.

Na América Latina, os indices de positividade em carne de frango ainda sdo
basicamente divulgados por entidades de pesquisas, muitas vezes vinculadas a
universidades. No Brasil entre os anos de 2002 a 2008, o indice de positividade era alto
variando entre 60 a 99% (Aquino et al., 2002; Franchin et al., 2007, Kuana et al., 2008).
Ja um estudo mais recente mostra positividade menor, de 22,38% (94/420) em carcagas
de frangos resfriados e congelados de uma empresa exportadora, porém produzido e
beneficiado em trés estados diferentes (Melo et al., 2012).

Nao ha um trabalho atual semelhante ao deste estudo, que avalia uma diversidade
de marcas e regides produtoras e ndo ha padronizacdo entre os métodos de analise
utilizados. Assim, ¢ dificil afirmar que a positividade vem diminuindo, porém, uma
positividade de 18,6% ainda parece preocupante, ja que o pais € um importante exportador
para mais de 150 paises do mundo.

Nao houve diferenca (p>0,05) entre o indice de isolamento de Campylobacter

entre carcagas comercializadas na forma congelada ou resfriadas (tabela 2).
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Tabela 1: Isolamento de Campylobacter em 246 carcacas de frango congeladas e

resfriadas de diferentes marcas comerciais e diferentes regides do Brasil (08/2014 a

02/2016).
Forma de Total C. jejuni C. coli Campylobacter
comercializacio n (%) n (%) n (%) spp- n (%)
Congelado 36/166 (21,69) 19/166 (11,45) 9/166 (5,42)  8/166 (4,82)
Resfriado 10/80 (12,50) 6/80 (7,50) 2/80 (2,50) 2/80 (2,50)
Total 46/246 (18,69)  25/246 (10,16) 11/246 (4,47) 10/246 (4,07)

E relatado na literatura que o congelamento diminui a sobrevivéncia de
Campylobacter (Georgsson et al., 2006; Hanel e Atanassova, 2007, Humphrey et al.,
2007; Sampers et al., 2009; Huang et al., 2012; Ivic-kolevska; Milkovic-selimovic, Kocic,
2012, Harrison et al, 2013). Porém, neste estudo, o indice de positividade foi similar, o
que representa um problema para a saude publica, j4 que o congelamento poderia ser
usado como uma alternativa para o controle de Campylobacter.

Na Unido Europeia, o congelamento de frangos ¢é considerado como um
tratamento bem aceito pela populagio para redugdo de Campylobacter spp. (Macritchie,
Hunter, Strachan, 2014). Seria razoavel investigar que a alta percentagem de positividade
em frangos congelados ocorreu por um curto periodo de tempo entre a fabricagdo do
produto e a analise laboratorial, porém, esse periodo ndo foi diferente entre os frangos
congelados negativos (média de 42,69 dias) e positivos (média de 50,36 dias). Nesse
trabalho ndo foi monitorado a temperatura exata de armazenamento desses frangos, e
assim, ndo se sabe se em algum momento essas carcagas foram submetidas a alta
temperatura dentro dos estabelecimentos comerciais ou se os isolados desse estudo sdo

cepas que adquiram durante o tempo, a capacidade de sobreviver mesmo em baixas
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temperaturas e/ou condi¢des adversas. O que pode se concluir, no entanto € que a
aquisi¢do de frango congelado no supermercado ndo garante um alimento livre de
Campylobacter spp.

As carcagas de frango eram oriundas de um total de 14 marcas comerciais. Nao
houve diferenca (p>0,05) na positividade de Campylobacter quando se comparou os tipos
de inspec¢do: municipal, estadual ou federal (figura 2), mas a positividade das empresas
que exportam seus produtos (28/169 — 16,58%) foi menor que naquelas empresas que
realizam comercializa¢do apenas regional ou no pais (18/57 — 31,58%) (figura 3).

Nesse estudo ndo houve uma investigagido sobre as causas da maior positividade
nas carcagas produzidas por empresas que comercializam somente no mercado interno,
porém, sabe-se que para atender ao mercado externo é necessario o cumprimento de
normas sanitarias rigidas. A maior biosseguranga nas granjas e o cumprimento de padrdes
sanitarios mais rigidos pelas empresas exportadoras podem estar relacionados & menor

positividade.

25+
204
154

104

% Isolamento

IMA e SIM

Figura 2. Positividade de Campylobacter em carcagas de frango congeladas e resfriadas
de diferentes marcas comerciais ¢ diferentes regioes do Brasil (08/2014 a 02/2016) produzidas

sob diferentes tipos de inspegdo sanitaria.
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p<0,05
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40+

30~

204

% Isolamento

104
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Interno Exportacéo

Figura 3. Positividade de Campylobacter em carcagas de frango congeladas ¢ resfriadas
de diferentes marcas comerciais ¢ diferentes regides do Brasil (08/2014 a 02/2016), produzidas

por empresas exportadoras ¢ aquelas que comercializam seus produtos apenas dentro do pais.

As carcagas provenientes da regido Sudeste foram procedentes dos estados de MG
e SP, que s30 os dois principais estados dessa regido e o quarto e quinto principais estados
na produgio de frangos do pais (ABPA, 2015). E dificil avaliar o porqué de a regido
sudeste apresentar um maior indice de positividade para Campylobacter comparada as
outras duas regides. Estudos posteriores devem ser realizados considerando a intensidade
de produgdo e a proximidade com outros tipos de criagdo como, por exemplo, (o estado
de Sdo Paulo e Minas Gerais que tem uma intensa producdo de galinhas poedeiras e
juntos, sdo responsaveis por 44,74% da producdo de ovos do Brasil (APBA, 2015),
geografia, o clima e normas de biosseguranga.

Dentre os 46 isolados de Campylobacter, 44 foram resistentes a algum dos
antimicrobianos testados (tabela 3) o que equivale a 95,65% de resisténcia a pelo menos
um antimicrobiano. Houve um alto indice de isolados com multiresisténcia entre as

espécies encontradas (figura 4).
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Tabela 2. Resisténcia aos antimicrobianos de Campylobacter isolados de carcagas de
frangos congeladas e resfriadas de diferentes marcas comerciais e diferentes regides do

Brasil (08/2014 a 02/2016).

C. jejuni C. coli Campylobacter Total

Antimicrobiano n =25 n =11 spp. n=10 n=46
CIP 14 (56%) 8 (72,7%) 6 (60%) 28 (60,9%)
AMC 11 (44%) 5 (45,5%) 4 (40%) 26 (56,5%)
GENT 11 (44%) 2 (18,2%) 4 (40%) 17 (36,9%)
ERIT 11 (44%) 6 (54,6%) 2 (20%) 19 (41,3%)
TETRA 11 (44%) 2 (18,2%) 8 (80%) 21 (45,6%)
AZM 6 (24%) 4 (36,4%) 3 (30%) 13 (38,3%)

CIP: Ciprofloxacina, AMC: Amoxilina ¢ clavulanato, GENT: gentamicina, ERIT: Eritromicina,
TETRA: Tetraciclina, AZM: Azitromicina

80—
o 60+
(o]
=t
Q
0
@ 40+
5
=
X 204
63,64 56 50,00
0 1 ) L]
C. coli C. jejuni Campylobacter sp.

Figura 4. Multiresisténcia aos antimicrobianos de Campylobater isolados de carcagas de frango
congeladas e resfriadas de diferentes marcas comerciais ¢ diferentes regides do Brasil (08/2014 a

02/2016).

Foi observada uma alta porcentagem de resisténcia para todos os antimicrobianos
testados, mas alguns indices de resisténcia se destacam devido a importancia para
sanidade avicola e para saude publica. Chama ateng@o a resisténcia as classes dos
macrolideos e fluorquinolonas que sdo as drogas de elei¢do para o tratamento de enterite
e/ou campilobacteriose humana (Aarestrup et al. 2008; Okada et al. 2008; Ge et al. 2013)
e sdo considerados juntos com as cefalosporinas de terceira geracdo e

trimethoprim/sulfamethoxazole como antibioticos criticamente importantes (FDA, 2013)
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A ciprofloxacina (60,9%) ¢ uma fluorquinolona e as bactérias utilizam como
mecanismos de resisténcia a essa classe de antimicrobianos: a ligagdo de proteinas a DNA
girase, que impossibilita a agdo das quinolonas; bombas de efluxo; e a a¢do de uma
acetiltransferase de aminoglicosideos, que € capaz de reduzir a sua atividade (Poirel;
Cattoir, Nordmann, 2012). A fluorquinolona ¢ a segunda escolha para tratamento de
enterite humana (Aarestrup et al., 2008; Ge et al., 2013) e desde a introducdo desta classe
de antimicrobianos na década de 80, a ciprofloxacina ¢ ainda a droga mais comumente
prescrita para humanos (Redgrave et al., 2014). Além disso, as fluorquinolonas
(enrofloxacina e norfloxacina) sdo extensivamente utilizadas para o tratamento de
diferentes infec¢des bacterianas em aves devido ao seu amplo espectro (Webber, Piddock,
2001; Cagnardi et al., 2014).

Dessa forma, os resultados desse estudo servem como alerta para a possibilidade
de a resisténcia cruzada entre bactérias de frangos e de humanos. Também destaca que o
uso de fluorquinolonas em aves pode deixar de ser uma alternativa em um futuro proximo.
Outros estudos também tém demonstrado um alto indice de resisténcia de Campylobacter
as quinolonas (Fernandez, 2011; Ge et al. 2013, Kim et al., 2016; Sierra-Arguello et al .,
2016; Taylor et al., 2016).

Os macrolideos sdo as drogas de escolha para o tratamento de campilobacteriose
(Payot et al. 2006) e alguns estudos mostram que os indices de resisténcia a estes
antimicrobianos sdo baixos (Cipars2012; Gonzalez-Hein et al., 2013; Sierra- Arguello et
al., 2016). Porém, ja houveram relatos de aumento de resisténcia aos macrolideos, € isso
¢ um alerta para saude publica (Payot et al. 2006; Bester, et al. 2011; Kim et al. 2006).
Nesse estudo houve uma resisténcia no minimo preocupante para azitromicina e
eritromicina, de 13/46 (38,3%) e 19/46 (41,3%), respectivamente. A eritromicina ¢

proibida no Brasil como promotor de crescimento, mas as tilosinas, que sdo antibioticos
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pertencentes & mesma classe, sdo utilizadas na avicultura para tratamento (MAPA, 2013;
MAPA, 2014). E possivel haver uma resisténcia cruzada entre os farmacos dessa classe,
e sendo as eritromicinas consideradas antimicrobianos criticos para o uso humano (FDA,
2013), a pressdo de seleg¢@o exercida pela tilosina pode ser um problema para a saude
publica.

A amoxacilina ¢ um beta lactimico amplamente utilizada como tratamento
animal, com varios registros de marcas comerciais pelo Ministério da Agricultura
(MAPA, 2014). Este antimicrobiano ¢ utilizado junto com a gentamicina ou mesmo
cabarpenem e imipenem para o tratamento de humanos com sérias infec¢des sistémicas
(Okada et al., 2008). Nesse estudo, os isolados de carcagas de frangos demonstraram um
indice relativamente alto de resisténcia a amoxilina, com média de 26 (56,5%) de
resisténcia.

Para tetraciclina, a resisténcia foi de 21/46 (45,6%), com destaque para
Campylobacter spp., com 8/10 (80%). A tetraciclina € atualmente proibida no pais como
promotor de crescimento, mas foi extensivamente usada no passado, o que pode ter
selecionado cepas resistentes que se mantiveram circulantes. Esse resultado ja era
esperado, ja que varios estudos tém demonstrado altos percentuais de resisténcia a estas
drogas em diferentes partes do mundo (Franqueza et al., 2014; Simaluiza et al. 2015;

Wieczorek et al., 2015).
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CONCLUSAO

A prevaléncia de 18,29% para Campylobacter em carcagas de frango comercializados no
Brasil, com maior isolamento de C. jejuni, que ¢ também a mais envolvida na doenga
humana, demonstra que ha necessidade de monitoramento deste patogeno. A positividade
associada aos altos indices de resisténcia aos antimicrobianos importantes para saude
publica, como os das classes das fluorquinolonas e macrolideos refor¢am a necessidade
de vigilancia constante e reflexdo sobre a necessidade deste patogeno ser incluido entre

os obrigatoriamente analisados neste alimento.
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