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RESUMO

Campylobacter é um dos quatro patdégenos mais isolados de doencgas diarreicas de
origem alimentar no mundo, e C. coli é a segunda espécie mais relacionada a
campilobacteriose humana. O patégeno é frequentemente isolado de carcacas de
frango. O Brasil € o maior exportador de carne de frango no mundo, o que coloca o
pais em posicdo de destaque, e torna a caracterizacdo de C. coli nos abatedouros
do pais, de suma importancia para estabelecimento de medidas de controle. A
dissertacéo foi dividida em dois capitulos, e o primeiro capitulo traz um levantamento
bibliografico para contextualizar o leitor acerca do assunto, que sera abordado no
capitulo posterior. O segundo capitulo traz um estudo epidemiolégico de 83 cepas
de C. coli isoladas de carcacas de frangos abatidas em estabelecimentos sob
Inspecdo Federal em trés estados brasileiros. As cepas foram isoladas pelo
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento, através da metodologia 1SO
10272:2017, e posteriormente, foram discriminadas por espécie utilizando
espectrometria de massa (MALDI-TOF). No Laboratério de Epidemiologia Molecular
da Universidade Federal de Uberlandia, os isolados foram submetidos a PCR
convencional para determinar a presenca de 14 genes relacionados a viruléncia, que
foram divididos em cinco categorias: formacéo de biofilme (flaA, luxS), sistema de
secrecdo (cdtABC, hcp), invasdo e colonizagdo (cadF, ciaB, pldA), adaptacdo a
estresse (dnaJd, htrA, cbrA), e inducdo a Sindrome de Guillain-Barré (neuA, cstll).
Foram construidos perfis de viruléncia e determinados os indices de variabilidade,
viruléncia e multiviruléncia. As cepas foram submetidas ao teste de concentracdo
inibitéria minima para avaliar a sensibilidade fenotipica a ciprofloxacina e
eritromicina. No fim, foi gerado um dendrograma dos isolados a partir dos espectros
gerados no MALDI-TOF, visando avaliar a disseminac¢éo das cepas. Os isolados de
C. coli demonstraram elevado potencial virulento, e especializagdo em invaséo e
colonizacéo. Os isolados apresentaram 89,2% (74/83) de resisténcia a ciprofloxacina
e 55,4% (46/83) a eritromicina. Foi observada diversidade genética disseminada no
estado |, e os estados Il e Il apresentaram especificidade local. Nossos resultados
sugerem elevado potencial virulento, resisténcia aos antimicrobianos preconizados
no tratamento de campilobacteriose, indicios de contaminacdo cruzada e
manutencdo de genotipos virulentos, enfatizando e a necessidade de adocédo de
medidas de controle em abatedouros brasileiros.

Palavras-chave: Campilobacteriose. Invasdo. MALDI TOF. Resisténcia. Sistema de
Secrecao.



ABSTRACT

Campylobacter is one of the four most isolated foodborne diarrheal disease
pathogens in the world, and C. coli is the second most closely related species to
human campylobacteriosis. The pathogen is often isolated from chicken carcasses.
Brazil is the largest exporter of chicken meat in the world, which places the country in
a prominent position, and makes the characterization of C. coli in the country's
slaughterhouses extremely important for the establishment of control measures. The
dissertation was divided into two chapters, and the first chapter brings a
bibliographical research to contextualize the reader about the subject, which will be
addressed in the later chapter. The second chapter presents an epidemiological
study of 83 strains of C. coli isolated from chicken carcasses slaughtered in
establishments under Federal Inspection in three Brazilian states.The strains were
isolated by the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply, through the 1SO
10272:2017 methodology, and later, they were discriminated by species through
mass spectrometry (MALDI-TOF). At the Molecular Epidemiology Laboratory of the
Federal University of Uberlandia, the isolates were subjected to conventional PCR for
14 genes related to virulence, which were divided into five categories: biofilm
formation (flaA, luxS), secretion system (cdtABC, hcp), invasion and colonization
(cadF, ciaB, pldA), stress adaptation (dnad, htrA, cbrA), and Guillain-Barré syndrome
induction (neuA, cstll). With the results, through the virulence profiles, indices of
variability, virulence and multivirulence were determined. The strains were also
submitted to the minimum inhibitory concentration test, to assess the phenotypic
sensitivity to ciprofloxacin and erythromycin. In the end, a dendrogram of the isolates
was generated from the spectra generated in the MALDI-TOF, in order to assess the
distribution of the strains. C. coli isolates showed high virulence and specialization in
invasion and colonization. The isolates showed 89.2% (76/83) resistance to
ciprofloxacin and 55.4% (46/83) to erythromycin. Widespread genetic diversity was
observed in state I, and states Il and Ill showed local specificity. Our results suggest
high virulence potential, resistance to the recommended antimicrobials in the
treatment of campylobacteriosis, evidence of cross contamination and maintenance
of virulent genotypes, emphasizing the need to adopt control measures in Brazilian
slaughterhouses.

Keywords: Campylobacteriosis. Invasion. MALDI TOF. Resistance. Secretion
System.
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1 INTRODUCAO

Campylobacter é o agente etiologico mais frequente da gastroenterite
alimentar bacteriana (WHO, 2020) e Kirk e colaboradores (2015) indicam esse
patdgeno como responsavel por 160 milhdes de casos de gastroenterite de origem
alimentar no mundo. A infeccdo € amplamente estudada e caracterizada em paises
desenvolvidos, com alta prevaléncia (EFSA, 2019a), ja em paises subdesenvolvidos,
estima-se que seja uma importante causa de alta morbidade e mortalidade, porém
sem dados divulgados por orgdos oficiais, devido a provavel subnotificacdo
(SHEPPARD; MAIDEN, 2015).

C. jejuni é responsavel por cerca de 80% a 85% dos casos de
campilobacteriose humana e C. coli relacionada a 10% a 15% (MOORE et al., 2005)
e dados europeus atribuem aproximadamente 83% e 11% dos casos para C. jejuni e
C. coli (EFSA, 2019b). Embora a prevaléncia de C. coli em infeccdes humanas seja
inferior a de C. jejuni, as espécies dividem grande parte do seu genoma (DINGLE et
al., 2005), e séo capazes de realizar transferéncia de material genético e modular
seu genoma para melhor adaptacdo (SHEPPARD; MAIDEN, 2015; VIDAL et al.,
2016; MELO et al.,, 2019b; GOLZ et al., 2020). Isto torna ambas as espécies
particularmente importantes, pois podem compartilhar genes que facilitem sua
sobrevivéncia nos diversos ambientes ou relacionados a viruléncia e resisténcia aos
antimicrobianos.

C. coli faz parte da microbiota intestinal de diversos animais domésticos e
silvestres (MAN, 2011), e a transmisséo da doenc¢a aos humanos ocorre por via oral,
sendo os produtos céarneos crus ou malcozidos 0s mais frequentemente
incriminados (CDC, 2020). Embora seja isolada de diversos animais e ambientes
(FITZGERALD, 2015; RODRIGUES et al., 2015; SZCZEPANSKA et al., 2017;
COSTA; IRAOLA, 2019), alta prevaléncia de C. coli é observada em suinos (MILAN
et al., 2017; ROSNER et al., 2017). Ainda assim, estudos tém evidenciado a carne
de frango como uma importante fonte de C. coli (VINUEZA-BURGOS et al., 2017;
WIECZOREK; BOCIAN; OSEK, 2020; ZBRUN et al., 2020; HARRISON et al., 2021,
HULL et al., 2021). A alta prevaléncia do patdogeno nestes animais foi relacionada a
intensificagéo de producéao (KARESH et al., 2012; ROSSLER et al., 2019; ZBRUN et
al., 2020).
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C. coli € uma espécie termotolerante, que tem como caracteristicas
crescimento 6timo entre 30°C e 47°C e pH entre 58 e 8,0, necessitando de
condicGes de microaerofilia para seu crescimento, sensiveis a dessecacédo (ROVIRA
et al., 2004; GUNTHER; CHEN, 2009; SILVA et al., 2011; KAAKOUSH et al., 2015).
As exigéncias para sobrevivéncia dos isolados termotolerantes foram relacionadas
com o0s picos de incidéncias de campilobacteriose, que ocorrem nas estacOes
guentes e umidas (JORE et al., 2010; ASMAI et al., 2020). Porém, este patdégeno
pode desenvolver mecanismos de adaptacdo ao ambiente, pois tem sido descritas
cepas de C. coli capazes de se multiplicar em situacdes estressantes, como em
baixas temperaturas, niveis muito baixos de pH, e ainda na presenca de oxigénio
(O’KARNE; CONNERTON, 2017; GOMES et al., 2018; KARKI et al., 2019).

Alguns fatores de viruléncia importantes na colonizacdo humana por
Campylobacter spp. estdo relacionados com a motilidade, quimiotaxia, adesao,
invasao, produgédo de toxinas, evasao do sistema imune e capacidade de formar
biofiimes (FERNANDES et al., 2010; GARCIA-SANCHEZ et al., 2018; OLIVEIRA et
al., 2019). Varios genes que possibiltam a colonizacdo do hospedeiro, e que
permitem a sobrevivéncia fora do hospedeiro foram descritos, e estudos tém
demonstrado que um elevado namero de C. coli também apresenta potencial
virulento (DASTI et al., 2010; GUK et al., 2021; CHOI et al., 2021).

A campilobacteriose humana ocorre apés a ingestdo de pequena quantidade
de células bacterianas, e tem o periodo de incubacdo entre um e dez dias (SKARP;
HANNINEM; RAUTELIN, 2016; CONNERTON; CONNERTO, 2017; CDC, 2020). As
pessoas acometidas desenvolvem sintomas gastrintestinais como diarreia, dor
abdominal, febre, ndusea e vomitos, e ndo é possivel diferenciar a doenca causada
por C. jejuni de C. coli baseando-se apenas nos sintomas (ALLOS, 2001; CDC,
2020).

C. coli ja foi isolada em surtos, e ha relatos de pacientes que desenvolveram
complicagbes intestinais e extra intestinais, tais como peritonite bacteriana
espontanea e infeccdo em prétese articular (SUAREZ et al., 2019; CLARCK;
MURRAY, 2020; DAN; PARIZADE, 2020; WANG, 2020). Outras complicacdes
também foram associadas as infec¢fes por C. jejuni, tais como Sindrome de Reiter,
Sindrome de Miller Fischer e Sindrome de Guillain-Barré (KAAKOUSH et al., 2015;
CONNERTON; CONNERTON, 2017), porém, o papel de C. coli nestas enfermidades
ainda néo foi elucidado (CULEBRO et al., 2018).
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A campilobacteriose € uma doenca autolimitante, mas em casos mais
severos, € necessario o uso da antibioticoterapia (MOORE et al.,, 2005). O
tratamento medicamentoso, quando recomendado, é baseado no uso de
macrolideos o fluorquinolonas (BLASER; ENGBERG, 2008; LOPES-CHAVARRIAS
et al.,, 2021). Aumento nos niveis de resisténcia de Campylobacter a estes
medicamentos vem sendo observado, e é associado em varios documentos, ao uso
indiscriminado de antimicrobianos na pecuaria (VAN BOECKEL et al., 2015; EFSA,
2019b; NEOGI et al., 2020; MOUFTAH et al., 2021). Este fato aumenta o risco de
difusdo de cepas resistentes e multirresistentes por meio da cadeia produtiva
(MOURKAS et al., 2019).

As cepas de C. coli tendem a apresentar maior resisténcia aos
antimicrobianos quando comparadas a C. jejuni (EFSA, 2019b). As espécies de
Campylobacter apresentam diversos mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos
de varias classes farmacoldgicas, e diante da capacidade de transferéncia de genes
entre as espécies, a persisténcia de micro-organismos resistentes no
processamento de alimentos pode ser um grave problema de saude publica (HULL
et al., 2021).

O Brasil é o terceiro maior produtor e maior exportador de carne de frango do
mundo (ABPA, 2021). Diante da capacidade de producdo, é evidente que o pais
mantenha este protagonismo a nivel mundial, visto que projecbes apontam um
aumento do consumo de carne de frango no mundo nos préximos anos
(OECD/FAO, 2020). Apesar do destaque, € recente a preocupacdo com a producao
desses alimentos seguros quanto a presenca ou hiveis de Campylobacter (BRASIL,
2013), o que provavelmente, contribuiu para a subnotificacdo da sua presenca em
produtos carneos. Embora alguns estudos tenham caracterizado cepas isoladas no
Brasil (GOMES et al., 2018; MELO et al., 2021; ROSSI et al., 2021), estudos de
cepas de C. coli ainda sao limitados.

A avaliacdo do potencial virulento, resisténcia aos antimicrobianos e
epidemiologia de C. coli isoladas de carne de frango no Brasil € importante,
considerando a alta producdo deste alimento para o mercado interno e externo.
Caracterizar o potencial virulento e a resisténcia aos antimicrobianos de cepas

isoladas no pais auxiliara na escolha e aplicacdo de medidas preventivas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Objetiva-se com este estudo, determinar o potencial virulento génico e a
resisténcia fenotipica a antimicrobianos em cepas de C. coli isoladas de carcacas de

frangos em abatedouros brasileiros sob Inspecédo Federal.

2.2 Objetivos especificos

Determinar nas cepas de C. coli:

- a prevaléncia de genes relacionados a viruléncia: cdtABC, hcp, cbrA, htrA, dnaJ,
flaA, pldA, ciaB, cadF e luxS;

- a prevaléncia de genes relacionados com o desenvolvimento de Sidrome de

Guillain-Barré: cstll e neuA;
- os perfis de viruléncia e multiviruléncia a partir dos dados genotipicos;

- a relacdo entre perfis de viruléncia encontrados por estados, cidades, e
estabelecimentos;

- a sazonalidade dos perfis de viruléncia;
- a resisténcia aos antimicrobianos eritromicina e ciprofloxacina;
- a correlagdo entre perfis de viruléncia e resisténcia encontrados;

- a disseminacéo dos perfis de viruléncia e resisténcia por meio de um dendrograma

baseado na analise prote6mica.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Historico e caracterizagdo de Campylobacter

Campylobacter foi reconhecida pela primeira vez por Theodor Escherich em
1886, ao encontrar o patégeno em fezes de criancas (ESCHERICH, 1886), mas foi
apenas em 1913 que a primeira cultura pura foi obtida por McFaydean e Stockman,
isolada do utero de uma ovelha, que a denominou como "vibrio" (KIST, 1985). Em
1919 foi utilizado o nome Vibrio foetus para micro-organismos isolados de aborto em
bovinos, e posteriormente foram descritos V. jejuni e V. coli, isolado de bovinos e
suinos (THEOBALD et al., 1920; JONES, 1931; DOYLE, 1944).

O género Campylobacter foi criado em 1960, caracterizando vibrios
microaerdfilos diferentes de Vibrio cholerae, e posteriormente, Veron e Chaterlain
(1937) classificaram as espécies descritas anteriormente como C. fetus, C. jejuni e
C. coli.

Campylobacter esta entre os quatro patdgenos mais incriminados como
causadores de doencas diarreicas, sendo a causa bacteriana mais comum de
gastroenterite humana no mundo (WHO, 2020). E uma bactéria ubiquitaria no
ambiente, considerada parte da microbiota do trato gastrintestinal e reprodutivo de
numerosos animais domeésticos e silvestres, ja tendo sido isolado inclusive, de
animais marinhos (MAN, 2011; WHILEY et al., 2013; SHEPPARD; MAIDEN, 2015).
As espécies termofilicas C. jejuni e C. coli sdo responséaveis pela maioria dos casos
de campilobacteriose humana, sendo C. coli a segunda espécie mais incriminada
como causadora da doenca (MOORE, et al., 2005; EFSA, 2019b).

A transmissdo para o ser humano ocorre por via oral, e os alimentos mais
incriminados na infeccdo por Campylobacter sdo produtos carneos crus ou
malcozidos, em especial a carne de frango, mas leite ndo pasteurizado, agua, e
vegetais contaminados também sé&o relatados (NEIMANN et al., 2003; CDC, 2020).
O contato com fezes de cées e gatos ja foi relacionado como fonte de infeccéo
(RODRIGUES et al., 2015; MONTGOMERY et al., 2018).

Pertencente a familia Campylobacteraceae, o género Campylobacter engloba
41 espeécies e 16 subespécies (LPSN, 2020). Séo bacilos curvos, ja apontados como

semelhantes a “asa de gaivota”, Gram-negativos, com aproximadamente 0,2-0,4um
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x 0,5-5um, ndo formadores de esporos, e a maioria das espécies sdo moveis pela
presenca de um flagelo polar em uma ou ambas as extremidades (VANDAMME et
al., 2005; MAN, 2011). As espécies de Campylobacter tém baixo % GC (guanidina-
citosina) em seu genoma, e 0 conteudo médio para a maioria das espécies varia de
28% a 40% (PRUITT; TATUSOVA; MAGLOTT, 2007).

Campylobacter cresce sob condicbes microaerofilicas (85% N, 3-5% CO, e
5%-10% O,) (KAAKOUSH et al., 2015). As espécies C. jejuni, C. coli, C. lari e C.
upsaliensis séo conhecidas como termotolerantes, pois crescem melhor a 42°C, com
faixa de temperatura de crescimento entre 30°C a 47°C (ROVIRA et al., 2004). S&o
inativados com um tempo de reducdo decimal (valor D) de menos de um minuto
guando a temperatura atinge 57°C ou mais. O congelamento a temperatura de -15°C
apos trés dias provoca a inativacdo, embora ndo elimine o patdgeno (SILVA et al.,
2011).

A faixa de pH ideal para seu crescimento é entre 5,8 e 8,0 e € inativada em
pH menor que 4,9 (GUNTHER; CHEN, 2009). Séo sensiveis também a atividade de
agua menor que 0,987 e concentracdes de cloreto de sédio maiores que 2% (SILVA
et al., 2011).

Em culturas envelhecidas, a bactéria pode retrair seu citoplasma, assumindo
uma forma cocéide, o que a leva a um estado conhecido como viavel ndo cultivavel
(VNC) (ROLLINS; COLWELL, 1986). Nesta forma, o patdgeno consegue crescer em
condicbes estressantes como em situacbes de deficiéncia de nutrientes,
temperaturas adversas, tensédo de oxigénio, pH, mudanca de osmolaridade e alta
pressao, reduzindo sua atividade metabdlica.

As espécies de Campylobacter termotolerantes ndo sdo hemoliticas e sdo
catalase e oxidase positivas (LEVIN, 2007). Nao fermentam carboidratos, e
dependem principalmente do metabolismo de aminoacidos e intermediarios do ciclo
do &cido tricarboxilico para energia. A diferenciacdo das espécies C. jejuni e C. coli &
realizada com base na hidrolise de hipurato, pois apenas o C. jejuni possui a enzima
hipuricase (DEBRUYNE et al., 2008).
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3.2 Caracteristicas de C. coli

O primeiro isolamento de C. coli foi realizado em fezes de suinos que
apresentavam diarreia, sendo este o animal considerado como hospedeiro para a
espécie (DOYLE, 1948; MILAN et al., 2017). Ainda assim, C. coli ja foi isolada de
varias espécies animais, apresentando alta prevaléncia em frangos (ROSSLER et
al., 2019). De acordo com Dearlove e colaboradores (2016), cepas de C. jejuni e C.
coli que infectam humanos sdo adaptadas a um estilo de vida generalista, 0 que
dificulta a atribuicdo de uma fonte principal.

Ainda que bem caracterizada com relacdo a seus requerimentos para
sobrevivéncia, a espécie C. coli apresenta alguns mecanismos de adaptacédo que
permitem a sua sobrevivéncia sob condi¢cdes adversas, viabilizando a contaminacgéao
de alimentos e infeccdo humana. A capacidade de crescimento e multiplicacdo de C.
coli sob diferentes situacfes estressantes foi avaliada por Gomes e colaboradores
(2018). Alguns isolados apresentaram a capacidade de crescimento a 4°C,
viabilidade em meio com 7,5% de NaCl por até duas horas, e ainda, viabilidade em
pH 4,5 por duas horas. Apesar do carater microaerofilo de C. coli, alguns estudos
demonstraram a existéncia de cepas aerotolerantes (viaveis apds 12 horas em
ambientes aerobios) e hiperaerotolerantes (vidveis apds 24 horas em ambientes
aerodbios) (O’KANE; CONNERTON, 2017; KARKI et al., 2019).

Diversos pesquisadores relataram sequéncias de genomas de Campylobacter
em bancos de dados publicos. No National Center for Biotechnology Infotmation
(NCBI) foram depositados 1053 genomas de C. coli, onde 40 sdo completos (NCBI,
2020). O genoma de referéncia para andlises genéticas é da cepa C. coli
ASM975637v1, que possui o tamanho de 1,74 Mb, e conteudo % GC (guanidina
citosina) de 31,3%. Os genomas completos depositados no NCBI tém tamanho
meédio de 1,78 Mb (entre 1,66 e 2,13) e GC médio de 31,26% (entre 30,54 e 31,50).

E possivel diferenciar na arvore filogenética de C. coli trés clades diferentes:
clade 1, clade 2 e clade 3 (SHEPPARD et al., 2013). A espécie tem dois complexos
clonais definidos pela técnica de Multi-Locus Sequence Typing (MLST), que sédo o
complexo clonal ST-828, responsavel por 70% dos isolados genotipados submetidos
ao PubMLST, e o complexo clonal ST-1150, responsavel por apenas 2% dos

isolados identificados (SHEPPARD et al., 2010). Esses dois complexos clonais, 0s
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quais constituem a maioria dos isolados de amostras clinicas e animais tipificados,
estao incluidos apenas no clade 1 (SHEPPARD et al., 2013).

Campylobacter tem uma ampla diversidade genética, devido a frequente
recombinacdo de DNA inter e intra-espécies (VIDAL et al., 2016). A transferéncia
horizontal de genes pode introduzir um grande numero de polimorfismos
simultaneamente, gerando novos fenétipos como rapidez e facilitar a disseminacao
de genes ligados a viruléncia e resisténcia (SHEPPARD; MAIDEN, 2015).

Altos niveis de transferéncia horizontal de genes foram observados entre C.
jejuni e C. coli. Embora estas espécies sejam 12% divergentes em nivel de
nucleotideos, em estudo de Sheppard e colaboradores (2013), até 23% do genoma
de C. coli do clade 1 teve sua origem relacionada a C. jejuni, revelando a ocorréncia
de introgressao. Este evento aumentou a diversidade genética no genoma de C. coli.
Segundo os autores, uma possivel explicacdo para isto, € a oportunidade para a
troca génica associada a co-colonizacdo de hospedeiros animais pelas duas
espécies.

Diante da auséncia de C. coli do clade 2 e do clade 3 em infecgbes humanas,
estudos tém sido desenvolvidos para uma melhor compreensao destes isolados.
Johansson e colaboradores (2019) avaliaram cepas de C. coli isoladas de agua em
um modelo de infeccdo in vitro em células humanas, e observaram que as cepas do
clade 3 apresentaram forte efeito citotoxico em cultivo celular. Ao avaliar cepas dos
clades 2 e 3 isolados de amostras de agua na Suécia, Nilsson e colaboradores
(2018) identificaram que C. coli do clade 2 apresentaram genoma significativamente
maior que C. coli do clade 3, com a presenca de varios genes relacionados ao
metabolismo. A caracterizacdo dos clades 2 e 3 ainda é pouco conhecida, e mais
estudos devem ser realizados para uma melhor compreensdo da epidemiologia

destas cepas.

3.3 Fontes de contaminacgé&o de C. coli

A transmissdo de Campylobacter ocorre por via fecal oral, onde os alimentos
sdo contaminados pelo patdégeno. Os principais alimentos apontados como fonte de
infecc@o sdo os de origem animal, como produtos carneos crus ou malcozidos e leite

nao pasteurizado, além de agua néo tratada (CDC, 2020).
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As fontes de infeccdo sdo caracterizadas ao nivel da populacdo, e a analise
genética por meio do MLST ajuda a atribuir fontes de infeccao clinica explorando
diferencas na frequéncia de cepas de Campylobacter que vivem em diferentes
reservatorios animais e ambientais (MCCARTHY et al., 2007).

C. coli ja foi isolada do trato gastrointestinal de uma grande variedade de
animais, incluindo animais domésticos como perus, patos, frangos, bovinos, ovinos,
caprinos, suinos, cées, gatos, aves silvestres e primatas ndo humanos
(FITZGERALD, 2015; RODRIGUES et al.,, 2015; COSTA; IRAOLA, 2019). As
espécies termotolerantes expressam diferentes genes de viruléncia que permitem a
colonizac@o seletiva de cada hospedeiro (BANG et al., 2003). O patégeno ja foi
identificado também em lagos e rios (SZCZEPANSKA et al., 2017).

A espécie é frequentemente isolada de suinos (MILAN et al., 2017). Em
trabalhos em que foram realizadas metanalises a nivel mundial, as maiores
prevaléncias de C. coli foram observadas em suinos e frangos (ROSSLER et al.,
2019; ZBRUN et al., 2020). Uma justificativa para este fato é a intensificacdo da
producdo, mais observada nessas espécies (KARESH et al., 2012).

A contaminacdo de agua por C. coli é bem documentada. Em estudo
realizado na Holanda, 66,0% (230/348) das amostras de agua analisadas foram
positivas para Campylobacter, e destas, 74,0% (304/411) foram identificadas como
C. coli (MULDER et al.,, 2020). A principal fonte atribuida a contaminagéo foi
associada a aves silvestres, seguida de frangos, e nenhuma correlacao foi feita com
suinos. Em regides de alta producao de frango, foi observada uma correlagcdo maior
da contaminacdo por C. coli com esta fonte, reafirmando que as aves sédo

importantes na disseminacéo da doenca.

3.4 Campylobacter e a cadeia de frango brasileira

A carne de frango € uma fonte de proteina, vitaminas e minerais de alta
qualidade, muitas vezes escolhida por consumidores por seu menor preco, sabor
agradavel, e ainda, menor tempo requerido para preparo (SILVA et al., 2011). E a
mais consumida no mundo, e projecbes apontam que no ano de 2029, o consumo
sera de aproximadamente 144.874 milhdes de toneladas (OECD/FAO, 2020).

O Brasil € um pais privilegiado para producédo de alimentos, pois a oferta de

graos e o clima favorecem esta atividade. Segundo o relatério da Associagao
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Brasileira de Proteina Animal (ABPA, 2021), o pais é o terceiro maior produtor de
carne de frangos do mundo, e em 2020, produziu 13.845 milhdes de toneladas deste
alimento, ficando atras apenas da China e dos Estados Unidos. Deste volume, 31%
da producao foi destinada a exportacédo, colocando o pais como o maior exportador
do mundo. A regido Sul foi responsavel por 64,43% dos abates e 79,93% da
exportacao de carne de frango.

Diante da importancia do Brasil para o fornecimento de carne de frango para
diversos paises, a entrega de produtos que ndo representem risco a saude dos
consumidores é imprescindivel. Monitorando a tendéncia brasileira, o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) instituiu no ano de 1994, o Programa
Nacional de Sanidade Avicola (PNSA), por meio da Portaria n° 193/1994, com o
objetivo de prevenir e controlar as enfermidades de interesse em avicultura e saude
publica, definiu acbes que possibilitassem a certificacdo sanitaria do plantel avicola
nacional e favorecessem a elaboracdo de produtos avicolas in6cuos para o mercado
interno e externo (BRASIL, 1994).

A Portaria SDA n°® 17/2013 criada pelo MAPA com suporte da Comissao
Cientifica Consultiva em Microbiologia de Produtos de Origem Animal possuiu como
objetivo de aumentar a seguranca alimentar. Segundo ela, a carne de frango
exportada para a Europa deve estar de acordo com as normas dos Regulamentos
da Unido Europeia (BRASIL, 2013).

Em 2017, a Comissao Europeia publicou o Regulamento (CE) 1495/2017, que
estabeleceu critérios para controle de Campylobacter, onde o padréao limite foi de
1000 UFC/g do alimento (EC, 2017). Assim, o MAPA publicou, em 2017, o
memorando n°® 218/2017/CRISC/CGPE/DIPOA/MAPA/DAS/MAPA, o qual propés a
pesquisa e quantificacdo de Campylobacter em carcacas de aves em
estabelecimentos sob Inspecdo Federal (SIF) nos estados da regido Sul do Brasil,
com a finalidade de realizar um estudo exploratorio para gerenciamento do risco da
presenca deste patdgeno.

A cadeia produtiva de frango é composta por varios estagios que englobam a
producdo primaria nas propriedades rurais, transporte ao abatedouro, o abate e
processamento dos produtos carneos, a venda e O preparo € cCONsSumo nas
residéncias e restaurantes. A colonizacdo dos frangos por Campylobacter pode

ocorrer ao longo de toda a produgéo, e a prevaléncia do agente nas fazendas reflete
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na presenca do patdégeno nas carcagas dos animais e outros alimentos derivados
desta (SKARP; HANNINEM; RAUTELIN, 2016).

Em granjas avicolas, as espécies de Campylobacter podem ser isoladas e
disseminadas por animais silvestres e domésticos, moscas, pessoas, solo, fontes de
agua, poeira, veiculos, superficies de utensilios e instalacdes (NYLEN et al., 2002;
BULL et al., 2006; SILVA et al., 2011; ELLIS-IVERSEN et al., 2012; MUGHINI-GRAS
et al., 2016). Besouros, lesmas e moscas podem transportar Campylobacter como
vetores mecanicos (SKOV et al., 2004; SPROSTON et al., 2010).

A influéncia da cama e da racao utilizadas nos aviarios na epidemiologia da
doenca foi avaliado por Zhang e colaboradores (2016), que demonstraram que a
cama com excesso de umidade influencia na sobrevivéncia e disseminacdo de C.
jejuni. Apesar de Campylobacter ser sensivel a dessecacdo (BULL et al., 2006), a
ragéo pode funcionar como fonte de contaminacdo das aves. Alves e colaboradores
(2016) demonstraram que C. jejuni pode sobreviver e multiplicar em racdes iniciais e
finais por até cinco dias. A hipétese levantada pelos autores é que isto acontece
devido a racao ser rica em peptideos e aminoacidos, que séo nutrientes essenciais
para a sobrevivéncia do patégeno.

A colonizacdo dos frangos por Campylobacter é associada a transmissao
horizontal na fazenda (CARRILLO et al., 2004). A transmissao vertical € rara, mas ja
foi demonstrada por Rossi e colaboradores (2012), que administraram C. coli por via
intraesofagica em galinhas reprodutoras e identificaram, a partir de andlise
molecular, o patdgeno em embrides.

A transmissdo no aviario ocorre rapidamente apdés a colonizacdo de um
animal, sendo os locais primarios de colonizacdo o intestino delgado e ceco
(CARRILLO et al., 2004). Um lote geralmente é identificado como positivo apds duas
semanas da colonizacdo (SKARP; HANNINEM; RAUTELIN, 2016). O material fecal
de frangos ja colonizados representa uma fonte de contaminacgéo para o ambiente e
agua, ja que Campylobacter pode sobreviver em fezes de frangos por até seis dias
(AHMED; SCHULZ; HARTUNG, 2013). O lote pode ser colonizado por uma ou
varias cepas simultaneamente, dependendo do nivel da biosseguranca da
propriedade (JORGENSEN et al., 2011).

Alguns fatores foram relacionados com a positividade por Campylobacter em
lotes de frangos nas propriedades rurais. Entre eles, se destacam temperaturas

elevadas, a idade de aves no abate (maior que 36 dias), o estado de saude do lote e
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um maior nimero de aviarios nas propriedades (LAWES et al., 2012; AGUNOS et
al., 2014; HIGHAM et al., 2018).

O sistema de producdo também afeta a prevaléncia de Campylobacter nas
propriedades. Segundo Hendrixson e DiRita (2004), criacbes organicas sdo mais
propensas a colonizagdo por este patdgeno. Isto ocorre, provavelmente, pela
exposi¢do dos animais a diferentes fontes da bactéria no ambiente. A prevaléncia de
Campylobacter termotolerantes em criagdes organicas € trés vezes maior quando
comparada a criagdo convencional (ROSENQUIST et al., 2013).

O transporte até o abatedouro € um periodo critico, pois aumenta o estresse
dos animais, reduzindo a imunidade e fazendo com que as aves aumentem a
eliminagdo de Campylobacter (WHYTE et al., 2001). Fatores estressantes como a
pratica do jejum antes do transporte e a lotacdo de gaiolas, podem levar a mudancas
no ambiente intestinal, o que pode favorecer o crescimento de algumas populacdes
de organismos em detrimento de outras (ROSSLER et al., 2019). Quando defecam
durante o transporte, 0s animais contaminam suas penas e as caixas, 0 que
aumenta a disseminacao do patégeno (RIDLEY et al., 2011; KEENER et al., 2004).

Em um estudo realizado por Melo e colaboradores (2019a) em suinos, foi
observado um aumento no numero de animais que excretavam Campylobacter em
fezes coletadas no abatedouro, quando comparadas com amostras coletadas na
fazenda.

O abate das aves é um ponto de risco para a contaminagcdo das carcacas.
Durante o processamento no abatedouro, 0os estagios de remocao das penas,
sangramento, evisceragdo, lavagem e resfriamento sdo considerados criticos no
processo (SELIWIORSTOW et al., 2016). O trato intestinal de galinhas, em especial
ceco e coblon, pode abrigar um grande namero de Campylobacter, e caso seja
rompido durante o processamento, o conteddo pode contaminar a pele e a carcaca
(BERRANG et al., 2001).

Véarios alimentos sdo comercializados ao fim do processamento nas
industrias, tais como carcacas inteiras frescas ou congeladas, cortes e por¢des. O
risco de contaminacdo diverge em cada um deles, pois geralmente por¢cdes que
incluem pele contém contagens de Campylobacter maiores quando comparadas
com cortes sem pele (BIOHAZ, 2011). Mesmo sob condi¢gbes de armazenamento em
temperatura refrigerada a 4°C, a bactéria é capaz de persistir na carcaca
(SIMMONS; GIBBS, 1979).
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A transferéncia de C. jejuni e C. coli da carne de frango contaminada para
tesouras, facas e tdbuas durante o processamento foi demonstrada por Sarjit e
Dykes (2017). O patégeno foi capaz de sobreviver apds enxague com agua e
secagem com pano de prato, o que demonstra que 0s perigos de disseminacéo e

infecgdo humana ocorre em restaurantes e residéncias.

3.4.1 Medidas de prevencéo

Devido a alta plasticidade e capacidade de adaptacdo de Campylobacter em
diferentes condicbes ambientais, e sua alta variabilidade genética, varias
abordagens s&o necessarias para o controle deste patdgeno (GARCIA-SANCHEZ et
al., 2018).

A reducdo da contaminacdo na fazenda € importante, pois € a porta de
entrada do agente em um lote. A primeira linha de intervencBes € a melhoria de
biosseguranca, para impedir a transmissdo para dentro dos aviarios (SKARP;
HANNINEM; RAUTELIN, 2016). Medidas de biosseguranga nos aviarios, incluindo
o controle do acesso de pessoas, 0 uso de barreiras para passaros, insetos e outros
animais, a cloragdo da agua, limpeza e desinfec¢do nos intervalos entre lotes e
instalacao de barreiras sanitarias nas entradas sdo recomendadas para a prevencao
de Campylobacter na producdo priméaria (BIOHAZ, 2011; BAHRNDORFF et al.,
2013; SORO et al., 2020).

Durante o intervalo de alojamento entre lotes, as instalacbes devem ser
higienizadas para retirar materiais contaminados, e diferentes biocidas estéo
disponiveis comercialmente. Battersby e colaboradores (2017) avaliaram o uso de
desinfetantes isolados e combinados para eliminacdo de Campylobacter no
ambiente. A nebulizacdo térmica com combinacdes de peroximonossulfato de
potassio, acido sufamico e cloreto de sodio (5%), glutaraldeido e quarternario de
amonio (0,3%) se mostraram eficazes na descontaminagdo do ambiente
(BATTERSBY et al., 2017).

A transmissdo de Campylobacter entre lotes a partir de um aviario
contaminado foi relacionada a ma higienizacdo dos bebedouros, intervalo de tempo
entre lotes insuficiente, falta de conhecimento de servidores, uso de métodos de
limpeza inadequados e resisténcia aos desinfetantes (AGUNOS et al.,, 2014).

Medidas de biosseguranca em fazendas demonstraram a capacidade de reduzir a
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probabilidade de colonizacdo das aves por Campylobacter entre em 53% e 86%
(GEORGIEV; BEAUVAIS; GUITIAN, 2016).

Adicionalmente, a praticas higiénicas, a saude e o bem-estar animal também
foram associados a colonizacdo por Campylobacter, pois a reducédo do estresse nas
aves promove a reducgéo do risco de infeccdo (ALPIGIANI et al., 2017; IANNETTI et
al., 2020).

Com relacdo ao transporte dos animais, Facciola e colaboradores (2017)
ressaltaram que medidas como reducdo no tempo de transporte, submissdo dos
animais a um jejum antes do transporte, além de adequada limpeza e desinfec¢éo
de gaiolas podem reduzir o risco de transmisséao.

Estratégias para reduzir a colonizacdo em aves com base na administracao
de produtos diretamente nos animais vém sendo estudadas nos ultimos anos, e
envolvem uso de aditivos naturais e sintéticos, bacteriocinas, bacteriéfagos,
probidticos e vacinacao.

Acidos organicos podem ser administrados em agua de bebida e racido de
frangos para reduzir e controlar a colonizagdo de Campylobacter, pois tem potencial
de reduzir o pH intestinal, aumentar a imunidade e prevenir a ligagdo entre
Campylobacter e receptores de células epiteliais por exclusdo competitiva
(MORTADA et al., 2020; LU et al., 2020).

Alguns estudos foram desenvolvidos para controle da colonizacdo de
Campylobacter em frangos, com o uso de compostos naturais e sintéticos,
administrac@o de tirosina férrica, acido beta resorcilico e acidos graxos de cadeira
curta. Os resultados foram positivos e capazes de reduzir as contagens de
Campylobacter, sem interferir na qualidade da carne (CHEMALY et al.,, 2015;
WAGLE et al., 2017; SKOUFOS et al., 2019).

As bacteriocinas sdo compostos bacterianos sintetizados por determinadas
bactérias com efeitos bactericidas ou bacteriostaticos em outras, promovendo a
destruicdo de outras espécies sem causar danos no hospedeiro (SVETOCH;
STERN, 2010; SORO et al.,, 2020). A bacteriocina de Lactobacillus salivarius foi
relatada como capaz de reduzir as contagens intestinais de C. jejuni em frangos de
corte (STERN et al., 2006). Soro e colaboradores (2020) salientam que embora
possam representar uma boa alternativa, o risco de resisténcia de Campylobacter a

bacteriocinas existe e deve ser melhor avaliada.
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Os bacteriofagos séo virus parasitas que podem ser utilizados para atingir e
matar patdégenos bacterianos especificos sem danificar a microbiota local, e também
tém sido estudados para o biocontrole de Campylobacter (SORO et al., 2020).
Vérios autores tém estudado a aplicacdo de bacteriéfagos via racdo ou agua para
reduzir Campylobacter em frangos, e obtiveram resultados positivos na reducéo dos
niveis de C. jejuni, utilizando um ou mais bacteriéfagos (LOC-CARRILLO et al.,
2005; WAGENAAR et al., 2005; EL-SHIBINY et al., 2009). Porém, segundo Kogut e
colaboradores (2018), Campylobacter pode desenvolver resisténcia ou adquirir
genes de viruléncia devido a incorporagdo destes virus na microbiota do frango.

Foi demonstrado que os numeros de Campylobacter geralmente retornam ao
nivel anterior pré-tratamento apos dois ou quatro dias de administracdo de
bacteriéfagos, o que pode ser explicado pela resisténcia a terapia fagica, fazendo
desta uma estratégia a curto prazo (HERMANS et al., 2011; FEDEREGHI, 2017). O
uso de bacteri6fagos imediatamente antes do abate e 0 uso de coquetel com varios
fagos foram sugeridos para um melhor controle (HERMANS et al., 2011; FISCHER
et al., 2013).

Probiéticos sado micro-organismos que podem melhorar as interacdes
imunoldgicas e digestdo de nutrientes no trato gastrintestinal (SMIALEK;
BURCHARDT; KONCICKI, 2018). Probiéticos podem ser alternativas para inibir a
colonizag&o por Campylobacter de maneira preventiva ou curativa, e alguns estudos
apoiam o uso de cepas isoladas ou em misturas comerciais com resultados positivos
(GHAREERB et al., 2012; NISHIYAMA et al., 2014; ARSI et al., 2015; SAINT CYR et
al., 2017). A adicao de probidticos na racdo ou agua de bebida de frangos pode
prevenir ou reduzir a colonizacdo, particularmente em pintinhos cujo sistema
imunoldgico ndo estd bem desenvolvido (KOGUT, 2018).

Apesar de esforcos para desenvolvimento de vacinas, ainda ndo ha nenhuma
opcao comercialmente disponivel (GRAHAM; JOCHUM; MELLATA, 2020). A
dificuldade de distingdo entre cepas vacinais e cepas patogénicas quando utilizadas
vacinas vivas administradas por via oral inviabilizam seu uso. Assim, foi sugerido o
uso de outras espécies bacterianas geneticamente modificadas para expressar
antigenos de Campylobacter conservados (LAYTON et al., 2011; NOTHAFT et al.,
2017), porém, uma limitagdo a esta estratégia € que a antigenicidade é bastante

variavel entre as cepas, tornando a identificacdo de um alvo conservado dificil.
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As intervencfes nos abatedouros também sdo alvo de estudo na prevencédo
de Campylobacter. A adesdo ao Programa de Boas Praticas de Fabricacao (BPF) e
Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) durante o processamento
podem reduzir ou até mesmo prevenir a contaminacdo por Campylobacter (ALLOS,
2001). A segregacéao de lotes positivos e negativos no abatedouro pode diminuir a
contaminacgao cruzada (SILVA et al., 2011).

O uso de métodos fisicos e quimicos foi estudado para reducdo de contagens
de Campylobacter nas carcacas. A escaldagem em agua quente em temperaturas
entre 60°C e 85°C demonstraram reduc¢des de 1,3 a 2 log UFC/g nas contagens nas
carcacas (YANG; LI; JOHNSON, 2001; WHYTE; MCGILL; COLLINS, 2003). O uso
do vapor em temperaturas de 90°C por 24 segundos e 100°C por 5 segundos,
também foi capaz de reduzir as s contagens (WHYTE et al., 2003; CHAINE, 2013),
porém, este tratamento causa mudancas na cor e textura nas carcacas, 0 que pode
levar a rejeicdo do consumidor.

O resfriamento a ar e a imersdo em agua gelada sdo métodos utilizados em
abatedouros para reduzir a temperatura das aves e diminuir as contagens
bacterianas (SORO et al., 2020). Ao comparar a eficAcia dos dois métodos na
reducdo de contagens de Campylobacter, Huezo e colaboradores (2007) concluiram
gue possuem eficiéncia similar.

O uso de aditivos quimicos na agua pode melhorar a eficiéncia do
resfriamento danificando as células bacterianas e prevenindo contaminacéo cruzada
(NAGEL et al., 2013). Ja foi testada a imersdo em &4gua com &cido peracético, cloro
e nitrogénio liquido com resultados favoraveis (CHEN et al., 2014; BURFOOT et al.,
2016).

O uso do congelamento rapido e lento também foi testado na reducdo das
contagens de Campylobacter em carcacas. O congelamento lento foi mais eficaz,
porém, os cristais de gelo podem afetar as propriedades de qualidade da carne
(GEORGSSON et al., 2006; BOYSEN; ROSENQUIST, 2009).

O uso de substancias antimicrobianas na carne, tais como &cido lactico, acido
caprico, fosfato trissodico, arginato laurico e acido tartarico, foram avaliados e os
resultados mostraram reducao entre 1 e 3,8 log UFC/g de Campylobacter em carne
de frango (BIRK et al., 2010; RAJKOVI C et al.,, 2010; CHAINE et al.,, 2013;
KOOLMAN et al., 2014; NAIR et al., 2014). Porém, ha preocupacdo de que estes

tratamentos possam afetar os atributos sensoriais, causando alteracdes inaceitaveis
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para o consumidor. Além disso, essa tecnologia ndo foi aprovada em diversos
paises (BIOHAZ, 2011).

Embalagens com atmosfera modificada representam uma alternativa viavel na
reducdo das contagens de Campylobacter, (BOYSEN et al., 2009). A eficacia pode
ser elevada a partir da combinag&o desta tecnologia com refrigeracéo e substancias
antimicrobianas (GONZALEZ; HANNINEN, 2011; PISKERNIK et al., 2011).

No varejo, carnes pré-embaladas temperadas sao estratégias que reduzem o
risco de contaminacdo durante o manuseio (GONZALEZ; HANNINEN, 2011).
Praticas como limpeza rigorosa de utensilios e temperatura de refrigeracdo
adequadas podem limitar a contaminagao cruzada e, portanto, reduzir a presenca de
Campylobacter em cortes de frango (GARCIA-SANCHEZ et al., 2018).

Os riscos para o consumidor podem ser reduzidos ao evitar contaminacao
cruzada de alimentos prontos para o consumo pelo uso de tdbuas, facas e maos
durante o preparo, bem como o aquecimento dos alimentos antes do consumo em
temperaturas que destruam o patogeno (SKARP; HANNINEM; RAUTELIN, 2016).

3.5 Epidemiologia

Campylobacter foi responsavel por 160 milhdes de casos de gastroenterite de
origem alimentar por ano no mundo (KIRK et al., 2015). De acordo com o CDC, sdo
diagnosticados aproximadamente 20 casos de campilobacteriose por 100.000
habitantes nos Estados Unidos, com estimativa de 1,5 milhdes de pessoas
infectadas por ano (CDC, 2020). J& na Unido Europeia, em 2018, foram reportados,
246.571 casos de campilobacteriose a EFSA (2019a) e na Australia, foram
notificados 130,5 casos por 100.000 habitantes em 2018 (WALLACE et al., 2020).

Estima-se que a infeccdo por este patégeno seja uma das principais causas
de morbidade e mortalidade em paises de baixa e média renda; porém, os casos de
infeccdo nesses locais sédo subnotificados, principalmente porque a confirmacéo da
doenca pelo método de cultivo ainda é desafiador (SHEPPARD; MAIDEN, 2015).

Em uma metandlise realizada em nivel mundial, a prevaléncia de
Campylobacter spp em produtos de origem animal foi de 29,5% (ZBRUN et al.,
2020). A América do Norte, Africa e Europa mostraram as maiores prevaléncias e o
continente asiatico mostrou menor prevaléncia. Ainda, segundo o mesmo estudo,

9,7% dos isolados foram identicidades como C. coli.
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Com relacéo a espécie animal, C. coli foi mais prevalente em frangos (14,1%),
e a carne deste animal foi apontada como a principal fonte de Campylobacter spp
(43% a 52,3%). Carne de frango € considerada a principal fonte de
campilobacteriose humana, seguida por carne e leite de bovinos, e fontes
ambientais (RAVEL et al., 2017; ROSNER et al., 2017; AN et al., 2018; THEPAULT
et al., 2018). O consumo de carne de porco é apontado como causador de
campilobacteriose por C. coli em humanos (ROSNER et al.,, 2017). Mesmo que a
prevaléncia de C. coli em suinos seja alta, alguns estudos encontraram uma baixa
associacdo dos isolados suinos a isolados humanos (ROSNER et al., 2017;
HARRISON et al., 2021).

A principal espécie envolvida em casos de campilobacteriose é C. jejuni,
responsavel por 80-85% dos casos, seguida por C coli, que responde por 10-15%
dos casos (MOORE et al., 2005; EFSA, 2019b). Porém, dados de 2017, apontam
que 24,1% dos casos de campilobacteriose confirmados na Unido Europeia foram
causados por C. coli (EFSA, 2019b). Da mesma maneira, no Equador, C. coli (68,7%
- 167/243) foi mais prevalente que C. jejuni (12,4% - 30/243) em amostras de cecos
de frangos positivos para Campylobacter spp. (VINUEZA-BURGOS et al., 2017).

Ainda que C. jejuni seja mais prevalente do que C. coli como causa da
campilobacteriose humana, é importante ressaltar que as duas espécies sao
intimamente relacionadas, e compartilham aproximadamente 86,5% de homologia
génica em sequéncia de nucleotideos (DINGLE et al., 2005). Um alto nivel de
transferéncia interespécie de material genético entre C. jejuni e C. coli ja foi
demonstrado, e as espécies podem modular seu genoma para melhor adaptacéo as
mudancas ambientais (SHEPPARD et al., 2008; MELO et al., 2019b; GOLZ et al.,
2020).

Com relacdo a sazonalidade de casos e/ou surtos, picos de incidéncia de
campilobacteriose foram relacionados as esta¢cdes quentes e umidas (JORE et al.,
2010; ASMAI et al., 2020). Ja em relacdo a contaminacdo ambiental, em especial
aguatico, Strakova e colaboradores (2021) pesquisaram a presenca de C. coli em
aguas superficiais e aguas residuais na Republica Tcheca por um ano, e
encontraram maior prevaléncia deste patdogeno durante a estacdo do outono
(setembro a dezembro). Outros estudos apresentaram 0 mesmo resultado
(NYGARD et al., 2004; MULDER et al., 2020). Uma hipétese é que as cepas

isoladas de aguas residuais poderiam ser provenientes da excrecdo da populagéo
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humana, principalmente durante o verdo, periodo em que a campilobacteriose é
mais prevalente; ja as aguas superficiais poderiam ser contaminadas por animais

silvestres e dejetos das propriedades rurais.

3.6 Manifestacdes clinicas e complicacdes

O aparato virulento do patégeno e a susceptibilidade do hospedeiro séo
fatores determinante para a ocorréncia da campilobacteriose humana. No
desenvolvimento da campilobateriose, o periodo de incubacdo € de dois a cinco
dias, variando de um a dez dias (SKARP; HANNINEM; RAUTELIN, 2016; CDC,
2020). Antes da fase aguda, no periodo de incubacao, cerca de 30% dos pacientes
podem apresentar uma fase prodromica, com febre, mialgia, tonturas e dores de
cabeca (JANSSEN et al.,, 2008). A presenca desta fase antes dos sintomas
gastrintestinais foi associada a uma doenca mais grave (BLASER; ENGBERG,
2008).

Na fase aguda ha predominancia de sintomas gastrintestinais, que s&o
indistinguiveis entre C. jejuni e C. coli, e o0s mais comuns sao diarreia com muco ou
sangue, dor abdominal, febre, nausea e mais raramente vomitos (ALLOS, 2001;
CDC, 2020). A presenca de sangue nas fezes € resultado da invasdo do epitélio
intestinal, que leva a lesdes inflamatoérias e dano & mucosa. A dor abdominal € uma
caracteristica marcante, e ela pode se tornar intensa, sendo o motivo mais frequente
de admissdo de pacientes infectados nos hospitais (BLASER; ENGBERG, 2008). A
duracéo dos sintomas € de geralmente entre trés e sete dias (SKARP; HANNINEM;
RAUTELIN, 2016; WHO, 2020).

Embora possa ocorrer em pacientes de qualquer idade, os sinais clinicos
podem variar em determinadas faixas etarias. Neonatos infectados geralmente
apresentam diarreia sanguinolenta, sem episédios de febre, e criancas podem sofrer
desidratacdo e convulsdo (MOORE et al., 2005; FITZGERALD, 2015). Idosos,
imunodeprimidos, ou pacientes com doencas como diabetes, cirrose, cancer e
infecc@o pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), possuem risco elevado de

desenvolver uma infeccéo mais grave (MOORE et al., 2005).
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Apos trés a quatro dias de sintomas clinicos, o quadro diarreico comeca a
diminuir, mas ainda assim, a dor abdominal pode persistir (BLASER; ENGBERG,
2008). A doenca é autolimitante, sendo necessario apenas repouso e hidratacao na
maioria dos casos; porém a terapia antimicrobiana pode ser recomendada nos casos
mais graves. A recuperacao ocorre dentro de uma semana, e 0s pacientes que nao
se submeteram ao tratamento com antimicrobianos podem excretar fezes
contaminadas por aproximadamente trés semanas (SALLAM, 2007).

Algumas complicacbes no trato gastrointestinal foram relacionadas a
campilobacteriose. Dentre elas, foram relatadas doenca periodontal, doencas
esofagicas, colecistite e cancer de colon (KAAKOUSH et al., 2015). A infec¢éo
também foi relacionada a sindrome do intestino irritavel pos infeccdo, caracterizada
por uma dor abdominal recorrente pos infecdo, e doenca inflamatéria intestinal,
descrita como inflamagdo do célon e intestino delgado (CONNERTON;
CONNERTON, 2017).

Alguns casos mais graves de campilobacteriose causada por C. coli se
destacam. Uma cepa multirresistente causou um surto de gastroenterite em
motoristas de taxi na China, e o0s pacientes apresentaram febre, diarreia, dor
abdominal, vémito e dor de cabeca (LI et al., 2020). Outro episédio de
campilobacteriose com complica¢des foi associada a C. coli, onde uma paciente
desenvolveu megacolon téxico e levou a mudltipla faléncia de 6érgdos (CLARCK;
MURRAY, 2020). Ja uma cepa multirresistente causou enterocolite persistente em
um paciente com agramaglobulinemia ligada ao cromossomo X (DAN; PARIZADE,
2020).

Manifestacbes extra-intestinais também tém sido relacionadas a episodios de
campilobacteriose, e jA foram descritos casos de bacteremia, sepse, meningite,
celulite e aborto espontaneo (MAN, 2011; KAAKOUSH et al., 2015). Bactérias do
género Campylobacter sdo invasivas e capazes de translocar e atingir o fluxo
sanguineo, levando a quadro de septicemia (FITZGERALD, 2015). Um caso de
peritonite bacteriana espontanea por C. coli foi recentemente descrito em um
paciente com cirrose e diabetes (WANG et al., 2020). Em outro caso, um paciente
que relatou diarreia apdés o consumo de carne de frango malcozida, apresentou
infeccdo em protese articular do quadril, e C. coli foi apontado como o0 agente
infeccioso causador (SUAREZ et al., 2019)
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Outras complicacbes pos-infeccdo ja foram relacionadas a infeccdo por C.
jejuni, como Sindrome de Reiter (SR), Sindrome de Miller Fischer (SMF) e Sindrome
de Guillain Barré (SGB) (KAAKOUSH et al., 2015; CONNERTON; CONNERTON,
2017). A SR ou artrite reativa é caracterizada por sintomas que incluem inflamacéo
das articulagbes maiores, por uma resposta auto-imune, a qual ja foi relacionada a
infeccdo (CONNERTON; CONNERTON, 2017). Na SMF s&o observadas ataxia e
oftalmoplegia pela fraqueza dos musculos oculares (MOORE et al., 2005;
CONNERTON; CONNERTON, 2017).

A SGB é uma desordem autoimune do sistema nervoso periférico que afeta
nervos motores, sensoriais e autondmicos, que levam a fraqueza muscular e
paralisia ascendente. O desenvolvimento desta sindrome também ja foi associado a
infecgao por C. jejuni (MOORE et al., 2005). Segundo o CDC (2020), cerca de 1 em
cada 1000 casos de campilobacteriose levam a SGB, e até 40% dos casos de SGB
nos Estados Unidos sdo desencadeados por este patdégeno. Em estudo de Walter e
colaboradores (2020) foi encontrada uma incidéncia de 21,5 casos de SGB para
100.000 casos de Campylobacter, indicando que ao menos 5% dos casos de SGB

podem ser atribuidos a infec¢éo.

3.7 Diagnéstico

Diante das exigéncias para sobrevivéncia de Campylobacter termotolerante, o
seu diagnoéstico através de técnicas de isolamento representa um desafio. O
primeiro passo para o isolamento deste patdgeno foi a elaboragdo do meio Skirrow,
composto por peptonas, sangue de cavalo e antibidticos; estes ingredientes se
tornaram a base para a maioria dos meios de isolamento de Campylobacter
(SKIRROW, 1977).

Nos dias atuais, diferentes meios de enriquecimento (Bolton, Preston) e de
isolamento (Skirrow, Modified Charcoal Cefoperazone Deoycholate Agar - mCCDA,
CampyFood Agar Method - CFA) estdo disponiveis para recuperagdo de
Campylobacter de diferentes amostras. Os meios de enriquecimento sao
recomendados quando ha baixo nimero de Campylobacter na amostra (OIE, 2008).
O mCCDA representa um diferencial, pois trata-se de um meio sem base sanguinea
(CORRY et al., 1995).
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Com base nos diversos meios disponiveis, algumas metodologias foram
propostas objetivando padronizar as técnicas de isolamento e contagem de
Campylobacter, e hoje, a ISO 10272 (ISO, 2017) é indicada para laboratorios que
trabalham com estes patdégenos. Por este documento, € possivel investigar o

patégeno de acordo com diversos testes, como catalase, motilidade e oxidase.

Diferentes técnicas tém sido utilizadas na identificacdo de Campylobacter, e
uma delas é a espectrometria de massas. Por esta técnica, uma amostra € ionizada
através do bombardeamento de elétron, e as moléculas ionizadas sao separadas de
acordo com a razdo massa pela carga (m/z) ao passarem por um campo elétrico ou
magnético (WATSON; SPARKMAN, 2007). Ao passar por este campo, ions que
possuem a mesma razao m/z sofrem o mesmo tipo de alteracdo na velocidade, pela
influéncia do campo. Assim, os ions sdo detectados por um mecanismo que
identifica as particulas carregadas, amplificam o sinal e geram correntes elétricas,
gue sdo processadas por softwares especificos que transformam o sinal elétrico em

espectro de massas.

A fonte de ionizagcdo por dessorgdo a laser assistida por matriz (MALDI),
permite dessorcdo de peptideos e proteinas a partir de diversas células, inclusive
bacteriana (RUELLE et al.,, 2004), e consegue analisar moléculas de massas
elevadas, misturas complexas com elevada sensibilidade mesmo em pequena
quantidade de amostras (SIUZDAK, 2006). O analisador Time-of-Flight (TOF) parte
do principio do tempo de vbéo pelo campo de comprimento conhecido, onde
moléculas leves chegam primeiro ao detector de sinal, quando comparadas a
moléculas mais pesadas (WATSON; SPARKMAN, 2007).

A técnica de MALDI-TOF tem contribuido na microbiologia, em especial, na
microbiologia de alimentos, pois possibilita identificacdo de espécies bacterianas
através da comparacdo dos espectros de massas obtidos com espectros de
espécies de referéncia (JADHAV et al.,, 2018). Para o género Campylobacter,
Mandrell e colaboradores (2015) padronizaram a técnica para identificacdo de seis
espécies (C. coli, C. jejuni, C. helveticus, C. lari, C. sputorum e C. upsaliensis),
determinando as proteinas biomarcadoras. Em comparacdo com meétodos

convencionais, o MALDI-TOF apresentou, na identificacdo de espécies do género
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Campylobacter, acuracia similar a PCR e superior aos métodos fenotipicos
(BESSEDE et al., 2010; LAWTON et al., 2018).

Porém, ao utilizar dados proteémicos 6bitos através de anélise MALDI-TOF
para construir um dendrograma em cepas de C. jejuni, Lawton e colaboradores
(2018) notaram que o dendrograma ndo concordou com a arvore construida a partir
da andlise filogenética com dados obtidos de sequenciamento genémico total. Este
fato foi correlacionado pelos autores a diferenca entre os meétodos, pois através do
MALDI-TOF foi realizada uma andlise de proteinas (ribossomais principalmente), e o

sequenciamento analisou sequéncias e fragmentos de DNA.

3.8 Viruléncia e mecanismos de adaptacéo

Para que Campylobacter desenvolva uma infeccdo e cause doenca, €
necessario que seja capaz de sobreviver aos estresses fisiolégicos gerados nos
ambientes. Este patdgeno exibe uma ampla variedade de genes, o que auxiliam na
adaptacdo a diferentes ambientes e também na infeccdo do hospedeiro (DASTI et
al., 2010; GARCIA-SANCHEZ et al., 2018).

Véarios fatores de viruléncia estdo envolvidos na patogénese da
campilobacteriose. A colonizacdo do hospedeiro requer motilidade, quimiotaxia,
adeséo, invaséao e producdo de determinadas toxinas para a invasao, causar doenca
e evadir do sistema imune (GARCIA-SANCHEZ et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2019).
A aquisicdo de ferro, o mecanismo de quorum sensing, a defesa ao estresse
térmico, e a capacidade de formar biofilmes também sao considerados fatores de
viruléncia importantes para o género (FERNANDES et al., 2010).

Embora o mecanismo exato da infeccdo de humanos ainda ndo seja
totalmente conhecido, Konkel e colaboradores (2001) descreveram trés etapas
basicas. Inicialmente ocorre a colonizacdo do intestino, em especial as criptas da
mucosa intestinal. Depois, a adesdo a proteinas do epitélio do hospedeiro é
realizada, seguida da invasdo das células intestinais e translocacdo da bactéria.
Assim, Campylobacter se multiplica na mucosa intestinal, e em seguida, libera
toxinas que causam necrose das vilosidades intestinais, 0 que leva a perda de
funcdo e aberturadas barreiras de protecdo e juncdes celulares, induzindo a

inflamacéo, liberacdo de eletrélitos ao lumen intestinal, e posterior diarreia.
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A motilidade e quimiotaxia sdo essenciais para que Campylobacter colonize
células do hospedeiro e desenvolva a doenca. C. coli € moével por um ou dois
flagelos polares, que junto ao formato helicoidal, produz um movimento de saca-
rolhas, que confere a habilidade do patdogeno de penetrar na camada mucosa
(GUERRY, 2007; CONNERTON; CONNERTON, 2017). O flagelo atua na motilidade,
quimiotaxia, adesdo, secre¢cdo de proteinas relacionadas a viruléncia,
autoaglutinacao, formacéo de biofilme e evaséo do sistema imune (GUERRY, 2007).

Os flagelos polares sdo compostos por corpo basal, gancho e filamento. O
filamento € composto por duas flagelinas homogolas de 59 kDA, codificadas pelos
genes flaA e flaB. A flagelina de Campylobacter € diferente de outras bactérias, pois
nao contém sitios de reconhecimento TLR5, que dificultam o reconhecimento da
célula bacteriana pelo hospedeiro (ANDERSEN-NISSEN et al., 2005).

A quimiotaxia € o processo pelo qual o movimento de um organismo é
motivado pelo estimulo quimico de atracdo ou repulsdo a ele (KRELING et al.,
2020). Campylobacter, por meio da quimiotaxia, detecta e migra em direcdo a
ambientes ricos em nutrientes; as mucinas e glicoproteinas sdo quimioatraentes
para este patdbgeno (CONNERTON; CONNERTON, 2017). O sistema quimiotatico
de Campylobacter estd ligado ao flagelo, e sem a capacidade de quimiotaxia
controlada, a bactéria seria eliminada pelos movimentos peristalticos do hospedeiro
(KOROLIK, 2019).

Apés ultrapassar a camada de muco, Campylobacter necessita se aderir ao
epitélio intestinal do hospedeiro para posterior colonizagdo. O patdégeno possui
adesinas que podem influenciar ou mediar a adesédo bacteriana a diferentes
estruturas celulares em diferentes hospedeiros (RUBINCHIK et al., 2012). Uma
importante e conhecida adesina € a CadF (proteina de adeséo a fibronectina — 37
kDA), codificada pelo gene cadF, localizada na membrana externa, que se liga ao
seu ligante fibronectina das células epiteliais. A fibronectina é uma glicoproteina
presente na membrana basal e lamina prépria do epitélio intestinal (MONTEVILLE;
YOON; KONKEL, 2003).

ApoGs adesdao, a bactéria invade as células do hospedeiro, principalmente por
endocitose (BISWAS et al., 2011; FONSECA, 2011). Na etapa de invasao, o flagelo
€ importante, pois secreta as proteinas pelo sistema de secrec¢éo tipo 3 (T3SS)
(KONKEL et al., 2004). Algumas dessas proteinas séo a Cia (CiaB, CiaC, Cial), que

auxiliam na invasao, colonizacdo e na sobrevivéncia intracelular (EUCKER;
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KONKEL, 2012). O gene ciaB codifica a proteina CiaB (73kDa), ligada a destruicdo
dos microtubulos da célula hospedeira.

No processo de invasdo, o gene pldA codifica uma proteina envolvida na
sintese de fosfolipases de membrana externa, que possui propriedades hemoliticas,
de forma que a auséncia da expressao deste gene promove reducdo na atividade
hemolitica e capacidade de coloniza¢ao do intestino (MATOBA et al., 2002).

Campylobacter apresenta uma toxina conhecida como toxina distensora
citoletal (CDT), a qual tem atividade DNAse, induzindo a danos ao DNA. Ela é
codificada por trés genes cdtA, cdtB, e cdtC, e para que produza sua acgao citotoxica,
0s trés genes necessitam ser expressos. O componente ativo da toxina é o cdtB, e
CdtA e cdtC medeiam a ligacdo e internalizacdo na célula hospedeira (ABUOUN et
al., 2005). Dentro da célula, cdtB potencializa o bloqueio do ciclo celular, impedindo
a divisdo mitotica e induzindo uma distensao citoplasmatica que leva a morte celular
por apoptose (DASTI et al., 2010).

O sistema de secrecdo tipo 6 (T6SS) funciona como micro injecdes
transportadoras de moléculas para células vizinhas ou mesmo células eucaridticas,
permitindo a alteracdo da célula durante a patogénese e contribuindo para infeccdes
sistémicas (RUSSEL et al., 2011). T6SS em Campylobacter causa a lise de células
vermelhas dependente do contato (BLEUMINK-PLUYM et al., 2013). O gene hcp é
um indicador da presenca de T6SS, e codifica a proteina co-reguladora da
hemolisina (Hcp) (SIMA et al., 2018).

Quando submetidos ao estresse térmico, Campylobacter induz a sintese de
um grupo de proteinas, cuja taxa de sintese varia com a temperatura, aumentando
sua expressao quando a temperatura é elevada, e reprimindo sua expressao quando
expostas ao frio (BEALES, 2004). O gene dnaJ codifica uma proteina que permite
que a bactéria cresca em temperaturas superiores a 40 °C (KONKEL et al., 1998).

Campylobacter desenvolveu mecanismos para manter sua viabilidade mesmo
em condi¢Oes adversas que enfrenta no organismo do hospedeiro, meio ambiente e
alimentos. Por ser microaerofilico (KAAKOUSH et al., 2015), condicbes atmosféricas
desfavoraveis podem causar deformacdo de proteinas necessarias para sua
sobrevivéncia; assim, algumas proteinas codificadas pelos genes htrA e cbrA atuam
como proteases, e realizam a remocdo de proteinas deformadas (LIPINSKA et al.,
1989; SKORKO-GLONEK et al.,, 1997; CLAUSEN et al.,, 2011). As proteinas

codificadas pelo gene htrA também sao liberadas no ambiente extracelular, e
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auxiliam outras bactérias durante a migragcéo, pois clivam a proteina de juncédo da
célula hospedeira E-caderina, possibilitando a transmigracdo entre células epiteliais
vizinhas (BACKERT et al., 2018).

O bioflme é uma resposta contra 0 estresse ambiental, visando a
sobrevivéncia bacteriana (MURPHY; CARROLL; JORDAN, 2006). Os biofilmes séo
formados pela adesdo de células bacterianas as superficies vivas ou inertes,
formando comunidades bacterianas envoltas por matriz polimérica composta por
polissacarideos, proteinas e acidos nucléicos. Esta matriz promove a protecdo da
comunidade, dificultando o acesso de biocidas, concentrando nutrientes e
prevenindo a desidratacdo (DONLAN; COSTERTON, 2002). Campylobacter é capaz
de formar biofilmes em diversas estruturas de diferentes materiais como plastico,
ferro, vidro, entre outras (GUNTHER; CHEN, 2009; TEH; LEE; DYKES, 2014).

O mecanismo de quorum sensing diz respeito a um mecanismo de
comunicacdo bacteriana intracelular, que influencia em uma variedade de
processos, como motilidade, formacéo de biofilme, producéo de toxinas, sistema de
secrecdo, expressdo génica e colonizacdo (PLUMMER, 2012). O sinal é mediado
por audoindutores (Al), e em Campylobacter, a comunicacdo ocorre com atuacéo do
Al-1 (autoindutor acil-hemoserina) em niveis altos no citoplasma bacteriano. O Al-1
se liga com o ativador de transcricdo celular luxS que codifica a luciferase,
necessaria na producdo de S-adenosilmetionina (SAM), importante na sintese de
poliaminas e vitaminas bacterianas, além da metilacdo do DNA (BASSLER, 1999;
PARVEEN; CORNELL, 2011).0 gene IluxS também atua na sintese de Al-2
(autoindutor S-ribosil-homocisteinase), o qual estimula o crescimento bacteriano e
reconhece a entrada de populacdes mistas no biofilme (WINZER et al.,, 2002;
RAJAN et al., 2005).

Campylobacter consegue crescer sob condicdes ambientais desfavoraveis,
incluindo a falta de nutrientes, temperaturas adversas, tensdo de oxigénio, pH,
mudanca de osmolaridade, além de condi¢cdes de alta pressdo, quando na forma
viavel nao cultivavel (VNC) (BLASER; ENGBERG, 2008). Neste estado, 0 patdégeno
entra em um estado de atividade metabdlica minima, reduz seu tamanho e muda
para a forma cocoide, e apds um periodo de “ressuscitagdo”, a capacidade de cultivo
e a infectividade € restaurada.

O ferro é um elemento importante para a maioria das bactérias. Ao contrario

de outras bactérias, Campylobacter ndo consegue captar este elemento por meio de
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sideréforos proprios, por ndo ser capaz de produzi-los. Assim, o patdégeno
desenvolveu a capacidade de utilizar sideroforos exdgenos, produzidos pelo
microbioma intestinal do hospedeiro (CONNERTON; CONNERTON, 2017).

Outro fator de viruléncia utilizado por Campylobacter € o mimetismo de
glicano, estratégia utilizada para evitar que o patégeno seja detectado pelo sistema
imune inato do hospedeiro (CRESS et al.,, 2014). O mimetismo molecular entre
lipooligossacarideos (LOS) de C. jejuni e gangliosideos dos hospedeiros pode levar
ao desenvolvimento da Sindrome de Guillain Barré (SGB), uma neuropatia
progressiva aguda autoimune (TAM et al., 2006).

Para expressar LOS semelhante aos gangliosideos, C. jejuni sintetiza acido
citidina-5'-monofosfo-N-acetilneuraminico (CMP-Neu5Ac) a partir de uridina-5'-
diosfato-N-acetilglucosamina (UDP-GIcNAc), por acdes consecutivas de uma N-
acetilglucosamina-6-fostato 2-epimerase (neuC), uma sintase de acido sialico
(NeuB) e uma sintase CMP-Neu5Ac (NeuA) (LEWIS et al., 2009). Posteriormente,
CMP-Neu5Ac é transferido para uma das sialiltransferases associadas a LOS, Cstll
ou Cstlll (CHENG et al., 2008). Deste modo, 0s genes neuA e cstll, s&o marcadores
importantes para a viruléncia associada a SGB. Embora estudos tenham
demonstrado que C. coli possui maquinaria para mimetizar gangliosideos do
hospedeiro, o envolvimento dessa espécie na ocorréncia da SGB ainda esta sendo
investigada (CULEBRO et al., 2018; HULL et al., 2021).

Campylobacter também é capaz de controlar a transcricdo de genes de
acordo com o ambiente. Em trabalho realizado por Melo e colaboradores (2019b), foi
observado que conforme as condi¢gOes de crescimento oferecidas pelo ambiente séo
alteradas, C. jejuni e C. coli foram capazes de modular seu transcriptoma, alterando
a transcricdo de genes para sobreviver a situacdes estressantes e ser capaz de

expressar seu potencial genético.

3.9 Tratamento e resisténcia aos antibiéticos

Em casos de enterocolite por Campylobacter ndo complicada, o tratamento
medicamentoso ndo é recomendado, sendo indicados O repouso e reposicao
hidroeletrolitica. Porém, a terapia antimicrobiana € necessaria em pessoas

imunocomprometidas, idosos, gestantes, em casos de enterite prolongada e doenga
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mais grave (GARCIA-SANCHEZ et al., 2018; GHARBI et al., 2021). As drogas
recomendadas, em primeiro lugar, macrolideos (eritromicina), e em segundo lugar,
fluorquinolonas (ciprofloxacina), mas ocasionalmente, outras classes vém sendo
recomendadas, como tetraciclinas e aminoglicosideos (BLASER; ENGBERG, 2008;
LUANGTONGKUM et al., 2009; PERNICA et al., 2016; LOPES-CHAVARRIAS et al.,
2021).

Segundo a European Food Safety Authority (EFSA), varios isolados clinicos
de Campylobacter foram identificados como resistentes a fluorquinolonas,
tetraciclinas, macrolideos, aminoglicosideos e betalactamicos (EFSA, 2019b), o que
reduz as opcdes disponiveis para tratamento. Este problema tem sido atribuido ao
uso indiscriminado de antimicrobianos na pecuéria de forma preventiva, terapéutica
ou mesmo como promotor de crescimento (VAN BOECKEL et al., 2015).

Com a difusdo de bactérias resistentes a numerosas classes de
antimicrobianos, Campylobacter multirresistentes tém sido disseminadas da cadeia
de producdo a populacdo (MOURKAS et al., 2019). As espécies de Campylobacter
possuem mecanismos genéticos para transformacédo e conjugacéao, o que indica que
se genes relacionados a resisténcia forem adquiridos, estas caracteristicas podem
ser rapidamente transmitidas entre as linhagens (ALFREDSON; KOROLIK, 2007).

A ocorréncia de cepas de Campylobacter multirresistentes isoladas de
animais e humanos sdo amplamente divulgadas (NEOGI et al., 2020; KARAMA et
al., 2020; ZHANG et al., 2020; MOUFTAH et al., 2021). Ainda que o0s niveis de
resisténcia aos principais antimicrobianos sejam elevados para C. coli e C. jejuni,
cepas de C. coli apresentam maiores indices de resisténcia quando comparados a
C. jejuni (EFSA, 2019b). A Organizacdo Mundial da Saude mantém este patdgeno
em sua lista de prioridade global com relacdo a resisténcia aos antibioticos (WHO,
2017).

Alguns mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos séo conhecidos em
Campylobacter. Geneticamente, os elementos envolvidos nos mecanismos de
resisténcia podem ser cromossOmicos ou carreados por plasmideos, e ainda,
envolver a modificacdo do alvo do antibiotico; alteragéo do acesso do antibidtico ao
seu local alvo; extrusdo do antibidtico por meio de bombas de efluxo e
inativacdo/modificacdo do antibidtico (IOVINE, 2013; WIECZOREK; OSEK, 2013;
KHAN et al., 2019).
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Os macrolideos sdo drogas com espectro contra microrganismos gram
positivos e gram negativos, e a eritromicina é primeira droga de escolha no
tratamento de campilobacteriose (LOPEZ; CHAVARRIAS et al., 2021). Os
macrolideos atuam ligando-se reversivelmente a subunidade 50S dos ribossomos
bacterianos no sitio P, inibindo a sintese de proteinas. A resisténcia a eritromicina
em isolados humanos e de frangos de C. coli ttm se mostrado variavel (6,4% a
90%) (MOURKAS et al.,, 2019; WIECZOREK; BOCIAN; OSEK, 2020; LOPEZ;
CHAVARRIAS et al., 2021). No Brasil, o MAPA proibiu o uso de macrolideos na
medicina veterinaria (BRASIL, 2012), o que justifica um menor indice de resisténcia
qgquando comparado a ciprofloxacina. Os principais mecanismos de resisténcia aos
macrolideos incluem a modificacdo do alvo do antibidtico, alteracdo da
permeabilidade de membrana, e bomba de efluxo (IOVINE, 2013; KHAN et al.,
2019). A resisténcia aos macrolideos é conferida, principalmente, devido a mutacées
pontuais no dominio V do gene 23S rRNA, na posi¢ao 2074 e 2075 (C. jejuni) e 2058
e 2059 (C. coli) (BOLLINGER; KATHARIOU, 2017). Outro mecanismo de resisténcia
aos macrolideos, é pela metilagdo do rRNA, codificada pelo gene erm(B), o qual
pode ser transferido horizontalmente (QIN et al., 2014; FLORES-CUADRADO et al.,
2016).

A classe das fluorquinolonas representa uma variedade de antibiéticos que
tem efeito contra diversos patdgenos (KHAN et al.,, 2019). Alguns exemplos de
fluorquinolonas séo enrofloxacina e ciprofloxacina. As fluorquinolonas, atuam em
duas enzimas da maquinaria de replicacdo bacteriana, a topoisomerase 1V e a DNA
girase, as quais participam na transcricéo, reparo da replicacéo e recombinacao do
DNA bacteriano (KHAN et al., 2019). Elevados indices de resisténcia de C. coli a
ciprofloxacina (93% a 100%), a droga de segunda escolha no tratamento de
campilobacteriose humana, tem sido demonstrada em isolados humanos e de
frangos (MOURKAS et al., 2019; WIECZOREK; BOCIAN; OSEK, 2020). Esta
resisténcia tem sido atribuida ao uso de antimicrobianos na medicina veterinéria
(VAN BOECKEL et al., 2015), especialmente como promotores de crescimento, o
que foi banido em 2009 pelo MAPA (BRASIL, 2009).

A resisténcia as fluorquinolonas em Campylobacter ocorre devido a mutacdes
pontuais que ocorrem por meio da substituicdo de aminoacidos na regido de
determinacdo de resisténcia da quinolona na DNA girase A (GyrA) (IOVINE, 2013;
WIECZOREK; OSEK, 2013; TANG et al., 2017). Véarias mutacdes diferentes e Unicas
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no GyrA foram relatadas em Campylobacter, e a mais comumente observada € a
C257T, que leva a substituicdo do Thr86lle na DNA girase, causando alto nivel de
resisténcia as fluorquinolonas (KHAN et al., 2019). A resisténcia as fluorquinolonas
também pode ocorrer pela reducdo na permeabilidade da membrana externa e
extrusdo das drogas. A bomba de efluxo CmeABC é o principal mecanismo que
funciona em coordenacdo com as mutacbes GyrA, e leva a resisténcia aos
antibioticos. A bomba de efluxo CmeABC é codificada por um operon dos genes
cmeC, cmeB e cmeA (GE et al.,, 2013; TANG et al.,, 2017). Esses trés genes
codificam um canal de proteina de membrana externa, um transportador de droga de
membrana interna e uma proteina de fusdo periplasmatica, respectivamente
(IOVINE, 2013; WIECZOREK; OSEK, 2013).

As tetraciclinas agem a partir da ligacdo a subunidade ribossémica 30S no
sitio A, dificultando a ligagdo de tRNA, inibindo sintese proteica (KHAN et al., 2019).
Elevados indices de resisténcia a tetraciclinas tém sido demonstrado em isolados de
C. coli de frangos e humanos (75,5% a 100%) (MOURKAS et al., 2019;
WIECZOREK; BOCIAN; OSEK, 2020; LOPEZ; CHAVARRIAS et al.,, 2021). A
resisténcia as tetraciclinas ocorre a partir de bomba de efluxo, protecao ribossémica
e modificacdo quimica pela auséncia do oxigénio (IOVINE, 2013). Outro mecanismo
desenvolvido contra as tetraciclinas esta relacionado com o gene tet(O), que codifica
proteina de protecao ribossémica (RPP). A RRP se liga a um sitio ribossomal A na
bactéria, se vinculando a ela, e impedindo a ligacdo de tetraciclinas (ALFREDSON;
KOROLIK, 2007; IOVINE, 2013). 95 lopez 100 anim mourksa 75,3 KingaWieczorek

Os aminoglicosideos sao inibidores de sintese protéica em varias bactérias
gram positivas e gram negativas, e os membros mais comuns desta classe de
antimicrobianos sdo neomicina, amicacina, tobramicina, gentamicina, estreptomicina
e canamicina (KHAN et al., 2019). Estes medicamentos atuam a partir da ligacdo a
fracdo 30S dos ribossomos, causando a inibicdo da sintese de proteinas, ou
produzindo proteinas defeituosas. Resisténcia a estreptomicina tem se mostrado
variavel, entre isolados humanos e animais de C. coli (27,1% a 90,1%) (MOURKAS
et al., 2019; WIECZOREK; BOCIAN; OSEK, 2020; LOPEZ; CHAVARRIAS et al.,
2021). O principal mecanismo de resisténcia aos aminoglicosideos é pela expressao
de enzimas modificadoras dos aminoglicosideos, geralmente mediadas por
plasmideos (IOVINE, 2013; GARNEAU-TSODIKOVA; LABBY, 2016). Estas enzimas
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podem ser divididas em fosfotransferases (APH), adeniltransferases (AAD) e
acetiltransferases (AAC) (GARNEAU-TSODIKOVA; LABBY, 2016).

Os principais membros do grupo dos betalactamicos sédo as penicilinas,
cefalosporinas, monobactamicos e carbepenémicos (KHAN et al., 2019). Os
betalactamicos atuam na ligagcdo a parede bacteriana inativando a expressédo de
proteinas responsaveis pela sintese da parede celular, levando o patégeno a morte
por lise osmatica. A resisténcia aos betalactamicos é encadeada pela inativacdo dos
antimicrobianos pela enzima beta lactamase, alteracdo nas porinas da membrana
externa que reduz a absorcdo de drogas, e bomba de efluxo (ALFREDSON,;
KOROLIK, 2007; IOVINE, 2013; KHAN et al., 2019).
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Resumo: C. coli é a segunda espécie de Campylobacter mais incriminada em casos
de campilobacteriose humana, frequentemente isolada de carne de frango. O
Brasil maior exportador de carne de frangos no mundo, o que torna a
caracterizagao de isolados brasileiros crucial para estabelecimento de medidas de
controle. Foram testados por PCR convencional, 83 cepas de C. coli isoladas de
carcagas de frangos em trés estados no Brasil, para 14 genes de viruléncia
classificados em cinco categorias: formagao de biofilme (fIA, [uxS), sistema de
secrecao (ctdABC, hcp), invasao e colonizagao (cadF, ciaB, pldA), adaptagdo ao
estresse (cbrA, htrA, dnaj) e Sindrome de Guillain-Barré (neuA, cstll). Foi relizado
o teste de microdiluicdo em caldo para testar a sensibilidade a ciprofloxacina e
eritromicina. A similaridade protedmica entre os isolados foi estabelecida através
de um dendograma utilizando dados obtidos do MALDI-TOF. O perfil génico
demonstrou alto potencial de invasdo e colonizagdo. As cepas apresentaram
89,2% de resisténcia a ciprofloxacina e 554% a eritromicina. O estado I
demonstrou diversidade genética disseminada, os estados II e III apresentaram
especificidade local. Nossos resultados sugerem elevada viruléncia e resisténcia,
indicios de contaminagdo cruzada e manutengdo de gendtipos virulentos,

enfatizando a necessidade de medidas de controle em abatedouros brasileiros.

Palavras-chave: campilobacteriose; invasao; Sistema de secre¢do; Sindrome de
Guillain-Barré; MALDI-TOF.

1. Introducao

Campylobacter é o género bacteriano mais envolvido na
gastroenterite humana causada pela ingestdo de alimentos,
representando assim, um significante problema de satude publica [1], e
dentre as espécies envolvidas, C. coli é responsavel por até 15% dos casos
[2,3]. A campilobacteriose humana é associada principalmente a ingestao
de alimentos de origem animal contaminados crus ou mal cozidos, em
especial a carne de frango [4,5].
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C. coli j4 foi isolada em diversos animais e ambientes [5,6,7]. Para
que ocorra a infec¢do do hospedeiro, a espécie necessita expressar fatores
de viruléncia como motilidade, quimiotaxia, adesao, invasao, producao
de toxinas e mecanismos de evasao do sistema imune [8,9]. Ja os
mecanismos para sobrevivéncia a diferentes condi¢des ambientais
estressantes sdo importantes para a persisténcia do micro-organismo
[10]. Dentre os genes envolvidos na viruléncia do género pode-se
destacar: invasao e colonizagado (cadF, ciaB, pldA), sistema de secrecdo
(cdtABC, hcp), adaptagdo ao estresse (dnaJ, hirA, cbrA), formagao de
biofilmes (flaA, luxS) e inducdo a Sindrome de Guillain-Barré (cstll,
neuA) [11-18].

Os pacientes acometidos por campilobacteriose apresentam
quadros de diarreia, dor abdominal, febre, nausea e vomitos [4], e nao é
possivel diferenciar a infecgao por C. coli da infecgdo por C. jejuni pelos
sintomas clinicos [19]. A recuperacdo clinica ocorre geralmente em uma
semana [20], porém, parte dos infectados por C. coli evoluem para
quadros mais graves, com complica¢des intestinais e extra-intestinais
apos a infecgao [21-24].

Em casos mais graves de campilobacteriose, o tratamento com
antimicrobianos € indicado, e as drogas de escolha sdo os macrolideos e
as fluorquinolonas [25]. Entretanto, ha um aumento preocupante no
numero de cepas resistentes a estas classes de antimicrobianos,
especialmente na espécie C. coli, provavelmente, pela pressao de selegao
exercida pelo uso excessivo de antibidticos na producao [26-27].

C. coli e C. jejuni sao capazes de co-colonizar seus hospedeiros. As
espécies dividem grande parte do seu genoma [28], e sdo capazes de
realizar trocas génicas para se beneficiar durante a infeccao e persistir no
ambiente, o que pode gerar um grave problema de satide ptblica [29,30].

O Brasil é o pais que mais exporta carne de frangos no mundo [31] e
¢é grande o consumo interno, mas mesmo diante do grande volume de
produgao, entre 2000 e 2019, apenas oito surtos foram atribuidos a
Campylobacter no pais [32]. Assim, acredita-se que a campilobacteriose
seja subnotificada. Também nas industrias, apenas recentemente, no ano
de 2017, foi realizado o monitoramento e quantificacdo de Campylobacter
termotoletante em carcagas de frangos abatidos em estabelecimentos sob
Inspecdo Federal para a avaliagdo de risco (Memorando N°
218/2017/CRISC/CGPE/DIPOA/MAPA/DAS/MAPA). Embora existam
pesquisas sobre C. jejuni no pais [33-35], a caracterizagao de cepas de C.
coli ainda € limitada.

Assim, objetivou-se determinar o perfil virulento, resisténcia
a eritromicina (macrolideo) e ciprofloxacina (fluorquinolona), a
distribuicdo espacial e sazonal, e ainda, avaliar a disseminacdo por meio
da analise protedmica de cepas de C. coli isoladas de carcagas de frango
em abatedouros brasileiros habilitados para comercializagdo nos
mercados interno e externo.

2. Resultados

2.1 Genes e perfis de viruléncia

A avaliacdo individual da frequéncia de cada um dos 14 genes,
permitiu inferir que em cada categoria de viruléncia, ao menos um gene
foi altamente frequente (>83%). Quanto a frequéncia concomitante dos
genes de cada categoria, observamos que houve maior ocorréncia
(p<0,05) do agrupamento de genes ligados a formagao de biofilme e
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motilidade e dos relacionados a Sindrome de Guillain-Barré quando
comparados as demais categorias (Tabela 1).

Tabela 1. Frequéncia de genes de viruléncia em C. coli isoladas em
carcagas de frango abatidos no Brasil entre outubro de 2017 e julho de
2018.

Categoria de Gene Frequén Frequéncia (%) do
viruléncia cia (%) agrupamento
do gene
cbrA 8 (9,6)
Adaptagao ao estresse htrA 71 (85,5) 3 (3,6)2
dna] 10 (12,0)
Sindrome de Guillain-  neuA 14 (16,9) 13 (15,7
Barre cstll 75 (90,4)
cadF 82 (98,8)
Invasao/Colonizacao ciaB 80 (96,4) 9 (10,8)a>
pldA 10 (12,0)
- - IuxS 11 (13,3)
Biofilme/Motilidade flar 69 (83,1) 11 (13,3)°
Hep 80 (96,4)
:Cnste.:ma d? . cdtA 3 (3,6) 3 (3,6
secrecao/citotoxicidade  cdtB 3(3,6)

cdtC 3 (3,6)

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (Teste
de Fischer p <0,05).

A maioria dos isolados (75/83 — 90,4%) apresentou ao menos
sete dos 14 genes estudados, sendo que o grupo de cepas que apresentou
6/14 genes estudados foi o mais comum (41/83 — 49,4%) (Teste de Fischer
p <0,0001).

A distribuicdo dos genes investigados entre as cepas permitiu
identificar 30 perfis de viruléncia distintos (Tabela 2), os quais
determinaram o I. Var. de 0,36, considerado baixo [36]. Essa baixa
variabilidade esteve relacionada a um perfil que foi identificado em 41%
das cepas (34/83) (flaA, cadF, ciaB, cstll, htrA, hcp — Tabela suplementar I ).
Apesar disso, o nimero de perfis compostos por apenas uma cepa (22/30
— 73,3%) foi significativamente superior aos demais (8/30 — 26,7%)
(p=0,0007 — Teste de Fischer — Tabela S1).

Tabela 2. Perfis de viruléncia classificados de acordo com a categoria de
genes estudados em C. coli isoladas de carcacas de frangos no Brasil
entre outubro de 2017 a julho de 2018.

Categorias Numero de perfis
(%)

Biofilme (B) 19 (63.3)2

Sistema de secrecao (SS) 27 (90,0)bcd

Invasao/Colonizacao (IC) 30 (100,0)®

Sindrome de Guillain-Barré (GB) 24 (80,0)c

Adaptagao ao estresse (AE) 20 (666)2d

Agrupamentos Numero de perfis

Al.IC 2

A2.S5, 1C 1

A3.B,IC 1

A4.SS,IC, GB 1

A5.B, SS, IC 1
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A6.SS, IC, AE 2
A7.B,SS, IC, GB 4
A8.SS, 1C, AE, GB 5
A9.B, SS, IC, GB, AE (Virulentos) 13*
Total 30
Multi-virulentos 2

A: agrupamento. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa (Teste de Fischer p <0,05) * diferenca significativa com os
demais.

A Tabela 2 deixa evidente o potencial quase unanime das cepas de
C. coli nos processos de invasdo, colonizacdo (IC) e de sistemas de
secrecao (SS) (p<0,05) em detrimento as demais categorias, uma vez que
foram identificados 30/30 (100%) e 27/30 (90%) perfis referentes a essas
habilidades, respectivamente. De maneira complementar, a investigacao
dos perfis de acordo com as categorias que os inclui permitiu identificar
nove agrupamentos, que demonstraram a maior prevaléncia (p<0,05) de
A9, com 43,3% (13/30) dos perfis classificados como virulentos. O
numero de cepas multivirulentas foi significativamente menor em
comparacao ao numero de cepas virulentas em todas em todas as
andlises.

2.2 Andlise das cepas isoladas por amostra

As 83 cepas de C. coli estudadas foram provenientes da andlise de
24 carcagas, das quais foram isoladas entre uma e oito colonias por
amostra, com média equivalente a 3,46. Amostras que tiveram trés ou
mais coldnias isoladas (12/24 — 50%) foram utilizadas na verificacdo do
indice de variabilidade (I. Var.) dos perfis de viruléncia dentro da
mesma amostra, equivalente a 0,6 na analise geral.

O L. Var. foi superior a 0,75 (alto) dentro de cada amostra com trés
ou mais colonias isoladas, o que justificou a realizacdo de todas as
analises individualmente para cada cepa. Ao agrupar as amostras por
numero de isolados (Figura 1), observamos apenas uma amostra com
oito cepas que apresentaram 25% de variabilidade, os demais grupos
apresentaram variabilidade igual ou superior a 50%.

1.5

Variability Index

3 4 5 7 8

Colony number/sample

Figura 1. Indice de variabilidade de cepas de C. coli isoladas por amostra
de acordo com o nimero de coldnias isoladas. A barra de erros indica o
desvio padrao, identificado somente nas amostras com sete isolados.
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2.3 Andlise das cepas isoladas por estabelecimento

Observou-se uma variaggo de um a 15 isolados nos 17
estabelecimentos de abate, com média de 4,9 isolados por
estabelecimento.

Os estabelecimentos que apresentaram trés ou mais isolados (10/17
— 58,8%) foram utilizadas para determinar a variabilidade percentual e o
I. Var, e incluiram 70/83 cepas. Foi observada uma variabilidade
mediana de 50% nos perfis de viruléncia entre cepas pertencentes ao
mesmo estabelecimento.

Ao analisar o indice de variabilidade no perfil de viruléncia
observamos que 90% (28/36) dos estabelecimentos apresentaram
variabilidade inferior a 0,7 nos perfis e apenas 1 estabelecimento (10%)
apresentou I. Var. igual a 1 (Tabela 3). A maior parte dos
estabelecimentos (10/17 — 58,8%) apresentaram de 70 a 100% das cepas
classificadas como virulentas.

Tabela 3. Indices de variabilidade dos perfis de viruléncia de C. coli
isoladas de carcacas de frangos por estabelecimento de abate

I.Var. dos Classifica¢ao Numero de Total (%)
perfis de do I.Var. estabelecimentos
viruléncia (N=10)
1 Alta 1
1 Alta 0 100y
0,69-0,5 Média 6 .
<0,5 Baixa 3 9 (90,0)

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (Teste
exato de Fisher —p <0,05). LV.: Indice de variabilidade.

2.4 Andlise das cepas isoladas em relagdo ao Estado

A distribuicdo dos perfis de viruléncia, indice de variabilidade e
frequéncia das cepas de C. coli nos trés estados brasileiros (I, II e III)
estdo na Tabela 4.
Tabela 4. Indices de variabilidade, frequéncias de cepas e de perfis de
viruléncia identificados em C. coli isoladas de carcagas de frangos no
Brasil

Estados
I II I
I.Var. 0,48 0,38 (baixo) 0,57 (médio)
(baixo)
Perfis com 1 cepa - n (%) 9 (75,0)2A 9 (75,0)2A 8 (61,5)2A
Perfis com 2-3 cepas - n (%) 2 (16,7)8 2 (16,7)8 3 (23,1)A¢
Perfis com mais de 3 cepas -n 1 (8,3)8 1(8,3)8 2 (15,4)8¢

(%)

Cepas - n (%)

18 (72,0)=

25 (78,1)

16 (61,5)*

Viruléncia )

Perfis-n (%) 7 (583)™ 5 (41,7)"" 6 (46,1)
- o, a* a* a*

Multiviruléncia P28~ 1 (%) 0 131 138)
Perfis - n (%) 0 1(8,3) 1(7,7)
Cepas—n 252 322 262

Total

ofa Perfis — n 12 12 13

ab: letras diferentes na mesma linha indicam diferenca dentro do mesmo
intervalo. AB: letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca
dentro do mesmo intervalo. - *: diferenga na viruléncia e multiviruléncia
das cepas da mesma coluna. **: diferenca na viruléncia e multiviruléncia
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dos perfis da mesma coluna - (Oneway Anova e Fisher test. p<0,05) 1. Var. -
indice de variabilidade. n (%): frequéncia e percentual da caracteristica.

A quantidade de isolados e perfis de viruléncia e multiviruléncia
identificados nos trés estados nao diferiu (p>0,05). Embora a quantidade
de cepas por estado também nao tenha apresentado diferenca (p>0,05), o
numero de perfis com apenas uma cepa foi maior (p<0,05) que aqueles
que agruparam duas ou mais cepas, nos estados I, II e III.

Os L. Var., considerando os genes estudados, nao foram altos em
nenhum dos estados. Os baixos indices de variabilidade encontrados em
I e II se devem a dois perfis que englobaram 10 e 18 cepas,
respectivamente. O estado do III apresentou o maior 1. Var. (0,57) e o
menor percentual de viruléncia em relacdo aos demais. De maneira
geral, a menor variabilidade esteve relacionada a presenga de cepas mais
virulentas a nivel local (Figura 2).

1.0+

0.8+

0.6+

Index

0.4

I. Var. I. Vir.
| = |l = i

Figura 2. Relagdo de indice de variabilidade e indice de viruléncia por
estado. LVar.: Indice de Variabilidade; 1.Vir.: Indice de Viruléncia;
(Unpaired teste T - * p=0,03)

2.5 Andlise das cepas isoladas em relagdo as cidades

Dentre os 16 municipios onde as cepas de C. coli foram isoladas,
foram selecionados para andlise aqueles que tiveram trés ou mais
isolados, que corresponderam a 68,8% do total (11/16). Destes
municipios, quatro pertenciam ao estado I, quatro ao estado II e trés ao
estado III. Houve uma variacdo de um a 15 isolados por cidade, com
mediana igual a quatro.

Detectamos média variabilidade (61,3%) nos perfis de viruléncia
entre cepas pertencentes a mesma cidade, sendo que as cidades do
estado I apresentaram I. Var. médio de 0,65, as cidades do estado 1II, 0,62
e as cidades do estado III, 0,55. Nao houve diferenca no numero de
cidades com baixa, média ou alta variabilidade, mas observamos que as
cidades com baixa variabilidade apresentaram cepas com os cinco
mecanismos de viruléncia estudados (Tabela 5).

Tabela 5. Indice de variabilidade dos perfis de viruléncia de C. coli
isoladas de carcacas de frangos por cidade

L.Var dos perfis de Classificacdo do Numero de cidades
viruléncia I.Var (N=11)
1-0,7 Alta 3 (27,3%)?
0,69-0,5 Média 5 (45,4%)>
<0,5 Baixa 3 (27,3%)?

LVar.: Indice de variabilidade. Letras iguais na mesma coluna indicam
auséncia de diferenca significativa (Teste exato de Fisher p>0,05).

Nao houve diferenga no nimero de cepas virulentas por cidade nos
trés estados, mas a maioria das cidades (10/16 — 62,5%) apresentou mais



54

de 70% das cepas classificadas como virulentas e uma minoria
significativa (2/16 — 11,8%) (p<0,05 — Fischer test) tiveram 40% ou menos
cepas isoladas classificadas como virulentas.

2.6 Andlise das cepas isoladas em relagdo ao tempo

A caracteristica sazonal das cepas de C. coli isoladas em relacdo aos
perfis de viruléncia e I. Var. foi determinada nos meses de outubro a
dezembro de 2017 e janeiro, abril, maio e junho de 2018. Para esse ensaio
todas as cepas foram consideradas, uma vez que tivemos um numero
maior que trés cepas isoladas em cada periodo.

O indice de variabilidade foi inversamente proporcional ao
potencial virulento (Unpaired T Test, p=0,013), indicando que a menor
variabilidade estd novamente relacionada a presenca de cepas mais
virulentas também a nivel temporal (Figura 3).

1.0

-& Virulence

0.5

Index

-©- Variability

0.0 | 1 | 1 | | 1
Oct/17 Nov/17 Dec/17 Jan/18 Apr/18 May/18 Jun/18

Figura 3. Indices de variabilidade e viruléncia de C. coli ao longo do
tempo de isolamento. Linha tracejada (---) separa indices baixos e
médios dos valores de alta variabilidade genética.

Nao houve diferenca no nimero e percentual de cepas virulentas e
multivirulentas de C. coli ao longo dos meses avaliados. A quantidade de
perfis de viruléncia e multiviruléncia ndo diferiu no més de novembro
(p<0,05 — teste de Fischer).

O grafico de calor (Figura 4) demonstra a frequéncia relativa
de cada agrupamento de viruléncia ao longo dos meses de isolamento.

Oct/17
Nov/17
Dec/17
Jan/18
1 0.8
Apr/18
May/18
- 0.7
Jun/18 J

BF SS IC SA SGB
Groups

Figura 4. Grafico de calor representando a frequéncia relativa de cada
agrupamento de viruléncia (um ou mais genes) em cepas de C. coli
isoladas de carcacas de frango no Brasil. BF: Formagao de Biofilme. SS:
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Sistema de Secrecao. IC: Invasao/Colonizag¢ao. SA: Adaptacao ao
estresse. SGB: Sindrome de Guillain-Barré.

Os genes ligados a formacdo de biofilmes e adaptagdo ao estresse
foram os menos frequentes e os agrupamentos que envolviam a presenca
de pelo menos um gene ligado ao sistema de secregdao e invasdo e
colonizac¢ao se mantiveram conservados em todos os periodos. Os meses
de dezembro e abril foram os que mais garantiram a conservagao de
todos grupos de viruléncia.

2.7 Andlise das cepas isoladas em relagdo a resisténcia antimicrobiana
Observamos que houve mais resisténcia a ciprofloxacina (74/83)
quando comparada a eritromicina (46/83) (p<0,0001, Fisher test) nos
isolados de C. coli. Apesar disso, o estado II apresentou valores iguais
estatisticamente (p=0,40) de resisténcia para ambos os antimicrobianos
testados (Tabela 6).
Tabela 6. Resisténcia aos antimicrobianos de C. coli isoladas de carcacas
de frango no Brasil entre outubro de 2017 e julho de 2018

Antimicrobianos I 1I 111 Total
Cip 23 (92,0)aA 25 (78,1)aA 26 74 (89,2)aA
(100,0)24
Eri 12 (45,0)bA 21 (65,6)>4 13 46 (55,4)>4
(50,0)p4
Total 25 32 26 83
Perfis de I II III Total
resisténcia
Perfil 1: Cip 11 (44,0)>2 4 (12,5) a8 13 28 (33,7)aA
(50,0)a4
Perfil 2: Cip, Eri 12 (48,0)»2 21 (65,6)>~ 13 46 (55,4)>4
(50,0)24
Perfil 3: Sensiveis 2 (8,0)24 7 (21,9)»2 0 (0,0)>4 9 (10,8)<~
Total 25 32 26 83

abc: letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga entre os
intervalos. AB: letras diferentes na mesma linha indicam diferenca entre
os intervalos. — (Teste exato de Fischer p<0,05). Cip — ciprofloxacina; Eri:
eritromicina.

Dos trés perfis de resisténcia identificados, o perfil 2 (resistente a
ciprofloxacina e eritromicina) foi o mais frequente e o perfil 3 (sensiveis),
o de menor ocorréncia (p<0,01).

Cada estado apresentou um padrao de distribuigao dos perfis de
resisténcia especifico. No estado I todos os perfis foram identificados
numa frequéncia igual estatisticamente. No estado II, o perfil 1 foi menos
identificado em relacao ao total (p=0,04) e o perfil 2 apresentou uma
ocorréncia significativamente maior. Ja no estado IIl, nenhuma cepa foi
sensivel concomitantemente aos antimicrobianos testados.

As cepas sensiveis se concentraram apenas em dois
estabelecimentos localizados nos estados I e II, e foram isoladas nos
meses de dezembro (7) e abril (2). Nestes meses também foram
identificados os maiores indices de viruléncia (Figura 4).

2.8 Clusterizacdo de C. coli
O dendrograma das 83 cepas de C. coli foi correlacionado as
informacdes de distribuicao geografica (estado), perfis de viruléncia e
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resisténcia aos antimicrobianos (Figura S1). Nao identificamos a
presenca de clones e a similaridade das cepas foi <93%.

A clusterizagao foi determinada pelo cutt-off de 85%, o que permitiu
identificar a elevada diversidade das cepas, com 14 clusters compostos
por 34 cepas e 49 perfis distintos. A excecdao dos clusters 5 e 8, todos os
demais foram discriminados conforme a amostra de origem e,
consequentemente, sua localizagdo geografica, demonstrando a
especificidade de cada estado.

O estado I apresentou 16/25 (64%) cepas compondo 16/49 perfis
distintos no dendrograma. Além disso, sé foram discriminados dois
clusters (6 e 11) especificos desse estado (cinco cepas) e outros dois (5 e 8)
que continham cepas pertencentes ao estado II. Esses fatos deixam
evidente a maior heterogeneidade das cepas pertencentes ao estado I e a
disseminacao de duas linhagens (clusters 5 e 8) no estado II. As demais
caracteristicas estudadas, viruléncia e resisténcia antimicrobiana, foram
idénticas nas cepas que contemplam o cluster 11.

Ja nos estados II e III, observamos que 19/32 (59%) e 13/26 (50%)
cepas pertenciam a perfis distintos, respectivamente. Para ambos os
estados, identificamos cinco clusters exclusivos em cada um (1-2-4-7-10 e
3-9-12-13-14), contemplando 11 e 13 cepas, respectivamente. Destes, os
clusters 4 e 10 do estado Il e 9, 13 e 14 do estado III apresentaram cepas
com caracteristicas fenotipicas e genotipicas iguais nos parametros
avaliados em nosso estudo.

3. Discussao

Detectamos a presenca de C. coli em 16,4% (24/146) das carcagas
positivas para Campylobacter spp., e em 37,5% (9/24) delas identificou-se
co-habitacdo de C. jejuni. No Brasil, a prevaléncia de C. coli em carcagas
de frangos varia entre 12,5% e 25,7% [37,38], mas, a nivel mundial,
elevadas prevaléncias da espécie em carcacas frangos foram relatadas
recentemente nos Estados Unidos (60,0% - 162/270), e Europa (31,2% -
732/2367) superando C. jejuni [39,40]. Estudos no Brasil [41] e no Ira [42]
relataram a coinfeccdo de C. coli e C. jejuni em pacientes pediatricos com
sintomas clinicos, possivelmente associados a co-colonizagdo das
espécies. Isso chama a atengao para o risco de transferéncia horizontal de
genes interespécie, que pode fornecer ao patdgeno a capacidade de
adaptagao a diferentes hospedeiros e ambientes e de viruléncia [29,43].

Sabe-se que C. coli apresenta potencial de viruléncia inferior a C.
jejuni [40,44,45], mas nosso estudo demonstrou, nas 83 cepas analisadas,
que ao menos um gene de cada categoria avaliada foi altamente
frequente (83% - 69/83), o que gerou um elevado percentual de perfis
classificados como virulentos ou multivirulentos (43,3% - 13/30). A partir
desses achados, a avaliacdo das frequéncias de todos os genes
envolvidos nas categorias de viruléncia demonstrou a especializagao dos
isolados em predispor a SGB, e a formacao de biofilme.

A predisposi¢ao para o desenvolvimento da sindrome de Guillain-
Barré (SGB) é associada a expressao concomitante dos genes neuA e cstll,
considerando o mimetismo molecular entre lipoligossacarideos (LOS) de
Campylobacter e gangliosideos dos hospedeiros [46]. Este agrupamento
foi o mais frequente entre os nossos isolados (15,7% -13/83), com 16,9%
(14/83) e 90,4% (75/83) das cepas apresentando individualmente os genes
neuA e cstll, respectivamente. Diferente de nossos achados, a presenga
do locus relacionada a estes genes foi detectada em apenas 0,9% (3/343)
de isolados de C. coli de frangos e carcagas [40]. O envolvimento de C.
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coli na ocorréncia da SGB nao ¢ totalmente esclarecido, devido a
limitacdo de relatos na literatura [47,48]. Apesar disso, estes dados sdo
preocupantes, considerando as possibilidades de recombinagao génica,
ja que pesquisas demonstraram que C. coli possui maquinaria molecular
essencial para expressar LOS sililado, e que o locus LOS de C. coli pode
ser afetado por introgressao com C. jejuni [40,49].

Dos 30 perfis de viruléncia identificados, 19 (63,3%) apresentaram
um ou mais genes associados a formagao de biofilme e motilidade, e o
agrupamento foi o segundo mais frequente (13,3% - 11/83). A formagao
de biofilme € uma estratégia empregada por bactérias para garantir sua
sobrevivéncia em ambientes hostis [50]. O gene flaA, relacionado a
adesdo a superficies bidticas e abidticas [51-53], foi identificado em 83,1%
(69/83) das nossas cepas. Prevaléncias de flaA de 100% foram
encontradas em estudos realizados com C. coli de origem ambiental,
humana e de carne de frango no Brasil (50/50) [33], e também em
isolados da cadeia produtiva de frango, desde a fazenda ao abatedouro
na Argentina (126/126) [44]. Apesar disso, observamos baixa ocorréncia
do gene luxS (13% - 11/83) que reduz em até 57% a capacidade de
formacao de biofilmes, considerando sua fungao primordial no
mecanismo de quorum sensing[54].

A maior ocorréncia dos agrupamentos de genes ligados a biofilme e
motilidade, assim como o relacionado a SGB podem ilustrar uma
provavel especializagdo de C. coli nestas caracteristicas. Estes achados
foram inesperados, pois, embora a ocorréncia de genes destas categorias
tenha sido previamente apontada nesta espécie [33], poucas evidéncias
sugerem C. coli como relevante formador de biofilmes ou possivel
causador da SGB [47,48,55]. Vale destacar que para ambas as
caracteristicas existem limitagdes entre o potencial de viruléncia e a real
expressao da funcdo génica. Sabe-se que a capacidade de produzir
biofilmes estda associada a importantes fatores extrinsecos, como
condi¢oes ambientais e nutricionais em que a bactéria é exposta e sao
decisivos na expressao do comportamento [56]. Quanto a capacidade de
desenvolver a SGB, além do potencial do patdégeno em mimetizar
gangliosideos, também ¢ fundamental o envolvimento da resposta do
sistema imune do hospedeiro na expressao dessa doenca [46].

Ao menos um dos genes ligados a invasao e colonizacdo estiveram
presentes em 100% (30/30) dos perfis de viruléncia gerados. Ainda assim,
a frequéncia de cepas com todos os trés genes do agrupamento foi baixa
(10,8% - 9/83). Individualmente, os genes cadF, ciaB e pldA foram
identificados em 98,8% (82/83), 96,4% (80/83) e 10,8% (9/83) das cepas de
C. coli, respectivamente.

Em estudo de isolados de C. coli de humanos e animais, assim como
carcagas de frangos, Gomes e colaboradores [33] encontraram elevada
frequéncia dos genes cadF (100% - 50/50), baixa ocorréncia de pldA (16% -
8/50) e nao encontraram ciaB (0% - 0/50). Apesar desses genes
apresentarem envolvimento essencial nos processos de invasdo e
colonizagdo, a presenga conjunta parece ser independente, isso
possivelmente relacionado a localizacdo independente dos genes no
genoma do patogeno [57-59]. Vale destacar o elevado potencial de
nossas cepas, assim como encontrado na literatura, nos processos de
adesdo e internalizacdo em células intestinais, codificados por cadF
[60,61]. Contrariamente aos achados da literatura, o gene ciaB foi
altamente frequente em nosso estudo, o que indica elevado potencial na
destruigao dos microtibulos da célula hospedeira, auxiliando a invasao
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e sobrevivéncia intracelular bacteriana [62]. A frequéncia semelhante de
cadF e ciaB, encontrada em nosso estudo, é potencializadora do processo
de invasao, pois a adesao a fibronectina codificada por cadF é necessaria
para a injegao de proteinas cia no citosol da célula hospedeira [63]. A
baixa ocorréncia de pldA indica que C. coli apresenta uma capacidade
restrita no processo colonizacao e de apoptose da célula hospedeira, uma
vez que esse gene codifica uma proteina que sintetiza fosfolipases
lipoliticas que causam ruptura da célula hospedeira [57,64].

A frequéncia do agrupamento de sistema de secrecao /
citotoxicidade foi baixa (3,6% - 3/83), porém, dentre os perfis
identificados, 90% (27/30) apresentaram ao menos um gene ligado a esta
categoria. Isto ocorreu porque, apesar da frequéncia de isolados que
apresentaram os genes cdtABC ser baixa (3,6% - 3/83), o gene hcp foi
identificado em um grande ntimero de cepas (96,4% - 80/83). Os genes
cdtABC e hcp sao codificados por regides independentes do genoma
bacteriano [65,66], o que justifica a diferenga encontrada.

Uma menor frequéncia (56,1% - 32/57) do gene hcp foi encontrada
por Corcionivoschi e colaboradores [67] em isolados de C. coli de carne
de frango no Reino Unido. O gene hcp € associado ao sistema de secre¢ao
tipo 6 (T6SS), que permite ao patégeno liberar toxinas no ambiente
externo e outras células [68], além de ser associado a infec¢des mais
graves e diarreia sanguinolenta [69,70]. Desta maneira, os resultados
sugerem que os nossos isolados de C. coli sdo citotoxicos, o que ja foi
demonstrado em estudo in vitro, porém, as consequéncias da presenca
deste gene in wvivo para C. coli ainda ndo estdo completamente
esclarecidas [67]. Ja os genes do complexo CDT codificam a toxina
distensora citoletal (CDT) [71], e estudos tem demonstrado que a
prevaléncia desse gene é altamente variavel entre cepas de C. coli, com
100% (12/12) de positividade para os trés genes em estudo com isolados
humanos no Chile [45] a resultados semelhantes ao de nossa
investigacdo no Brasil em cepas isoladas de humanos e animais, com
frequéncia de cdtA de 2%(1/50),cdtB de 26% (13/50) e cdtC de 4%(2/50)
[33]. A presenga dos trés genes foi identificada em nossas cepas positivas
e é necessaria para produgao da toxina [72], e estudos comprovaram que
cepas mutantes para um dos genes tém a citotoxidade reduzida [73-75].

A ocorréncia quase unanime de pelo menos 1 gene relacionado aos
agrupamentos invasao e colonizac¢ao (IC — 100%) e sistema de secrecdo
(SS — 90%) em C. coli evidencia a capacidade destas cepas de invadirem
células do hospedeiro e causarem infec¢des graves [61,76] independente
da época do ano (Figura 4). Ohadi e colaboradores [77] evidenciaram
uma correlacdo positiva entre genes relacionados a aderéncia, invasao e
citotoxicidade, que leva ao aumento da capacidade de Campylobacter spp.
colonizar e causar danos a células intestinais, indicando que o arsenal
genético destas cepas trabalha em conjunto na infecgdo do hospedeiro.

A adaptagdo ao estresse é uma estratégia importante para a
manutencdo bacteriana no meio ambiente e no hospedeiro, e pode ser
associada aos genes dnaj, cbrA e htrA [78-83]. A frequéncia da categoria
de genes adaptados ao estresse foi baixa (3,6% - 3/83), e 66,6% dos perfis
(20/30) apresentaram algum gene desta categoria. Individualmente, os
genes dnaf, cbrA e htrA foram identificados em 12% (10/83), 9,6% (8/83) e
85,5% (71/83) dos isolados, respectivamente.

A baixa prevaléncia do gene dnaJ/ em nosso estudo, foi similar a
determinada por Gomes e colaboradores [33] em amostras humanas e
animais (20% - 10/50) no Brasil, mas a ocorréncia de 100% foi citada



59

recentemente em isolados humanos (12/12) no Chile [45]. Considerando
que durante o processamento, preparo e armazenamento, os alimentos
sdo submetidos a diferentes temperaturas [82], a presenca e expressao
desse gene pode ser crucial para a permanéncia de C. coli no ambiente.
Da mesma forma, a baixa frequéncia do gene cbrA sugere que as cepas
avaliadas apresentam uma menor resisténcia ao choque osmético [81].
Por outro lado, a elevada ocorréncia de hirA(71/83 - 85,5%), auxilia na
correcdo das proteinas deformadas oriundas de processos de estresse
por choque térmico presenca de oxigénio, representando uma vantagem
na sobrevivéncia no ambiente [84]. E possivel que a maior frequéncia
desse gene esteja relacionada a amplitude de fung¢des de hirA, que inclui
ndo somente a tolerancia ao estresse, mas também o auxilio das
proteinas codificadas por esse gene no processo de transmigragdo
bacteriana entre células epiteliais vizinhas, evidenciando maior
essencialidade na sua manutengao em C. coli [85].

Diante destes achados, o potencial virulento das cepas estudadas
fica ainda mais evidente quando identificamos o agrupamento mais
prevalente (A9) (Tabela 3), que incluiu 13 perfis classificados como
virulentos, sendo dois deles multivirulentos. Paralelamente,
identificamos que pelo menos um gene de viruléncia de cada uma das
cinco categorias foi identificado em mais de 83% das cepas. As
caracteristicas de viruléncia destas cepas nos ajudam a compreender a
emergéncia de campilobacteriose por C. coli descrita recentemente
[22,86].

O ntmero de cepas virulentas foi expressivamente maior que o
numero de cepas multivirulentas em todas as analises realizadas. Esse
achado era esperado uma vez que a maioria (49,5%) das cepas de C. coli
apresentaram 6/14 genes estudados e as multivirulentas apresentam um
maior arsenal de genes presentes. Vale ressaltar que a maior diversidade
de genes de viruléncia é descrita para a espécie C. jejuni, o que determina
sua maior relagdo a casos de campilobacteriose humana [3,40,44,45].

Quanto a variabilidade das cepas, observamos valores superiores
(>0,75) nas analises por amostra, o que indica que, em um mesmo
hospedeiro, foi possivel encontrar diversas linhagens de C. coli. Este fato
pode ser explicado pela capacidade de Campylobacter de se adaptar a
diferentes nichos, e ao fato de linhagens distintas poderem coabitar no
mesmo hospedeiro [29,87]. Em nosso estudo, além de diferentes
linhagens de C. coli serem encontradas em uma mesma amostra, a co-
colonizagao com C jejuni foi observada em 37,5% (9/24) das amostras.

A nivel local, considerando as analises especificas em
estabelecimentos, por cidades e nos estados, observamos variabilidades
média e baixa, que puderam ser relacionadas a presenca de cepas mais
virulentas (Figura 2), de modo que a maior parte dos estabelecimentos
(10/17) e cidades (10/16) apresentaram mais de 70% dos isolados
classificados como virulentos. Os baixos I. Var. se devem a perfis que
englobam um grande nimero de cepas, com um maior quantitativo de
genes de viruléncia, o que foi considerado uma tendéncia evolutiva em
C. jejuni [38], e pode estar ocorrendo também com C. coli. Segundo
Aidley e colaboradores [88], populacdes de Campylobacter estao sujeitas a
gargalos de selecdo que podem influenciar um determinado loci
gendmico e contribuir com o surgimento de cepas mais competitivas
(virulentas).
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O L Var. foi inversamente proporcional ao potencial virulento na
analise temporal (Figura 3), e picos de viruléncia foram observados nos
meses de dezembro e abril. A maior viruléncia detectada no més de
dezembro (verao), assim como a equivaléncia de cepas virulentas e
multivirulentas no més de novembro (primavera), podem ser
relacionadas ao comportamento sazonal de Campylobacter, onde picos de
incidéncia deste patdgeno foram correlacionados com estagdes quentes e
tmidas na Europa e Africa [89,90]. Porém, o elevado potencial virulento
de cepas em abril (outono) evidencia a manutengao da caracteristica em
diferentes estagdes do ano. No Brasil, apenas oito surtos foram
atribuidos a Campylobacter spp. entre os anos 2000 e 2019, e ocorreram
em diferentes meses do ano (janeiro, margo, abril, maio, setembro) [32], o
que demonstra nao haver ao certo uma relagao de sazonalidade no pais,
provavelmente por se tratar de um pais com clima predominantemente
quente e imido.

Curiosamente, nos meses de dezembro e abril, foram isoladas cepas
de C. coli classificadas como sensiveis (perfil 3). Assim como em nosso
estudo, em trabalho realizado por Lapierre e colaboradores [91], uma
elevada prevaléncia de genes de viruléncia foi associada a ocorréncia de
cepas de C. coli mais susceptiveis aos antimicrobianos. Este achado
evidencia a capacidade desta espécie de modular seu transcriptoma ou
sua expressao génica em favor dos desafios do ambiente [38].
Provavelmente, estas cepas deixaram de transcrever genes de resisténcia
aos antimicrobianos (avaliados fenotipicamente), por uma necessidade
de priorizar a manutencdo das cepas com genes relacionados a
viruléncia.

As taxas de resisténcia para ciprofloxacina (89,2% - 74/83) e a
eritromicina (55,4% - 46/83), foram similares a achados recentes em cepas
de C. coli isoladas de carcagas de frangos, que também demonstraram a
tendéncia a altos indices de resisténcia a ciprofloxacina, (94%-100%), e
grandes variagdes na resisténcia a eritromicina, (0%-90%) [25,92,93]. A
menor resisténcia a eritromicina pode ser relacionada a proibicao do uso
deste medicamento como promotor de crescimento na medicina
veterinaria no Brasil, desde 2012 [94].

A elevada resisténcia de C. coli as fluorquinolonas foi
correlacionada ao uso indiscriminado desta classe na medicina
veterindria, e em especial, na avicultura, tanto em tratamentos quanto
como promotor de crescimento [26,27]. O uso de fluorquinolonas como
promotores de crescimento foi banido em 2009 [95], porém, esta droga
ainda ¢ utilizada de forma terapéutica em diversos paises [96], 0 que tem
gerado consequéncias relacionadas a altos indices resisténcia de C. coli.

A alta prevalécia de cepas de resistentes aos dois antimicrobianos
(perfil 2) (46/83 — 55,4%), principalmente no estado II (21/32 - 65,6%), é
preocupante e demonstra pouca opgdo de tratamento para infecgdes
graves por C. coli, visto que a eritromicina é a droga de primeira escolha
e a ciprofloxacina, de segunda escolha para o tratamento
campilobacteriose humana [25]. Este achado pode estar relacionado a
maijor frequéncia de uso destes medicamentos no tratamento de
enfermidades aviarias no estado II, causando uma selegdo de cepas mais
resistentes, aumentando o risco de difusdo de cepas resistentes através
da cadeia de produgao [92].

Evidéncias apontam que C. coli carrega mais combinagdes de genes
de resisténcia aos antimicrobianos simultaneamente do que C. jejuni
[25,40,92]. Porém, a coexisténcia com C. jejuni, encontrada em nosso
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trabalho, sob pressio no mesmo ambiente na industrial alimentar
oferece uma oportunidade para trocas genéticas, e altos niveis de troca
genOmica interespécie podem alterar as tendéncias de resisténcia,
representando um risco para a satide publica [40].

Essa elevada plasticidade genética identificada em Campylobacter,
justifica também a ocorréncia de 22/30 (73,3%) perfis de viruléncia que
envolviam apenas uma cepa, assim como a heterogeneidade de
linhagens de C. coli discriminadas na analise do dendrograma,
especialmente para o estado I (Figura S1). O género Campylobacter
apresenta alto potencial de realizar recombinacdo e transferéncia
horizontal de genes, pois este patégeno é competente na captagao e
transformacao de segmentos de DNA, ou mesmo genes, o que favorece a
diversidade dos perfis de viruléncia [97].

A disseminacao de perfis observada nos estados I e II (clusters 5 e 8)
evidencia a propagacao de linhagens entre estes estados, e pode ser
relacionado a proximidade dos dois estados e dificuldade no
atendimento de normas de higiene e biosseguranca, o que permite a
difusao destes isolados [98].

A clusterizacdo permitiu observar uma especificidade de linhagens,
especialmente nos estados II e IIl, realcada pelos clusters exclusivos (4 e
10 no estado II, e 9, 13, e 14 no estado III) que mantiveram caracteristicas
fenotipicas e genotipicas iguais. De uma maneira geral, estes clusters
separaram cepas de um mesmo estabelecimento, e a manuten¢ao das
caracteristicas de viruléncia e resisténcia dentro de um mesmo cluster
demonstra que as medidas de controle estabelecidas promovem a
selecao de cepas mais virulentas [88] ou resistentes, dependendo do
desafio apresentado naquele estabelecimento. Estes achados também
sugerem a ocorréncia de contaminacdo cruzada em alguma etapa do
processo de producdo, o que promoveu linhagens semelhantes em
diferentes carcagas no mesmo estabelecimento [38]. As etapas de pré
resfriamento da carcaga (chiller), depenagem, evisceragdao e envase, sao
considerados pontos criticos na transmissao de isolados entre as carcacas
[99,100]. Assim, nosso estudo sugere que especialmente nos estados II e
III, medidas de controle mais rigorosas devem ser empregadas para
minimizar a contaminagao cruzada.

Diante da complexidade epidemiolégica de C. coli, nossos
resultados podem contribuir com estratégias para controle. O perfil
génico demonstra elevado potencial em processos relacionados a
invasdo e estabelecimento de processo infeccioso no hospedeiro, com
uma menor capacidade de se adaptar e manter vidvel no ambiente
abidtico e sob condi¢Oes de estresse. A resisténcia as drogas de escolha
no tratamento evidencia a necessidade de implantacdo de estratégias que
reduzam o uso na produgao avicola. Apesar das linhagens apresentarem
elevada diversidade genética disseminada, existe especificidade local
que registra a ocorréncia de contaminacdo cruzada e manutengao de
genotipos virulentos.

4. Materiais e Métodos

4.1 Amostras

A analise foi feita a partir de 83 cepas de C. coli isoladas de 24
carcagas de frango refrigeradas, abatidas em estabelecimentos sob
fiscalizagao do Servico de Inspecao Federal do Ministério de Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA). As amostras foram coletadas entre
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outubro de 2017 e julho de 2018, para atender ao Programa Exploratério
para Pesquisa e Estimativa de Prevaléncia de Campylobacter spp., que
realizou analise em amostras representativas de carcacas de frango
produzidas no Brasil (Memorando n®
218/2017/CRISC/CGPE/DIPOA/MAPA/DAS/MAPA). Nesse programa
601 cepas foram identificadas como do género Campylobacter e a espécie
C. coli representou 14,98% do total.

Os 17 estabelecimentos onde as amostras de C. coli foram coletadas
estdo localizadas em 16 municipios de trés estados (I, II e III). O
isolamento das cepas, assim como a identificagdo, foram realizados pelo
MAPA, conforme a metodologia ISO 10272-1:2017 [101], e
espectrometria de massa (Maldi TOF®). As amostras foram preparadas
de acordo com o protocolo de transferéncia direta (Direct
TransferMethod) para a placa a partir de colonia isolada em trés spots
sem realimenta¢dao. Posteriormente a aplicacdo na placa, as amostras
foram cobertas com 1pL de solugdo de acido-ciano-4-hidroxicinamico
(HCCA) e utilizadas como controle cepas de referéncia pertencentes ao
LANAGRO-RS. Para a analise utilizou-se o banco de espectros MALDI
Biotyper RTC/OC 3.1, e os critérios de decisdo de espécie igual ou
superior a 1,7 para género e igual ou superior 2,0 para género e espécie.
Foi utilizado o programa de controle de aquisi¢do de dados Brucker,
flexControl 3.4, e a calibragdo realizada com o calibrante Protein
Standard I, com tolerancia de erro de calibragdo inferior a 200 ppm.

As cepas foram recebidas em cultura pura, devidamente
identificadas quanto a espécie e dados de local e data de isolamento e
ficaram depositadas na bacterioteca do Laboratério de Epidemiologia
Molecular (LEPIMOL) da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Uberlandia (FAMEV/UFU) até o momento da
analise.

4.2 Painel de viruléncia

As cepas foram reativadas em dgar CampylobacterBlood-
FreeSelectiveMedium  (Modified @~ CCDA-Preston) (Oxo0id®), e
posteriormente avaliadas quanto a morfologia, testes de motilidade,
oxidase e catalase [101]. O DNA gendémico foi extraido utilizando-se o
WizarGenomic DNA Purification Kit (Promega), conforme protocodo do
fabricante. O DNA foi quantificado por Nanodrop, e utilizado como
molde para as reagoes de PCR.

Os isolados deC. coli foram testadas para 14 genes de viruléncia,
que foram subdivididos em cinco categorias: I — de formagao de biofilme
(genes flaA para motilidade e luxS para mecanismo de quorum-sensing), 11
— sistema de secrecdo (cdtABC para secrecdo de citotoxina distensiva e
hep para sistema de secregao tipo VI), III — invasado e colonizagao (cadF
para colonizacdo intracelular, ciaB para invasdo celular e pldA para
invasao e colonizacdo), IV - adaptacdo ao estresse (dnaJ para
termotolerancia, htrA que auxilia o crescimento sob condigdes
estressantes e cbrA para resisténcia ao choque osmotico), e V — genes de
indugdo a sindrome de Guillain-Barré (cstll e neuA). Os iniciadores e
condi¢Oes para reagao estdo descritos na tabela 7.
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Tabela 7. Condig¢des da PCR, sequéncias de nucleotideos e tamanhos dos
amplicons para identificacdo de genes de viruléncia em C. coli

Volume/
. . DNA/ A
Categoria Gene Pb Primer (5'>3') . Referéncia
Primer/
Anelamento
F-ATGGGATTTISGTATTAACAC 250L/20ng/10
flad 1728 1 GTAGTAATCTTAAAACATTT — PmoV45°C- [12]
Formacao TG 1min
de F-
biofilmes AGGCAAAGCTCCTGGTAAGGC — 25ul/50ng/10
lux$S 1080 CAA pmol/55°C- [17]
R-GGATCCGTATAGGTAAGTTC 1min
ATTTTTGCTCC
F-
cdiA 0 CTATTACTCCTI:TTACCCCACC
AATTTGAACCGCTGTATTGCTC
F-
AGGAACTTTACCAAGAACAGC  25uL/80ng/10
cdtB 531 c pmol/57°C- [13]
. R- Imin
Sistema de GGTGGAGTATAGGTTTGTITGIC
secrecao E-
cdtC 339 ACTCCTACTGGI:GATTTGAAAG
CACAGCTGAAGTTGTTGTTGGC
TGGCTGAACC;;CGTTTATAAA 251L/20ng/10
Hep 510 AATTG pmol/57°C- [18]
R-TTAAGCTTTGCCCTCTCTCCA 30s
F-TTGAAGGTAATTTAGATATG  25u1/20ng/40p
cadF 400 mol/47°C-
R-CTAATACCTAAAGTTGAAAC .
5 Imin
Invasao e [14]
colonizagio  ciaB 57 F-TGCGAGATTTTTCGAGAATG 5o 0 /20ng/10
R-TGCCCGCCTTAGAACTTACA pmol/45°C-
F-AAGAGTGAGGCGAAATTCCA .
pldA 385 Imin
R-GCAAGATGGCAGGATTATCA
F-AAGGCTTTGGCTCATC
dnaj - 720 R-CTTTTTGITCATCGTT
F-
TAATACGACTCACTATAGGGTA  25ul/20ng/10
AGTTTAGCAAGTGCTTTATTTG pmol/46°C- [11]
htrA 1393 C Imin
R-
Adaptagio AAAACCATTGCGATATACCCA
ao estresse AACT
F-
TAATACGACTCACTATAGGGTC
A
cbrA 1165 ACTCTATCCTTGCCATTATCTT 252”“/ Zon,g/ >0 [15]
R- C -1min
GTAGATATTGCTTTTGGTTTTGC
TG
F-
GTTATTATTGCTGGAAATGGAC
i st 400 CAAGT 25uL/20ng/10
Inducao de R- 1/52°C 16
sGC ACATATAGACCCCTGAGGTAAT ~ PMOY2e - (16]
T CTTT Imin
weud 500 F-GCTCGTGGTGGCTCAAAGGG

R-ATTGCACCATTGCTCATATA

Foi utilizado o kit GoTaq® Green Master Mix (Promega) para as
reagoes de PCR, conforme as instrugdes do fabricante. A cepa de C. jejuni
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IAL 2383 foi utilizada como controle positivo. Os produtos amplificados
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampao de
corrida TBE 0,5x (Invitrogen). O marcador de 100pb (Invitrogen) foi
usado como padrao de peso molecular.

As cepas foram consideradas virulentas quando possuiam ao
menos um gene de cada categoria descrita, e multivirulentas quando
possuiam dois ou mais genes de cada categoria; este critério foi
adaptado da analise de indices de resisténcia aos antimicrobianos [36].

Foi estabelecida a variabilidade das cepas dentro dos grupos, com
base na analise de niimero de perfis de viruléncia distintos identificados.
Os indices de variabilidade, de viruléncia e multiviruléncia foram
estabelecidos pela frequéncia relativa de cada grupo de cepas avaliadas.
A variabilidade foi considerada baixa para valores inferiores a 0,5, média
para valores entre 0,5 e 0,7, e altos para valores superiores a 0,7, de
forma adaptada ao estabelecido por Krumperman [36].

4.3 Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima
(CBT)

Foi determinada a CIM das 83 cepas de C. coli para os
antimicrobianos eritromicina e ciprofloxacina utilizando o método da
microdilui¢do em caldo. As concentragdes testadas foram de 0,125 a 32
ug.mL! para ambos os antimicrobianos. Foram utilizados os seguintes
pontos de corte de resisténcia para C. coli: eritromicina >8 e
ciprofloxacina>0.5, de acordo com as diretrizes e recomendag¢des do
EUCAST [102].

Para a determinag¢do da CIM de C. coli foi utilizado o caldo Muller
Hinton - MH (Ox0id®) previamente ajustado com 20-25mg de Ca?*/L, 10-
12,5 mg de Mg2+/L e 5% de sangue desfibrinado de carneiro.
Resumidamente, em placas de microdiluigdio de 96 pogos foram
adicionados 180 pL de caldo MH (Ox0id®) contendo as diferentes
concentragdes previamente estabelecidas dos antimicrobianos alvo. A
suspensao bacteriana foi preparada em NaCl 0,9% estéril até turvagao
correspondente a escala 0,5 de McFarland e 20 pL desta supensao foi
transferida para os pogos [103].

As microplacas foram incubadas a 42°C durante 24 horas em
condicdao de microaerofilia (Probac®) e, apds, foi realizada a leitura
visual. Foi definida como a CIM a menor concentracdao do antibidtico na
qual nao for observado crescimento visivel da bactéria, pela auséncia de
turvacao e hemolise do meio.

Posteriormente, foi realizado a CBM, onde o contetido de cada pogo
da placa do CIM foi semeado em Agar CCDA, seguido da incubacao em
condicoes ja descritas. A CBT foi determinada pela menor concentracao
em que nao houve crescimento.

Em todas as determinacdes foram utilizados controle negativo
composto do meio sem adicdo de bactérias e a cepa de C. jejuni IAL 2383
como controle positivo.

4.4 Anilise estatistica

A avaliagdo estatistica do painel de viruléncia foi realizada apoiada
no numero de cepas isoladas em cada amostra, estabelecimento de
origem, cidade, estado e aspectos sazonais. Para comparagdo, a
normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk, e foi
aplicado o teste exato de Fischer ou teste t de student para comparacao
de duas varidveis. Para trés ou mais variaveis, foi utilizado ANOVA



65

outeste de Kruskal-Wallis. Os calculos foram realizados com o auxilio do
software GraphPrism 8.0.1 com intervalo de confianca de 95%.

4.5 Clusterizacdo

A similaridade protedmica foi determinada com o software
BioNumerics 7.6. Para determinar a similaridade entre os isolados, os
picos dos espectros foram alinhados, e os picos com diferenc¢a em relacdo
a massa-carga <250 ppm foram considerados idénticos [104].

Materiais Suplementares: Tabela S1. Perfis de viruléncia de C. coli isoladas de
carcagas de frango no Brasil entre Outubro de 2017 e Julho de 2018. Figura SI.
Dendograma de C. coli isoladas de carcagas de frango no Brasil entre Outubro de
2017 e Julho de 2018.
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Tabela S1. Perfis de viruléncia de C. coli isoladas de carcagas de frango no Brasil entre Outubro de 2017

e Julho de 2018
Perfis N* de cepas Estado Meés Ano
(%) (N=83)

PERFIL1 cadF 1(1,2) III NOV 2017
PERFIL 2 cadF, ciaB 1(1,2) I JAN 2018
PERFIL 3  cadF, ciaB, cstll, cbrA, htrA, hcp 1(1,2) I ouT 2017
PERFIL 4  cadF, ciaB, cstll, htrA, hcp 6(7,2) IIII OUT, ABR, JUN 2017, 2018
PERFIL 5 cadF, ciaB, hcp 1(1,2) I JAN 2018
PERFIL 6 cadF, ciaB, htrA, hcp 1(1,2) 11 JAN 2018
PERFIL 7  cadF, cstll, htrA, hep 1(1,2) III JUN 2018
PERFIL 8  cadF, neuA, ciaB, cstll, cbrA, htrA, hep 1(1,2) III OuT 2017
PERFIL 9  cadF, neuA, ciaB, cstll, hcp 1(1,2) I JAN 2018
PERFIL
10 cadF, neuA, ciaB, cstll, htrA, hcp 1(1,2) 111 ouT 2017
PERFIL cdtA, cdtB, cdtC, luxS, pldA, flaA, dnaj,
11 cadF, ciaB, cstll, cbrA, htrA, hep 1{.2) I MAI 2018
PERFIL cdtA, cdtB, cdtC, luxS, pldA, flaA, dna],

1(1,2 111 T 2017
12 cadF, neuA, ciaB, cstll, cbrA, htrA, hep (1,2) ou 0
PERFIL cdtA, cdtB, cdtC, luxS, pldA, flaA, neuA,

1(1,2 I NOV 2017
13 ciaB, cstll, cbrA, hirA, hep (1,2) © 0
PERFIL
14 dnaj, cadF, ciaB, cstll, htrA, hcp 1(1,2) I JAN 2018
PERFIL
15 flaA, cadF, ciaB 1(1,2) I ouT 2017
PERFIL
16 flaA, cadF, ciaB, cstll, cbrA, hirA, hcp 1(1,2) 111 ouT 2017
PERFIL
17 flaA, cadF, ciaB, cstll, hcp 2(2,4) 1L, 111 OUT. NOV 2017
PERFIL . OUT, NOV,
18 flaA, cadF, ciaB, cstll, htrA, hcp 34 (41)* I 11, 11 DEZ, JAN, 2017, 2018

ABR, MAI JUN
PERFIL
19 flaA, cadF, ciaB, hcp 2(2,4) 111 NOV 2017
PERFIL
20 flaA, cadF, cstll, hcp 1(1,2) I MAI 2018
PERFIL OUT, DEZ
A F A, ciaB 11 A 7 I, 11, 111 ! ¢ 17,201

’1 flaA, cadF, neuA, ciaB, cstll, htrA, hcp 6 (7,2) s JAN, JUN 2017, 2018
PERFIL
” flaA, cadF, neuA, ciaB, htrA, hcp 1(1,2) I JUN 2018
PERFIL .
3 flaA, dna], cadF, ciaB, cstll, htrA, hcp 6 (7,2) I, I, III OUT, ABR,JUN 2017, 2018
PERFIL
o4 luxS, flaA, cadF, ciaB, cstll, hep 1(1,2) I NOV 2017
PERFIL
25 luxS, flaA, cadF, ciaB, cstll, htrA, hep 2(24) II NOV, JAN 2017,2018
PERFIL luxS, pldA, flaA, cadF, ciaB, cstll, htrA, 3 (3,6) I OUT 2017
26 hep
PERFIL luxS, pldA, flaA, cadF, neuA, ciaB, cstll,
o7 cbrA, htrA, hep 1(1,2) II1 NOV 2017
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PERFIL luxS, pldA, flaA, dnaj, cadF, neuA, ciaB,

28 cstll, cbrA, htrA, hep 1{2) I ouT 2017
PERFIL
29 pldA, flaA, cadF, ciaB, cstll, hcp 1(1,2) I ouT 2017
PERFIL

pldA, flaA, cadF, ciaB, cstll, htrA, hcp 1(1,2) I ouT 2017

30




Figura S1. Dendograma de C. coli isoladas de carcagas de frango no Brasil entre Outubro de 2017 e Julho de
2018.
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acronym/abbreviation/initialism should be added in parentheses after the written-out form.

e Sl Units (International System of Units) should be used. Imperial, US customary and other units should
be converted to Sl units whenever possible.

e Accession numbers of RNA, DNA and protein sequences used in the manuscript should be provided in
the Materials and Methods section. Also see the section on Deposition of Sequences and of Expression
Data.

e Equations: If you are using Word, please use either the Microsoft Equation Editor or the MathType add-
on. Equations should be editable by the editorial office and not appear in a picture format.

e Research Data and supplementary materials: Note that publication of your manuscript implies that you
must make all materials, data, and protocols associated with the publication available to readers.
Disclose at the submission stage any restrictions on the availability of materials or information. Read the
information about Supplementary Materials and Data Deposit for additional guidelines.

e Preregistration: Where authors have preregistered studies or analysis plans, links to the preregistration
must be provided in the manuscript.


https://www.nihms.nih.gov/
https://www.mdpi.com/journal/pathogens/instructions#top
https://www.mdpi.com/journal/pathogens/instructions#front
https://www.mdpi.com/journal/pathogens/instructions#manuscript
https://www.mdpi.com/journal/pathogens/instructions#back
https://www.mdpi.com/journal/pathogens/instructions#references
https://www.mdpi.com/journal/pathogens/instructions#front
https://www.mdpi.com/journal/pathogens/instructions#back
https://www.mdpi.com/editorial_process
https://www.mdpi.com/journal/pathogens/instructions#sequence
https://www.mdpi.com/journal/pathogens/instructions#sequence
https://www.mdpi.com/journal/pathogens/instructions#suppmaterials

96

Guidelines and standards: MDPI follows standards and guidelines for certain types of research.
See https://www.mdpi.com/editorial_process for further information.
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Front Matter

These sections should appear in all manuscript types

Title: The title of your manuscript should be concise, specific and relevant. It should identify if the study
reports (human or animal) trial data, or is a systematic review, meta-analysis or replication study. When
gene or protein names are included, the abbreviated name rather than full name should be used.

Author List and Affiliations: Authors' full first and last names must be provided. The initials of any middle
names can be added. The PubMed/MEDLINE standard format is used for affiliations: complete address
information including city, zip code, state/province, and country. At least one author should be
designated as corresponding author, and his or her email address and other details should be included
at the end of the affiliation section. Please read the criteria to qualify for authorship.

Abstract: The abstract should be a total of about 200 words maximum. The abstract should be a single
paragraph and should follow the style of structured abstracts, but without headings: 1) Background:
Place the question addressed in a broad context and highlight the purpose of the study; 2) Methods:
Describe briefly the main methods or treatments applied. Include any relevant preregistration numbers,
and species and strains of any animals used. 3) Results: Summarize the article's main findings; and 4)
Conclusion: Indicate the main conclusions or interpretations. The abstract should be an objective
representation of the article: it must not contain results which are not presented and substantiated in the
main text and should not exaggerate the main conclusions.

Keywords: Three to ten pertinent keywords need to be added after the abstract. We recommend that the
keywords are specific to the article, yet reasonably common within the subject discipline.

Research Manuscript Sections

Introduction: The introduction should briefly place the study in a broad context and highlight why it is
important. It should define the purpose of the work and its significance, including specific hypotheses
being tested. The current state of the research field should be reviewed carefully and key publications
cited. Please highlight controversial and diverging hypotheses when necessary. Finally, briefly mention
the main aim of the work and highlight the main conclusions. Keep the introduction comprehensible to
scientists working outside the topic of the paper.

Results: Provide a concise and precise description of the experimental results, their interpretation as well
as the experimental conclusions that can be drawn.

Discussion: Authors should discuss the results and how they can be interpreted in perspective of
previous studies and of the working hypotheses. The findings and their implications should be discussed
in the broadest context possible and limitations of the work highlighted. Future research directions may
also be mentioned. This section may be combined with Results.

Materials and Methods: They should be described with sufficient detail to allow others to replicate and
build on published results. New methods and protocols should be described in detail while well-
established methods can be briefly described and appropriately cited. Give the name and version of any
software used and make clear whether computer code used is available. Include any pre-registration
codes.

Conclusions: This section is not mandatory, but can be added to the manuscript if the discussion is
unusually long or complex.

Patents: This section is not mandatory, but may be added if there are patents resulting from the work
reported in this manuscript.
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Back Matter

Supplementary Materials: Describe any supplementary material published online alongside the
manuscript (figure, tables, video, spreadsheets, etc.). Please indicate the name and title of each element
as follows Figure S1: title, Table S1.: title, etc.
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Funding: All sources of funding of the study should be disclosed. Clearly indicate grants that you have
received in support of your research work and if you received funds to cover publication costs. Note that
some funders will not refund article processing charges (APC) if the funder and grant number are not
clearly and correctly identified in the paper. Funding information can be entered separately into the
submission system by the authors during submission of their manuscript. Such funding information, if
available, will be deposited to FundRef if the manuscript is finally published.

Please add: “This research received no external funding” or “This research was funded by [name of
funder] grant number [xxx]” and “The APC was funded by [XXX]” in this section. Check carefully that the
details given are accurate and use the standard spelling of funding agency names at
https://search.crossref.org/funding, any errors may affect your future funding.

Acknowledgments: In this section you can acknowledge any support given which is not covered by the
author contribution or funding sections. This may include administrative and technical support, or
donations in kind (e.g., materials used for experiments).

Author Contributions: Each author is expected to have made substantial contributions to the conception
or design of the work; or the acquisition, analysis, or interpretation of data; or the creation of new
software used in the work; or have drafted the work or substantively revised it; AND has approved the
submitted version (and version substantially edited by journal staff that involves the author’s contribution
to the study); AND agrees to be personally accountable for the author's own contributions and for
ensuring that questions related to the accuracy or integrity of any part of the work, even ones in which
the author was not personally involved, are appropriately investigated, resolved, and documented in the
literature.

For research articles with several authors, a short paragraph specifying their individual contributions
must be provided. The following statements should be used "Conceptualization, X.X. and Y.Y.;
Methodology, X.X.; Software, X.X.; Validation, X.X., Y.Y. and Z.Z.; Formal Analysis, X.X.; Investigation,
X.X.; Resources, X.X.; Data Curation, X.X.; Writing — Original Draft Preparation, X.X.; Writing — Review
& Editing, X.X.; Visualization, X.X.; Supervision, X.X.; Project Administration, X.X.; Funding Acquisition,
Y.Y.”, please turn to the CRediT taxonomy for the term explanation. For more background on CRediT,
see here. "Authorship must include and be limited to those who have contributed substantially to the
work. Please read the section concerning the criteria to qualify for authorship carefully".

Institutional Review Board Statement: In this section, please add the Institutional Review Board
Statement and approval number for studies involving humans or animals. Please note that the Editorial
Office might ask you for further information. Please add “The study was conducted according to the
guidelines of the Declaration of Helsinki, and approved by the Institutional Review Board (or Ethics
Committee) of NAME OF INSTITUTE (protocol code XXX and date of approval).” OR “Ethical review and
approval were waived for this study, due to REASON (please provide a detailed justification).” OR “Not
applicable” for studies not involving humans or animals. You might also choose to exclude this statement
if the study did not involve humans or animals.

Informed Consent Statement: Any research article describing a study involving humans should contain
this statement. Please add “Informed consent was obtained from all subjects involved in the study.” OR
“Patient consent was waived due to REASON (please provide a detailed justification).” OR “Not
applicable” for studies not involving humans. You might also choose to exclude this statement if the
study did not involve humans.

Written informed consent for publication must be obtained from participating patients who can be
identified (including by the patients themselves). Please state “Written informed consent has been
obtained from the patient(s) to publish this paper” if applicable.

Data Availability Statement: In this section, please provide details regarding where data supporting
reported results can be found, including links to publicly archived datasets analyzed or generated during
the study. Please refer to suggested Data Availability Statements in section “MDPI Research Data
Policies”. You might choose to exclude this statement if the study did not report any data.

Conflicts of Interest: Authors must identify and declare any personal circumstances or interest that may
be perceived as influencing the representation or interpretation of reported research results. If there is no
conflict of interest, please state "The authors declare no conflict of interest." Any role of the funding
sponsors in the choice of research project; design of the study; in the collection, analyses or
interpretation of data; in the writing of the manuscript; or in the decision to publish the results must be
declared in this section. Pathogens does not publish studies funded partially or fully by the tobacco
industry. Any projects funded by industry must pay special attention to the full declaration of funder
involvement. If there is no role, please state “The sponsors had no role in the design, execution,
interpretation, or writing of the study”. For more details please see Conflict of Interest.

References: References must be numbered in order of appearance in the text (including table captions
and figure legends) and listed individually at the end of the manuscript. We recommend preparing the
references with a bibliography software package, such as EndNote, ReferenceManager or Zotero to
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avoid typing mistakes and duplicated references. We encourage citations to data, computer code and
other citable research material. If available online, you may use reference style 9. below.

e Citations and References in Supplementary files are permitted provided that they also appear in the
main text and in the reference list.

In the text, reference numbers should be placed in square brackets [ ], and placed before the punctuation; for
example [1], [1-3] or [1,3]. For embedded citations in the text with pagination, use both parentheses and brackets
to indicate the reference number and page numbers; for example [5] (p. 10). or [6] (pp. 101-105).

The reference list should include the full title, as recommended by the ACS style guide. Style files
for Endnote and Zotero are available.

References should be described as follows, depending on the type of work:

Journal Articles:
1. Author 1, A.B.; Author 2, C.D. Title of the article. Abbreviated Journal Name Year, Volume, page
range.

Books and Book Chapters:

2. Author 1, A.; Author 2, B. Book Title, 3rd ed.; Publisher: Publisher Location, Country, Year; pp. 154—
196.

3. Author 1, A.; Author 2, B. Title of the chapter. In Book Title, 2nd ed.; Editor 1, A., Editor 2, B., Eds.;
Publisher: Publisher Location, Country, Year; Volume 3, pp. 154-196.

Unpublished materials intended for publication:

4. Author 1, A.B.; Author 2, C. Title of Unpublished Work (optional). Correspondence Affiliation, City,
State, Country. year, status (manuscript in preparation; to be submitted).

5. Author 1, A.B.; Author 2, C. Title of Unpublished Work. Abbreviated Journal Name year, phrase
indicating stage of publication (submitted; accepted; in press).

Unpublished materials not intended for publication:

6. Author 1, A.B. (Affiliation, City, State, Country); Author 2, C. (Affiliation, City, State, Country). Phase
describing the material, year. (phase: Personal communication; Private communication; Unpublished
work; etc.)

Conference Proceedings:

7. Author 1, A.B.; Author 2, C.D.; Author 3, E.F. Title of Presentation. In Title of the Collected Work (if
available), Proceedings of the Name of the Conference, Location of Conference, Country, Date of
Conference; Editor 1, Editor 2, Eds. (if available); Publisher: City, Country, Year (if available); Abstract
Number (optional), Pagination (optional).

Thesis:
8. Author 1, A.B. Title of Thesis. Level of Thesis, Degree-Granting University, Location of University,
Date of Completion.

Websites:

9. Title of Site. Available online: URL (accessed on Day Month Year).

Unlike published works, websites may change over time or disappear, so we encourage you create an
archive of the cited website using a service such as WebCite. Archived websites should be cited using
the link provided as follows:

10. Title of Site. URL (archived on Day Month Year).
See the Reference List and Citations Guide for more detailed information.
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Preparing Figures, Schemes and Tables

e File for Figures and Schemes must be provided during submission in a single zip archive and at a
sufficiently high resolution (minimum 1000 pixels width/height, or a resolution of 300 dpi or higher).
Common formats are accepted, however, TIFF, JPEG, EPS and PDF are preferred.

e Pathogens can publish multimedia files in articles or as supplementary materials. Please contact the
editorial office for further information.

e All Figures, Schemes and Tables should be inserted into the main text close to their first citation and
must be numbered following their number of appearance (Figure 1, Scheme I, Figure 2, Scheme II,
Table 1, etc.).

e All Figures, Schemes and Tables should have a short explanatory title and caption.

e All table columns should have an explanatory heading. To facilitate the copy-editing of larger tables,
smaller fonts may be used, but no less than 8 pt. in size. Authors should use the Table option of
Microsoft Word to create tables.

e Authors are encouraged to prepare figures and schemes in color (RGB at 8-bit per channel). There is no
additional cost for publishing full color graphics.
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Supplementary Materials, Data Deposit and Software Source
Code

MDPI Research Data Policies

MDPI is committed to supporting open scientific exchange and enabling our authors to achieve best practices in
sharing and archiving research data. We encourage all authors of articles published in MDPI journals to share
their research data. Individual journal guidelines can be found at the journal ‘Instructions for Authors’ page. Data
sharing policies concern the minimal dataset that supports the central findings of a published study. Generated
data should be publicly available and cited in accordance with journal guidelines.

MDPI data policies are informed by TOP Guidelines.

Where ethical, legal or privacy issues are present, data should not be shared. The authors should make any
limitations clear in the Data Availability Statement upon submission. Authors should ensure that data shared are
in accordance with consent provided by participants on the use of confidential data.

Data Availability Statements provide details regarding where data supporting reported results can be found,
including links to publicly archived datasets analyzed or generated during the study.

Below are suggested Data Availability Statements:

e Data available in a publicly accessible repository
The data presented in this study are openly available in [repository name e.g., FigShare] at [doi],
reference number [reference number].

e Data available in a publicly accessible repository that does not issue DOls
Publicly available datasets were analyzed in this study. This data can be found here: [link/accession
number]

e Data available on request due to restrictions eg privacy or ethical
The data presented in this study are available on request from the corresponding author. The data are
not publicly available due to [insert reason here]

e 3rd Party Data
Restrictions apply to the availability of these data. Data was obtained from [third party] and are available
[from the authors / at URL] with the permission of [third party].

e Data sharing not applicable
No new data were created or analyzed in this study. Data sharing is not applicable to this article.
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e Data is contained within the article or supplementary material
The data presented in this study are available in [insert article or supplementary material here]

Data citation:

e [dataset] Authors. Year. Dataset title; Data repository or archive; Version (if any); Persistent identifier
(e.g., DOI).

Computer Code and Software

For work where novel computer code was developed, authors should release the code either by depositing in a
recognized, public repository such as GitHub or uploading as supplementary information to the publication. The
name, version, corporation and location information for all software used should be clearly indicated. Please
include all the parameters used to run software/programs analyses.

Supplementary Material

Additional data and files can be uploaded as "Supplementary Files" during the manuscript submission process.
The supplementary files will also be available to the referees as part of the peer-review process. Any file format is
acceptable; however, we recommend that common, non-proprietary formats are used where possible.

References in Supplementary Files

Citations and References in Supplementary files are permitted provided that they also appear in the reference list
of the main text.

Unpublished Data

Restrictions on data availability should be noted during submission and in the manuscript. "Data not shown"
should be avoided: authors are encouraged to publish all observations related to the submitted manuscript as
Supplementary Material. "Unpublished data" intended for publication in a manuscript that is either planned, "in
preparation” or "submitted" but not yet accepted, should be cited in the text and a reference should be added in
the References section. "Personal Communication” should also be cited in the text and reference added in the
References section. (see also the MDPI reference list and citations style guide).

Remote Hosting and Large Data Sets

Data may be deposited with specialized service providers or institutional/subject repositories, preferably those
that use the DataCite mechanism. Large data sets and files greater than 60 MB must be deposited in this way.
For a list of other repositories specialized in scientific and experimental data, please

consult databib.org or re3data.org. The data repository name, link to the data set (URL) and accession number,
doi or handle number of the data set must be provided in the paper. The journal Data also accepts submissions of
data set papers.

Deposition of Sequences and of Expression Data

New sequence information must be deposited to the appropriate database prior to submission of the manuscript.
Accession numbers provided by the database should be included in the submitted manuscript. Manuscripts will
not be published until the accession number is provided.

e New nucleic acid sequences must be deposited in one of the following databases: GenBank, EMBL,
or DDBJ. Sequences should be submitted to only one database.

e New high throughput sequencing (HTS) datasets (RNA-seq, ChlP-Seq, degradome analysis, ...) must
be deposited either in the GEO database or in the NCBI's Sequence Read Archive (SRA).

e New microarray data must be deposited either in the GEO or the ArrayExpress databases.The "Minimal
Information About a Microarray Experiment" (MIAME) guidelines published by the Microarray Gene
Expression Data Society must be followed.

e New protein sequences obtained by protein sequencing must be submitted to UniProt (submission
tool SPIN). Annotated protein structure and its reference sequence must be submitted to RCSB of
Protein Data Bank.

All sequence names and the accession numbers provided by the databases must be provided in the Materials
and Methods section of the article.

Deposition of Proteomics Data

Methods used to generate the proteomics data should be described in detail and we encourage authors to adhere
to the "Minimum Information About a Proteomics Experiment". All generated mass spectrometry raw data must be
deposited in the appropriate public database such as ProteomeXchange, PRIDE or jPOST. At the time of
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
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https://www.ebi.ac.uk/swissprot/Submissions/spin/
https://www.rcsb.org/#Category-welcome
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submission, please include all relevant information in the materials and methods section, such as repository
where the data was submitted and link, data set identifier, username and password needed to access the data.
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Research and Publication Ethics

Research Ethics

Research Involving Human Subjects

When reporting on research that involves human subjects, human material, human tissues, or human data,
authors must declare that the investigations were carried out following the rules of the Declaration of Helsinki of
1975 (https://www.wma.net/what-we-do/medical-ethics/declaration-of-helsinki/), revised in 2013. According to
point 23 of this declaration, an approval from the local institutional review board (IRB) or other appropriate ethics
committee must be obtained before undertaking the research to confirm the study meets national and
international guidelines. As a minimum, a statement including the project identification code, date of approval, and
name of the ethics committee or institutional review board must be stated in Section ‘Institutional Review Board
Statement’ of the article.

Example of an ethical statement: "All subjects gave their informed consent for inclusion before they participated in
the study. The study was conducted in accordance with the Declaration of Helsinki, and the protocol was
approved by the Ethics Committee of XXX (Project identification code)."

For non-interventional studies (e.g. surveys, questionnaires, social media research), all participants must be fully
informed if the anonymity is assured, why the research is being conducted, how their data will be used and if
there are any risks associated. As with all research involving humans, ethical approval from an appropriate ethics
committee must be obtained prior to conducting the study. If ethical approval is not required, authors must either
provide an exemption from the ethics committee or are encouraged to cite the local or national legislation that
indicates ethics approval is not required for this type of study. Where a study has been granted exemption, the
name of the ethics committee which provided this should be stated in Section ‘Institutional Review Board
Statement’ with a full explanation regarding why ethical approval was not required.

A written informed consent for publication must be obtained from participating patients. Data relating to individual
participants must be described in detail, but private information identifying participants need not be included
unless the identifiable materials are of relevance to the research (for example, photographs of participants’ faces
that show a particular symptom). Patients’ initials or other personal identifiers must not appear in any images. For
manuscripts that include any case details, personal information, and/or images of patients, authors must obtain
signed informed consent for publication from patients (or their relatives/guardians) before submitting to an MDPI
journal. Patient details must be anonymized as far as possible, e.g., do not mention specific age, ethnicity, or
occupation where they are not relevant to the conclusions. A template permission form is available to download. A
blank version of the form used to obtain permission (without the patient names or signature) must be uploaded
with your submission. Editors reserve the right to reject any submission that does not meet these requirements.

You may refer to our sample form and provide an appropriate form after consulting with your affiliated institution.
For the purposes of publishing in MDPI journals, a consent, permission, or release form should include unlimited
permission for publication in all formats (including print, electronic, and online), in sublicensed and reprinted
versions (including translations and derived works), and in other works and products under open access license.
To respect patients’ and any other individual’s privacy, please do not send signed forms. The journal reserves the
right to ask authors to provide signed forms if necessary.

If the study reports research involving vulnerable groups, an additional check may be performed. The submitted
manuscript will be scrutinized by the editorial office and upon request, documentary evidence (blank consent
forms and any related discussion documents from the ethics board) must be supplied. Additionally, when studies
describe groups by race, ethnicity, gender, disability, disease, etc., explanation regarding why such categorization
was needed must be clearly stated in the article.

Ethical Guidelines for the Use of Animals in Research

The editors will require that the benefits potentially derived from any research causing harm to animals are
significant in relation to any cost endured by animals, and that procedures followed are unlikely to cause offense
to the majority of readers. Authors should particularly ensure that their research complies with the commonly-
accepted '3Rs":

e Replacement of animals by alternatives wherever possible,
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e Reduction in number of animals used, and
e Refinement of experimental conditions and procedures to minimize the harm to animals.
Authors must include details on housing, husbandry and pain management in their manuscript.

For further guidance authors should refer to the Code of Practice for the Housing and Care of Animals Used in
Scientific Procedures [2], American Association for Laboratory Animal Science [3] or European Animal Research
Association [4].

If national legislation requires it, studies involving vertebrates or higher invertebrates must only be carried out
after obtaining approval from the appropriate ethics committee. As a minimum, the project identification code,
date of approval and name of the ethics committee or institutional review board should be stated in Section
‘Institutional Review Board Statement’. Research procedures must be carried out in accordance with national and
institutional regulations. Statements on animal welfare should confirm that the study complied with all relevant
legislation. Clinical studies involving animals and interventions outside of routine care require ethics committee
oversight as per the American Veterinary Medical Association. If the study involved client-owned animals,
informed client consent must be obtained and certified in the manuscript report of the research. Owners must be
fully informed if there are any risks associated with the procedures and that the research will be published. If
available, a high standard of veterinary care must be provided. Authors are responsible for correctness of the
statements provided in the manuscript.

If ethical approval is not required by national laws, authors must provide an exemption from the ethics committee,
if one is available. Where a study has been granted exemption, the name of the ethics committee that provided
this should be stated in Section ‘Institutional Review Board Statement’ with a full explanation on why the ethical
approval was not required.

If no animal ethics committee is available to review applications, authors should be aware that the ethics of their
research will be evaluated by reviewers and editors. Authors should provide a statement justifying the work from
an ethical perspective, using the same utilitarian framework that is used by ethics committees. Authors may be
asked to provide this even if they have received ethical approval.

MDPI endorses the ARRIVE guidelines (www.nc3rs.org.uk/ARRIVE) for reporting experiments using live animals.
Authors and reviewers must use the ARRIVE guidelines as a checklist, which can be found

at https://arriveguidelines.org/sites/arrive/files/documents/ARRIVE%20Compliance%20Questionnaire.pdf. Editors
reserve the right to ask for the checklist and to reject submissions that do not adhere to these guidelines, to reject
submissions based on ethical or animal welfare concerns or if the procedure described does not appear to be
justified by the value of the work presented.

1. NSW Department of Primary Industries and Animal Research Review Panel. Three Rs. Available
online: https://www.animalethics.org.au/three-rs

2. Home Office. Animals (Scientific Procedures) Act 1986. Code of Practice for the Housing and Care of
Animals Bred, Supplied or Used for Scientific Purposes. Available
online: https://assets.publishing.service.gov.uk/government/uploads/system/uploads/attachment_data/fil
€/388535/CoPanimalsWeb.pdf

3. American Association for Laboratory Animal Science. The Scientific Basis for Regulation of Animal Care
and Use. Available online: https://www.aalas.org/about-aalas/position-papers/scientific-basis-for-
regulation-of-animal-care-and-use

4. European Animal Research Association. EU regulations on animal research. Available
online: https://www.eara.eu/animal-research-law

Research Involving Cell Lines

Methods sections for submissions reporting on research with cell lines should state the origin of any cell lines. For
established cell lines the provenance should be stated and references must also be given to either a published
paper or to a commercial source. If previously unpublished de novo cell lines were used, including those gifted
from another laboratory, details of institutional review board or ethics committee approval must be given, and
confirmation of written informed consent must be provided if the line is of human origin.

An example of Ethical Statements:

The HCT116 cell line was obtained from XXXX. The MLH1" cell line was provided by XXXXX, Ltd. The DLD-1 cell
line was obtained from Dr. XXXX. The DR-GFP and SA-GFP reporter plasmids were obtained from Dr. XXX and
the Rad51K133A expression vector was obtained from Dr. XXXX.
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Research Involving Plants

Experimental research on plants (either cultivated or wild) including collection of plant material, must comply with
institutional, national, or international guidelines. We recommend that authors comply with the Convention on
Biological Diversity and the Convention on the Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora.

For each submitted manuscript supporting genetic information and origin must be provided. For research
manuscripts involving rare and non-model plants (other than, e.g., Arabidopsis thaliana, Nicotiana benthamiana,
Oryza sativa, or many other typical model plants), voucher specimens must be deposited in an accessible
herbarium or museum. Vouchers may be requested for review by future investigators to verify the identity of the
material used in the study (especially if taxonomic rearrangements occur in the future). They should include
details of the populations sampled on the site of collection (GPS coordinates), date of collection, and document
the part(s) used in the study where appropriate. For rare, threatened or endangered species this can be waived
but it is necessary for the author to describe this in the cover letter.

Editors reserve the rights to reject any submission that does not meet these requirements.
An example of Ethical Statements:

Torenia fournieri plants were used in this study. White-flowered Crown White (CrwW) and violet-flowered Crown
Violet (CrV) cultivars selected from ‘Crown Mix’ (XXX Company, City, Country) were kindly provided by Dr. XXX
(XXX Institute, City, Country).

Arabidopis mutant lines (SALKxxxx, SAILxxxx,...) were kindly provided by Dr. XXX, institute, city, country).

Ethical Guidelines for the Use of Animals in Research

The editors will require that the benefits potentially derived from any research causing harm to animals are
significant in relation to any cost endured by animals, and that procedures followed are unlikely to cause offense
to the majority of readers. Authors should particularly ensure that their research complies with the commonly-
accepted '3Rs"

e Replacement of animals by alternatives wherever possible,
e Reduction in number of animals used, and
e Refinement of experimental conditions and procedures to minimize the harm to animals.

Any experimental work must also have been conducted in accordance with relevant national legislation on the use
of animals for research. For further guidance authors should refer to the Code of Practice for the Housing and
Care of Animals Used in Scientific Procedures [1].

Manuscripts containing original descriptions of research conducted in experimental animals must contain details
of approval by a properly constituted research ethics committee. As a minimum, the project identification code,
date of approval and name of the ethics committee or institutional review board should be stated in Section
‘Institutional Review Board Statement’.

Pathogens endorses the ARRIVE guidelines (www.nc3rs.org.uk/ARRIVE) for reporting experiments using live
animals. Authors and reviewers can use the ARRIVE guidelines as a checklist, which can be found
at https://arriveguidelines.org/resources/questionnaire.

1. Home Office. Animals (Scientific Procedures) Act 1986. Code of Practice for the Housing and Care of Animals
Used in Scientific Procedures. Available online: http://www.official-
documents.gov.uk/document/hc8889/hc01/0107/0107.pdf.

Research Involving Cell Lines

Methods sections for submissions reporting on research with cell lines should state the origin of any cell lines. For
established cell lines the provenance should be stated and references must also be given to either a published
paper or to a commercial source. If previously unpublished de novo cell lines were used, including those gifted
from another laboratory, details of institutional review board or ethics committee approval must be given, and
confirmation of written informed consent must be provided if the line is of human origin.

An example of Ethical Statements:

The HCT116 cell line was obtained from XXXX. The MLH1" cell line was provided by XXXXX, Ltd. The DLD-1 cell
line was obtained from Dr. XXXX. The DR-GFP and SA-GFP reporter plasmids were obtained from Dr. XXX and
the Rad51K133A expression vector was obtained from Dr. XXXX.


http://www.cbd.int/convention/
http://www.cbd.int/convention/
http://www.cites.org/
http://www.nc3rs.org.uk/ARRIVE
https://arriveguidelines.org/resources/questionnaire
http://www.official-documents.gov.uk/document/hc8889/hc01/0107/0107.pdf
http://www.official-documents.gov.uk/document/hc8889/hc01/0107/0107.pdf

104

Research Involving Plants

Experimental research on plants (either cultivated or wild) including collection of plant material, must comply with
institutional, national, or international guidelines. We recommend that authors comply with the Convention on
Biological Diversity and the Convention on the Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora.

For each submitted manuscript supporting genetic information and origin must be provided. For research
manuscripts involving rare and non-model plants (other than, e.g., Arabidopsis thaliana, Nicotiana benthamiana,
Oryza sativa, or many other typical model plants), voucher specimens must be deposited in an accessible
herbarium or museum. Vouchers may be requested for review by future investigators to verify the identity of the
material used in the study (especially if taxonomic rearrangements occur in the future). They should include
details of the populations sampled on the site of collection (GPS coordinates), date of collection, and document
the part(s) used in the study where appropriate. For rare, threatened or endangered species this can be waived
but it is necessary for the author to describe this in the cover letter.

Editors reserve the rights to reject any submission that does not meet these requirements.
An example of Ethical Statements:

Torenia fournieri plants were used in this study. White-flowered Crown White (CrwW) and violet-flowered Crown
Violet (CrV) cultivars selected from ‘Crown Mix’ (XXX Company, City, Country) were kindly provided by Dr. XXX
(XXX Institute, City, Country).

Arabidopis mutant lines (SALKxxxx, SAILxxxx,...) were kindly provided by Dr. XXX, institute, city, country).

Clinical Trials Registration

Registration

MDPI follows the International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE) guidelines which require and
recommend registration of clinical trials in a public trials registry at or before the time of first patient enroliment as
a condition of consideration for publication.

Purely observational studies do not require registration. A clinical trial not only refers to studies that take place in
a hospital or involve pharmaceuticals, but also refer to all studies which involve participant randomization and
group classification in the context of the intervention under assessment.

Authors are strongly encouraged to pre-register clinical trials with an international clinical trials register and cite a
reference to the registration in the abstract and Methods section. Suitable databases include clinicaltrials.gov, the
EU Clinical Trials Register and those listed by the World Health Organisation International Clinical Trials Registry
Platform.

Approval to conduct a study from an independent local, regional, or national review body is not equivalent to
prospective clinical trial registration. MDPI reserves the right to decline any paper without trial registration for
further peer-review. However, if the study protocol has been published before the enrolment, the registration can
be waived with correct citation of the published protocol.

CONSORT Statement

MDPI requires a completed CONSORT 2010 checklist and flow diagram as a condition of submission when
reporting the results of a randomized trial. Templates for these can be found here or on the CONSORT website
(http://lwww.consort-statement.org) which also describes several CONSORT checklist extensions for different
designs and types of data beyond two group parallel trials. At minimum, your article should report the content
addressed by each item of the checklist.

[Return to top]

Sex and Gender in Research

We encourage our authors to follow the ‘Sex and Gender Equity in Research — SAGER — guidelines’ and to
include sex and gender considerations where relevant. Authors should use the terms sex (biological attribute) and
gender (shaped by social and cultural circumstances) carefully in order to avoid confusing both terms. Article titles
and/or abstracts should indicate clearly what sex(es) the study applies to. Authors should also describe in the
background, whether sex and/or gender differences may be expected; report how sex and/or gender were
accounted for in the design of the study; provide disaggregated data by sex and/or gender, where appropriate;
and discuss respective results. If a sex and/or gender analysis was not conducted, the rationale should be given
in the Discussion. We suggest that our authors consult the full guidelines before submission.

[Return to top]
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Borders and Territories

Potential disputes over borders and territories may have particular relevance for authors in describing their
research or in an author or editor correspondence address, and should be respected. Content decisions are an
editorial matter and where there is a potential or perceived dispute or complaint, the editorial team will attempt to
find a resolution that satisfies parties involved.

MDPI stays neutral with regard to jurisdictional claims in published maps and institutional affiliations.

Publication Ethics Statement

Pathogens is a member of the Committee on Publication Ethics (COPE). We fully adhere to its Code of
Conduct and to its Best Practice Guidelines.

The editors of this journal enforce a rigorous peer-review process together with strict ethical policies and
standards to ensure to add high quality scientific works to the field of scholarly publication. Unfortunately, cases of
plagiarism, data falsification, image manipulation, inappropriate authorship credit, and the like, do arise. The
editors of Pathogens take such publishing ethics issues very seriously and are trained to proceed in such cases
with a zero tolerance policy.

Authors wishing to publish their papers in Pathogens must abide to the following:

e Any facts that might be perceived as a possible conflict of interest of the author(s) must be disclosed in
the paper prior to submission.

e Authors should accurately present their research findings and include an objective discussion of the
significance of their findings.

e Data and methods used in the research need to be presented in sufficient detail in the paper, so that
other researchers can replicate the work.

e Raw data should preferably be publicly deposited by the authors before submission of their manuscript.
Authors need to at least have the raw data readily available for presentation to the referees and the
editors of the journal, if requested. Authors need to ensure appropriate measures are taken so that raw
data is retained in full for a reasonable time after publication.

e Simultaneous submission of manuscripts to more than one journal is not tolerated.

e Republishing content that is not novel is not tolerated (for example, an English translation of a paper that
is already published in another language will not be accepted).

e If errors and inaccuracies are found by the authors after publication of their paper, they need to be
promptly communicated to the editors of this journal so that appropriate actions can be taken. Please
refer to our policy regarding Updating Published Papers.

e Your manuscript should not contain any information that has already been published. If you include
already published figures or images, please obtain the necessary permission from the copyright holder to
publish under the CC-BY license. For further information, see the Rights and Permissions page.

e Plagiarism, data fabrication and image manipulation are not tolerated.

o Plagiarism is not acceptable in Pathogens submissions.

Plagiarism includes copying text, ideas, images, or data from another source, even from your own
publications, without giving any credit to the original source.

Reuse of text that is copied from another source must be between quotes and the original source must be
cited. If a study's design or the manuscript's structure or language has been inspired by previous works,
these works must be explicitly cited.

If plagiarism is detected during the peer review process, the manuscript may be rejected. If plagiarism is
detected after publication, we may publish a correction or retract the paper.

o Image files must not be manipulated or adjusted in any way that could lead to misinterpretation of the
information provided by the original image.

Irregular manipulation includes: 1) introduction, enhancement, moving, or removing features from the
original image; 2) grouping of images that should obviously be presented separately (e.g., from different
parts of the same gel, or from different gels); or 3) modifying the contrast, brightness or color balance to
obscure, eliminate or enhance some information.
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If irregular image manipulation is identified and confirmed during the peer review process, we may reject
the manuscript. If irregular image manipulation is identified and confirmed after publication, we may
correct or retract the paper.

Our in-house editors will investigate any allegations of publication misconduct and may contact the authors'
institutions or funders if necessary. If evidence of misconduct is found, appropriate action will be taken to correct
or retract the publication. Authors are expected to comply with the best ethical publication practices when
publishing with MDPI.

Citation Policy

Authors should ensure that where material is taken from other sources (including their own published writing) the
source is clearly cited and that where appropriate permission is obtained.

Authors should not engage in excessive self-citation of their own work.

Authors should not copy references from other publications if they have not read the cited work.
Authors should not preferentially cite their own or their friends’, peers’, or institution’s publications.
Authors should not cite advertisements or advertorial material.

In accordance with COPE guidelines, we expect that “original wording taken directly from publications by other
researchers should appear in quotation marks with the appropriate citations.” This condition also applies to an
author’s own work. COPE have produced a discussion document on citation manipulation with recommendations
for best practice.

[Return to top]

Reviewer Suggestions

During the submission process, please suggest three potential reviewers with the appropriate expertise to review
the manuscript. The editors will not necessarily approach these referees. Please provide detailed contact
information (address, homepage, phone, e-mail address). The proposed referees should neither be current
collaborators of the co-authors nor have published with any of the co-authors of the manuscript within the last five
years. Proposed reviewers should be from different institutions to the authors. You may identify appropriate
Editorial Board members of the journal as potential reviewers. You may suggest reviewers from among the
authors that you frequently cite in your paper.

[Return to top]

English Corrections

To facilitate proper peer-reviewing of your manuscript, it is essential that it is submitted in grammatically correct
English. Advice on some specific language points can be found here.

If you are not a native English speaker, we recommend that you have your manuscript professionally edited
before submission or read by a native English-speaking colleague. This can be carried out by MDPI's English
editing service. Professional editing will enable reviewers and future readers to more easily read and assess the
content of submitted manuscripts. All accepted manuscripts undergo language editing, however an additional fee
will be charged to authors if very extensive English corrections must be made by the Editorial Office: pricing is
according to the service here.

[Return to top]

Preprints and Conference Papers

Pathogens accepts submissions that have previously been made available as preprints provided that they have
not undergone peer review. A preprint is a draft version of a paper made available online before submission to a
journal.

MDPI operates Preprints, a preprint server to which submitted papers can be uploaded directly after completing
journal submission. Note that Preprints operates independently of the journal and posting a preprint does not
affect the peer review process. Check the Preprints instructions for authors for further information.
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Expanded and high-quality conference papers can be considered as articles if they fulfill the following
requirements: (1) the paper should be expanded to the size of a research article; (2) the conference paper should
be cited and noted on the first page of the paper; (3) if the authors do not hold the copyright of the published
conference paper, authors should seek the appropriate permission from the copyright holder; (4) authors are
asked to disclose that it is conference paper in their cover letter and include a statement on what has been
changed compared to the original conference paper. Pathogens does not publish pilot studies or studies with
inadequate statistical power.

Unpublished conference papers that do not meet the above conditions are recommended to be submitted to
the Proceedings Series journals.

[Return to top]

Authorship

MDPI follows the International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE) guidelines which state that, in order
to qualify for authorship of a manuscript, the following criteria should be observed:

e Substantial contributions to the conception or design of the work; or the acquisition, analysis, or
interpretation of data for the work; AND

e Drafting the work or revising it critically for important intellectual content; AND
e Final approval of the version to be published; AND

e Agreement to be accountable for all aspects of the work in ensuring that questions related to the
accuracy or integrity of any part of the work are appropriately investigated and resolved.

Those who contributed to the work but do not qualify for authorship should be listed in the acknowledgments.
More detailed guidance on authorship is given by the International Council of Medical Journal Editors (ICMJE).

Any change to the author list should be approved by all authors including any who have been removed from the
list. The corresponding author should act as a point of contact between the editor and the other authors and
should keep co-authors informed and involve them in major decisions about the publication. We reserve the right
to request confirmation that all authors meet the authorship conditions.

For more details about authorship please check MDPI ethics website.

Reviewers Recommendation

Authors can recommend potential reviewers. Journal editors will check to make sure there are no conflicts of
interest before contacting those reviewers, and will not consider those with competing interests. Reviewers are
asked to declare any conflicts of interest. Authors can also enter the names of potential peer reviewers they wish
to exclude from consideration in the peer review of their manuscript, during the initial submission progress. The
editorial team will respect these requests so long as this does not interfere with the objective and thorough
assessment of the submission.

Editorial Independence

Lack of Interference With Editorial Decisions

Editorial independence is of utmost importance and MDPI does not interfere with editorial decisions. All articles
published by MDPI are peer reviewed and assessed by our independent editorial boards, and MDPI staff are not
involved in decisions to accept manuscripts. When making an editorial decision, we expect the academic editor to
make their decision based only upon:

e The suitability of selected reviewers;
e Adequacy of reviewer comments and author response;
e Overall scientific quality of the paper.

In all of our journals, in every aspect of operation, MDPI policies are informed by the mission to make science and
research findings open and accessible as widely and rapidly as possible.
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Editors and Editorial Staff as Authors

Editorial staff or editors shall not be involved in processing their own academic work. Submissions authored by
editorial staff/editors will be assigned to at least two independent outside reviewers. Decisions will be made by
other Editorial Board Members who do not have a conflict of interest with the author. Journal staff are not involved
in the processing of their own work submitted to any MDPI journals.

Conflict of Interests

According to The International Committee of Medical Journal Editors, “Authors should avoid entering into
agreements with study sponsors, both for-profit and non-profit, that interfere with authors’ access to all of the
study’s data or that interfere with their ability to analyze and interpret the data and to prepare and publish
manuscripts independently when and where they choose.”

All authors must disclose all relationships or interests that could inappropriately influence or bias their work.
Examples of potential conflicts of interest include but are not limited to financial interests (such as membership,
employment, consultancies, stocks/shares ownership, honoraria, grants or other funding, paid expert testimonies
and patent-licensing arrangements) and non-financial interests (such as personal or professional relationships,
affiliations, personal beliefs).

Authors can disclose potential conflicts of interest via the online submission system during the submission
process. Declarations regarding conflicts of interest can also be collected via the MDPI disclosure form. The
corresponding author must include a summary statement in the manuscript in a separate section “Conflicts of
Interest” placed just before the reference list. The statement should reflect all the collected potential conflict of
interest disclosures in the form.

See below for examples of disclosures:

Conflicts of Interest: Author A has received research grants from Company A. Author B has received a speaker
honorarium from Company X and owns stocks in Company Y. Author C has been involved as a consultant and
expert withess in Company Z. Author D is the inventor of patent X.

If no conflicts exist, the authors should state:
Conflicts of Interest: The authors declare no conflicts of interest.

[Return to top]

Editorial Procedures and Peer-Review

Initial Checks

All submitted manuscripts received by the Editorial Office will be checked by a professional in-house Managing
Editor to determine whether they are properly prepared and whether they follow the ethical policies of the journal,
including those for human and animal experimentation. Manuscripts that do not fit the journal's ethics policy or do
not meet the standards of the journal will be rejected before peer-review. Manuscripts that are not properly
prepared will be returned to the authors for revision and resubmission. After these checks, the Managing

Editor will consult the journals’ Editor-in-Chief or Associate Editors to determine whether the manuscript fits the
scope of the journal and whether it is scientifically sound. No judgment on the potential impact of the work will be
made at this stage. Reject decisions at this stage will be verified by the Editor-in-Chief.

Peer-Review

Once a manuscript passes the initial checks, it will be assigned to at least two independent experts for peer-
review. A single-blind review is applied, where authors' identities are known to reviewers. Peer review comments
are confidential and will only be disclosed with the express agreement of the reviewer.

In the case of regular submissions, in-house assistant editors will invite experts, including recommendations by an
academic editor. These experts may also include Editorial Board Members and Guest Editors of the journal.
Potential reviewers suggested by the authors may also be considered. Reviewers should not have published with
any of the co-authors during the past five years and should not currently work or collaborate with any of the
institutions of the co-authors of the submitted manuscript.

Optional Open Peer-Review

The journal operates optional open peer-review: Authors are given the option for all review reports and editorial
decisions to be published alongside their manuscript. In addition, reviewers can sign their review, i.e., identify
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themselves in the published review reports. Authors can alter their choice for open review at any time before
publication, but once the paper has been published changes will only be made at the discretion of

the Publisher and Editor-in-Chief. We encourage authors to take advantage of this opportunity as proof of the
rigorous process employed in publishing their research. To guarantee impartial refereeing, the names of referees
will be revealed only if the referees agree to do so, and after a paper has been accepted for publication.

Editorial Decision and Revision

All the articles, reviews and communications published in MDPI journals go through the peer-review process and
receive at least two reviews. The in-house editor will communicate the decision of the academic editor, which will
be one of the following:

e Accept after Minor Revisions:
The paper is in principle accepted after revision based on the reviewer's comments. Authors are given
five days for minor revisions.

e Reconsider after Major Revisions:
The acceptance of the manuscript would depend on the revisions. The author needs to provide a point
by point response or provide a rebuttal if some of the reviewer's comments cannot be revised. Usually,
only one round of major revisions is allowed. Authors will be asked to resubmit the revised paper within a
suitable time frame, and the revised version will be returned to the reviewer for further comments.

e Reject and Encourage Resubmission:
If additional experiments are needed to support the conclusions, the manuscript will be rejected and the
authors will be encouraged to re-submit the paper once further experiments have been conducted.

® Reject:
The article has serious flaws, and/or makes no original significant contribution. No offer of resubmission
to the journal is provided.

All reviewer comments should be responded to in a point-by-point fashion. Where the authors disagree with a
reviewer, they must provide a clear response.

Author Appeals

Authors may appeal a rejection by sending an e-mail to the Editorial Office of the journal. The appeal must
provide a detailed justification, including point-by-point responses to the reviewers' and/or Editor's comments.
The Managing Editor of the journal will forward the manuscript and related information (including the identities of
the referees) to the Editor-in-Chief, Associate Editor, or Editorial Board member. The academic Editor being
consulted will be asked to give an advisory recommendation on the manuscript and may recommend acceptance,
further peer-review, or uphold the original rejection decision. A reject decision at this stage is final and cannot be
reversed.

In the case of a special issue, the Managing Editor of the journal will forward the manuscript and related
information (including the identities of the referees) to the Editor-in-Chief who will be asked to give an advisory
recommendation on the manuscript and may recommend acceptance, further peer-review, or uphold the original
rejection decision. A reject decision at this stage will be final and cannot be reversed.

Production and Publication

Once accepted, the manuscript will undergo professional copy-editing, English editing, proofreading by the
authors, final corrections, pagination, and, publication on the www.mdpi.com website.
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Promoting Equity, Diversity and Inclusiveness Within MDPI
Journals

Our Managing Editors encourage the Editors-in-Chief and Associate Editors to appoint diverse expert Editorial
Boards. This is also reflective in our multi-national and inclusive workplace. We are proud to create equal
opportunities without regard to gender, ethnicity, sexual orientation, age, religion, or socio-economic status. There
is no place for discrimination in our workplace and editors of MDPI journals are to uphold these principles in high
regard.
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Resource Identification Initiative

To improve the reproducibility of scientific research, the Resource Identification Initiative aims to provide unique
persistent identifiers for key biological resources, including antibodies, cell lines, model organisms and tools.

We encourage authors to include unique identifiers - RRIDs- provided by the Resource Identification Portal in the
dedicated section of the manuscript.

To help authors quickly find the correct identifiers for their materials, there is a single website where all resource
types can be found and a ‘cite this’ button next to each resource, that contains a proper citation text that should
be included in the methods section of the manuscript.
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