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RESUMO

Campylobacter spp € o agente zoondtico mais envolvido na gastroenterite humana de
causa bacteriana, e a espécie C. jejuni ¢ a responsavel pelo maior nimero nos casos €
surtos. A ingestdo de diferentes alimentos contaminados estdo envolvidos na
campilobacteriose, mas ha destaque para a carne de frango como fonte da infecg¢ao, o que
leva a necessidade de implementagdo de medidas de controle ao longo da cadeia de
producdo avicola. Varias estratégias sao utilizadas na tentativa de mitigar a prevaléncia
de Campylobacter em plantas de abate, sendo os processos de higienizagdo considerado
criticos. Porém, a higienizacdo eficiente ¢ um desafio, considerando a crescente
resisténcia de Campylobacter aos antibidticos, incluindo os comumente utilizados como
sanitizantes. Objetivou-se determinar a atividade antimicrobiana de compostos metalicos
frente a cinco cepas de C. jejuni resistentes ao ciprofloxacino e eritromicina. As cepas
foram reativas e foi determinada a Concentracao Bactericida Minima (CBM) dos
compostos de platina, paladio, niquel e cobre nas concentragdes de 100, 50, 25, 12,5,
6,25, 3,12, 1,56 ¢ 0,78g/mL. A CBM foi determinada pelo teste de microdiluicdo em
caldo em meio Mueller-Hinton com adicio de Ca*" Mg*" e 5% de sangue ovino
desfibrinado e incubacdo em condi¢des de microaerofilia a 37°C por 44+4 horas. Apods a
incubagao, o contetido de cada um dos pocos foi semeado em agar CCDA e incubado nas
mesmas condi¢des anteriores para verificar a presenca de colonias, a CBM foi
determinada como a menor dilui¢do em que nao foi observado crescimento. Os resultados
foram testados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e as comparagdes entre
resultados pelo teste Durbin-Conover com 95% de probabilidade utilizando a versao 4.3.3
do programa R. Todos os compostos exibiram atividade bactericida, mas os compostos
de cobre e niquel demonstraram eficiéncia mesmo em concentragdes reduzidas (6,25
ng/mL) em comparacio ao paladio e platina (25,00 pg/mL). E factivel considerar esses
compostos como promissores para o desenvolvimento de agentes terapéuticos e/ou
sanitizantes de amplo espectro, mas ha necessidade de estudos adicionais para elucidar

suas efetividades em prevenir ou destruir biofilmes, além da avaliagcdo da citotoxicidade.

Palavras-chave: campilobacteriose, resisténcia bacteriana, compostos metalicos.



ABSTRACT

Campylobacter spp is the zoonotic agent most commonly involved in bacterial human
gastroenteritis, and the C. jejuni species is responsible for the largest number of cases and
outbreaks. The ingestion of different contaminated foods is involved in
campylobacteriosis, but chicken meat stands out as a source of infection, which leads to
the need to implement control measures throughout the poultry production chain. Various
strategies are used in an attempt to mitigate the prevalence of Campylobacter in slaughter
plants, with sanitisation processes being considered critical. However, efficient
sanitisation is a challenge, considering the growing resistance of Campylobacter to
antibiotics and other antimicrobials, including those commonly used as sanitisers. The
aim was to determine the antimicrobial activity of metallic compounds against five strains
of C. jejuni resistant to ciprofloxacin and erythromycin. The strains were reactive and the
Minimum Bactericidal Concentration (MBC) of the platinum, palladium, nickel and
copper compounds was determined at concentrations of 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56
and 0.78g/mL. CBM was determined by the broth microdilution test in Mueller-Hinton
medium with the addition of Ca2+, Mg2+ and 5% defibrinated sheep's blood and
incubation under microarophilic conditions at 37°C for 44+4 hours. After incubation, the
contents of each well were sown on CCDA agar and incubated under the same conditions
as before to check for the presence of colonies, with CBM determined as the lowest
dilution in which no growth was observed. The results were tested for normality using
the Shapiro-Wilk test and comparisons between results using the Durbin-Conover test
with 95% probability using version 4.3.3 of the R programme. All the compounds
exhibited bactericidal activity, but the copper and nickel compounds showed efficiency
even at low concentrations (6.25 pg/mL) compared to palladium and platinum (25.00
pg/mkL). It is feasible to consider these compounds as promising for the development of
broad-spectrum therapeutic and/or sanitising agents, but there is a need for further studies
to elucidate their effectiveness in preventing or destroying biofilms, as well as evaluating

their cytotoxicity.

Keywords: campylobacteriosis, bacterial resistance, metal compounds.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Estrutura quimica do composto de palddio PADMSOTTA ........cccccvvienennee. 18
Figura 2: Estrutura quimica do composto de platina PIDMSO(SPARF)...........c......... 19
Figura 3: Estrutura quimica do composto de cobre Cu(TTA)(bipy)NOs......cceevevvennee. 19
Figura 4: Estrutura quimica do composto de niquel NiBta...........cccooceviiiiiiiiiincnnen, 19

Figura 5: Comparacdo entre a eficiéncia dos diferentes compostos metalicos baseados
nas concentragdes (1Lg/mL) necessdria para destruir as cepas de C. jejuni pelo teste de

DIUIDINACONOVEL. oot e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaeeeeeeenenannaan 22



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Concentragdo Bactericida Minima em (ug/mL) dos compostos testados ......21



SUMARIO

1 INTRODUGCAOQ ..uueeeercrrnnencnesesessssesessssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssseses 10
2 REVISAO DE LITERATURA ....cucovteerrreeresnnsessssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 12
2.1 Importancia mundial do mercado da carne de frango ........c..ccoceevevviniincininicneenne. 12
2.2 Doengas veiculadas por aliMentos..........cccueieeiieeriieesiie e eeiee e eeeeeeeeeeeae e 13
2.3 CaAMPYLODACLEF SPP. vveeereeeeieeeeieeeeteeeetee e ette et eeste e e saeeeaaeestbeeeaaeessseesssesenseeennnes 14
2.4 Resisténcia a0s antimiCrODIANOS ....c.eeuviruierieriiriientieieeitente et sieente et et e 15
2.5 Campylobacter spp. e sua capacidade de formagao de biofilme ..........c.cccceveencene. 16
2.6 Compostos quimicos e suas atividades antimicrobianas ............cccceeeeveeeeveeeneeennnnen. 17
3 MATERIAIS E METODOS .....ovueuerrertessessessessessessessssssessessessessessessesssssessssessessesses 18
3.1 COMPOSLOS MELAIICOS ..eeuvvieerieiieeiieniieeieeiieeteesteeereesteeeaeeseessbeensaessseenseessseenseesnseens 18
3.2 Origem, selegao € reativagao das CEPAS ......eecviereieriieeriieeieeiie ettt et iee e eeeeeeeeens 20
3.3 Concentragao Bactericida Minima (CBM).........cccoveeiiiieiiiieiie e 20
3.4 ANALISE ©STALISTICA ...eeviiiiieiiieiiie ettt et ettt et st 21
T 2 N 1 D 1. N D L0 1 21
S DISCUSSAOQ ...cuuitrcrnncinsisnsssnsssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssss 22
6 CONCLUSAQ .oucourninnnincnsinsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 25

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .eeeeeeeeeeeeeeeeseesssssessssssssssessssssssasssssssnsassssssns 26



10

1 INTRODUCAO

O Brasil se destaca globalmente pela producdo e exportagdo de carne de frango,
ocupando a posi¢ao de segundo maior produtor e principal exportador mundial (CONAB,
2023). Além disso, a carne de frango ¢ amplamente consumida no Brasil devido a sua
qualidade nutricional e praticidade (EMBRAPA, 2019; TONDO et al., 2015).

O nicho dos consumidores tem se tornado mais exigentes em relagao a qualidade e
seguranga alimentar e a carne de frango pode ser veiculo de transmissdo de varios micro-
organismos que apresentam riscos a saude humana (STEFFENS et al., 2017) por causarem
doengas alimentares (MS, 2024). O relatorio sobre incidéncia de zoonoses na Unido
Europeia publicado pela European Food Safety Authority (EFSA) mostrou que a
campilobacteriose ¢ a infec¢do gastrointestinal bacteriana de origem alimentar mais
frequente nos paises europeus, e o consumo da carne de frango contaminada ¢ responsavel
pelos maiores numeros de casos (EFSA, 2022).

As aves carreiam Campylobacter em seu trato gastrointestinal que chega até as
carcagas durante os procedimentos de abate. Assim, na maioria dos casos, a evolugdo da
infeccdo por esse patogeno estd relacionada ao consumo de alimentos contaminados
advindos de aves (WESTENFIELD et al., 2020), o que torna a inocuidade destes alimentos
um desafio para as autoridades sanitarias.

Na industria alimenticia é de extrema importancia utilizar praticas sanitarias para
evitar contaminagdo cruzada e assegurar a adequada desinfeccdo de instalagdes e
instrumentos (MELO et al., 2013). Sendo assim, a busca por novos meios de prevencao e
controle € incessante, pois muitos antibioticos e desinfetantes disponiveis no mercado nao
possuem mais eficdcia contra Campylobacter, tal resisténcia ¢ em parte atribuida a
capacidade de adaptagdo desses patdogenos as varias dificuldades impostas pelo ambiente
(MENDONCA, FONSECA & MONTEIRO, 2016).

Apesar de ser um micro-organismo fragil e fastidioso (PARK, 2002), espécies de
Campylobacter sao capazes de sobreviver ao estresse ambiental por possuir capacidade de
formar biofilme em diversas superficies (ICA et al., 2012). Além disso, sao também habeis
nas trocas génicas e suscetiveis a mutacdes em regides especificas que conferem
resisténcia. Sao capazes também de degenerar para formas cocoides, que sdo vidveis mas
nao cultivaveis (VNC) em condigdes ambientais e nutricionais desfavoraveis (HULL et al.,

2021).
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Estudos que avaliam a atividade de compostos metalicos como antimicrobianos
surgem como uma estratégia promissora para superar a resisténcia bacteriana e ampliar a
utilidade clinica e industrial desses compostos (GUERRA et al., 2016). Assim, diante da
emergéncia da resisténcia aos antimicrobianos por C. jejuni, a posicdo de destaque
internacional do Brasil na produgdo de carne de frango e resultados promissores associados
ao uso de complexos metalicos como potenciais agentes antimicrobianos objetivou-se
desafiar cepas de Campylobacter jejuni resistentes ao ciprofloxacino e eritromicina, com
complexos de platina, palddio, niquel e cobre, para determinar seu potencial

antimicrobiano.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia mundial do mercado da carne de frango

O Brasil se destaca no panorama mundial da carne de frango. De acordo com dados
da Companhia Nacional de Abastecimento - CONAB, em 2023, o Brasil registrou
produgdo de aproximadamente 103,5 milhdes de toneladas, posicionando-se como o
segundo maior produtor global, ficando atrds apenas dos Estados Unidos. No cenério das
exportacdes, o Brasil se destaca como o principal pais exportador, contribuindo com
aproximadamente 35% do total das exportacdes globais de carne de frango. Destaca-se
ainda que o Japao figura como o principal importador desse produto oriundo do Brasil
(CONAB, 2023).

As proje¢des para 2024 sdo promissoras, com uma estimativa de producdo de
aproximadamente 16 milhdes de toneladas, representando um aumento de cerca de 3,8%
em relagdo a 2023. Além disso, espera-se um crescimento de 3,6% nas exportacdes de
carne de frango, totalizando cerca de 5,3 milhdes de toneladas exportadas. Tais
perspectivas sdo sustentadas pela vigorosa demanda internacional, pelo aprimoramento do
desempenho socioecondmico e pela otimizagdo dos custos de produgdo (USDA, 2024).
Além disso, os surtos de Influenza Avidria em regides produtoras continuam a impulsionar
as exportagdes de mercados livres dessa enfermidade, enfatizando o Brasil, que se destaca
como um importante fornecedor para o restante do mundo (CONAB, 2023).

A proteina de frango ¢ um dos alimentos mais prevalentes na dieta brasileira, gracas
a sua qualidade nutricional, praticidade no preparo, ampla disponibilidade e custo acessivel
(EMBRAPA, 2019). Consequentemente, contribui para uma alimenta¢do equilibrada e
saudavel, uma vez que, ¢ uma fonte completa de proteinas e aminoacidos essenciais, além
de ser rica em vitaminas do complexo B, apresentando baixo teor de gordura e uma
variedade de minerais, bem como uma quantidade reduzida de carboidratos
(SAENGPHOL; PIRAK, 2018; SARKER et al., 2020).

Juntamente com o aumento na produgdo e consumo, existe um nicho de
consumidores, que desempenham um papel central em todas as etapas da cadeia de
producao e estdo se tornando cada vez mais conscientes e exigentes em relagdo a qualidade

e seguranca dos alimentos (TONDO et al., 2015).
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2.2 Doencas veiculadas por alimentos

De acordo com o Ministério da Saude (MS), Doengas de Transmissdo Hidrica e
Alimentar (DTHA) sdo sindromes, geralmente caracterizadas por anorexia, nauseas,
vomitos e/ou diarreia, ocasionalmente acompanhada de febre, resultante da ingestdo de
alimentos ou 4gua contaminados. Vale ressaltar, que além dos sintomas digestivos, podem
ocorrer manifestagdes em 6rgaos diversos, como rins, figado, sistema nervoso central, entre
outros, como parte das complicagdes possiveis. As causas das DTHA’s podem variar,
desde bactérias e suas toxinas, virus, parasitas intestinais oportunistas ou substancias
quimicas. O conjunto de sintomas clinicos varia de acordo com o agente causador e pode
abranger desde leve desconforto gastrointestinal até condigdes extremamente graves, como
desidratagdo severa, diarreia com presenga de sangue e insuficiéncia renal aguda (MS,
2024).

A carne de frango possui caracteristicas intrinsecas importantes a respeito de sua
composi¢ao quimica, como uma elevada atividade de 4gua e pH préximo da neutralidade,
0 que proporciona um excelente meio para crescimento e multiplicacdo de
microorganismos deteriorantes e patogenos de origem alimentar (MEHDIZADEH;
LANGROODI, 2019). Sendo assim, pode ser veiculo de transmissdo de varios micro-
organismos, os quais podem ser prejudiciais a saude dos seres humanos, destacando-se
Salmonella spp., Campylobacter spp., Escherichia coli enteropatogénica e Staphylococcus
aureus. Tais microrganismos estdo frequentemente associados a praticas inadequadas em
diferentes etapas do processamento das aves, desde a criagdo até o manuseio das carcagas
no comércio, que aumentam o risco de contaminagao (STEFFENS, et al., 2017).

As aves sdo consideradas um reservatorio natural de Campylobacter e sua
temperatura corporal ¢ adequada para o crescimento. A carne de ave ¢ conhecida como
uma das principais fontes de doencas transmitidas por alimentos atribuidas a
Campylobacter (CORRY e ATABAY, 2001).

Segundo o relatorio de zoonoses publicado pela EFSA, a campilobacteriose ¢ a
infeccdo gastrointestinal de origem alimentar mais frequente notificada na Unido Europeia
desde 2007. O ntimero de casos confirmado foi de 41,1 casos por 100.000 habitantes, sendo
a carne de frango a maior causadora dos casos detectados na UE (EFSA, 2022).

Em uma abordagem mais especifica sobre Campylobacter spp., sabe-se que dentre
as espécies do género, as termotolerantes sdo as capazes de infectar o homem e causar

gastroenterites, principalmente por consumo de alimentos contaminados. As principais
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espécies causadoras da doencga sdo C. jejuni e C. coli (MOORE, et al., 2005). Porém, C.
Jjejuni € responsavel pela maioria dos casos (THE EUROPEAN, 2019), e ¢ a espécie mais
comumente detectada em amostras de galinhas no Brasil (RAMIRES, et al., 2020).
Campylobacter ¢ o agente causador da campilobacteriose, que ¢ uma forma grave
de diarreia, ¢ uma das principais doencas bacterianas transmitidas por alimentos que
causam gastroenterites no mundo. A maioria das pessoas apresentam recuperagdo em um
periodo de dois a cinco dias, embora possa perdurar por até 10 dias (WHO, 2011). Os
sintomas mais comuns apresentados ¢ a diarreia que pode ser sanguinolenta, com dores
abdominais, febre e vomitos (ESCALLAN, et al., 2015). Além disso, a Sindrome de
Guillain-Barré (SGB), que ¢ uma doenga autoimune e que provoca paralisia flacida
generalizada pode estar associada a esse patéogeno (BRASIL, 2009). Outra enfermidade
associada ¢ a Sindrome de Reiter ou artrite reativa, que ¢ uma resposta autoimune que

provoca inflamacao em diferentes articulagoes (MURRAY, et al., 2007).

2.3 Campylobacter spp.

O género Campylobacter pertence a familia Campylobacteriaceae. Possuem
estrutura delgada, com cerca de 0,2 - 0,8 um de largura e 0,5 - 5,0 um de espessura, sdo
bacilos gram-negativos, ndo esporulados e quando agrupados podem ter um formato de
“S” ou “V”, semelhante a asa de uma gaivota (DEBRUYANE; GEVERS; VANDAMME,
2005). Sdo moveis, pois possuem um flagelo polar em uma ou em cada uma de suas
extremidades, se movimentam em forma de “saca-rolha” ou “vai e vem”. Sao
microaerdfilas e precisam de cerca de 10% de CO2 e 5% de O; para se desenvolverem
(HUMPHREY; O’BRIEN; MADSEN, 2007), o pH 6timo para crescimento ¢ proximo ao
neutro (6,5 - 7,5) e a atividade minima da 4dgua ¢ cerca de 0,987 (LAWLEY, 2013).

Campylobacter spp. ¢ considerada fastidiosa, ou seja, a multiplicacdo ocorre de
forma lenta, essa caracteristica se deve ao fato do seu genoma ser pequeno, o qual possui
de 1600 Kb a 1700 Kb, e ao fato de nao fermentarem carboidratos (VANDAMME, 2000).
Necessita de um meio complexo para o seu desenvolvimento, isso porque possui um
nimero de genes menor comparado a outros micro-organismos patogénicos, o que dificulta
a sobrevivéncia fora do ambiente intestinal dos animais de sangue quente (BHUNIA,
2008). Esta presente no intestino de diversas espécies de animais, sendo as aves sdo 0s
principais reservatorios (LIN, 2009) e geralmente ndo apresentam sinais clinicos

(HORROCKS et al., 2009).
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Sdo classificadas como termofilicas, pois apresentam temperatura Otima de
multiplicagdo em torno de 42°C, sendo que a temperatura maxima ¢ de aproximadamente
46°C e a minima de 30°C (HUMPHREY; O’BRIEN; MADSEN, 2007). Porém, ndo sdo
termorresistentes, sendo destruidas por pasteurizacdo ou coccdo dos alimentos (CDC,

2005).

2.4 Resisténcia aos antimicrobianos

A resisténcia aos antimicrobianos emergiu como um desafio para a saude global,
ecoando em todas as esferas da satide publica em escala mundial (BRYCE et al., 2016).
Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude, resisténcia antimicrobiana caracteriza-se como
a capacidade intrinseca de micro-organismos, abrangendo bactérias, fungos, virus e
parasitas, de se modificarem geneticamente em resposta a exposicdo a agentes
antimicrobianos, e nesse processo, desafiar a eficacia desses medicamentos, minando seu
proposito terapéutico (WHO, 2017).

A origem dessa resisténcia tem sido associada a utilizagao indiscriminada de
antimicrobianos na agricultura, tanto para preven¢do quanto tratamento de infec¢des em
animais de produ¢do e criacdo. Tais animais podem funcionar como reservatorios para
cepas resistentes, que posteriormente podem ser transmitidas aos seres humanos através do
consumo de alimentos (O’NEILL, 2015).

Campylobacter spp. demonstra uma capacidade notavel de adquirir resisténcia aos
antimicrobianos, representando um desafio significativo no contexto do tratamento de
infecgdes. Esta resisténcia tem sido documentada para diversos antimicrobianos
frequentemente empregados na pratica clinica, tais como fluoroquinolonas, macrolideos e
tetraciclinas (EFSA/ECDC, 2016). Entre os principais métodos de resisténcia a
antimicrobianos observados em Campylobacter spp. se incluem a capacidade de modificar
ou bloquear a expressao do local de ligagdo do antimicrobiano, alterar a permeabilidade da
membrana celular, modificar ou mudar a estrutura do principio ativo e a existéncia de
sistemas de efluxo (IOVINE, 2013; WIECZOREK; OSEK, 2013).

As flouroquinolonas agem inibindo a replicagdo de DNA bacteriano sobre as
enzimas DNA girasse e topoisomerase IV (ALTE et al., 2012). Em Campylobacter o
principal mecanismo de resisténcia contra as flouroquinolonas ¢ uma mutacdo na regiao
determinante de resisténcia a quinolona (QRDR) no gene gyrd. Este gene codifica a
subunidade ‘A’ da enzima DNA girasse, causando uma sensibilidade reduzida a essa classe

de antibidticos (WILSON et al., 2000). Outras mutacdes nessa regido ja foram descritas
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relacionadas a resisténcia dessa bactéria, e também mutacdes no gene parC, da
topoisomerase IV e da acdo intensa da bomba de efluxo CmeABC devido a mutagdo do
gene cmeR (QIN et al. 2011, WIECZOREK e OSEK 2013; IOVINE 2013; HUNGARO et
al., 2015).

Quanto a resisténcia aos macrolideos em Campylobacter, existem trés principais
mecanismos, sao eles: mutagoes do gene alvo, bombas de efluxo de antibidticos e metilagao
ribossOmica realizada por uma metilase ribossomica codificada por erm(B) (BOLINGER;
KATHARIOU, 2017). O mecanismo erm(B) ¢ transferivel horizontalmente entre cepas de
Campylobacter e confere alta resisténcia, além disso, estd associado as ilhas genomicas de
resisténcia a multiplos medicamentos, entre eles os aminoglicosideos, tetraciclinas e
fosfomicinas (WANG et al., 2014). Dessa maneira observa-se que a capacidade de
Campylobacter desenvolver resisténcia antimicrobiana ¢ multifatorial e inclui diversos

mecanismos (O’NEILL, 2015).

2.5 Campylobacter spp. e sua capacidade de formacao de biofilme

Campylobacter spp € capaz de formar biofilmes em superficies, o que favorece sua
sobrevivéncia em condigdes ambientais adiversas (ICA et al., 2012).

Biofilmes sdo aglomerados resultantes da unido de células bacterianas envolvidas
por uma matriz polimérica, que atua como uma barreira protetora, concentra nutrientes e
dificulta a entrada de moléculas grandes como os desinfetantes (AZEVEDO; CERCA,
2012). As bactérias, por natureza, demonstram preferéncia por crescerem em biofilmes e
comunidades complexas, onde estardo protegidas de traumas fisicos, respostas imunes do
hospedeiro, agentes antimicrobianos e dessecagdao (CULOTTI, 2014; PHILLIPS e
SCHULTZ, 2012).

A bactéria transita habilmente entre a existéncia livre € a forma séssil, ancorando-
se tanto em superficies bidticas quanto abioticas, enquanto € envolta por uma matriz
viscosa (MELO et al., 2017). Esta matriz viscosa, corresponde a uma camada de
exopolissacarideo (EPS), responsavel por oferecer protecdo a comunidade bacteriana
contra as variagcoes do ambiente. Além disso, as bactérias dentro do biofilme demonstram
um crescimento ¢ metabolismo mais lentos (BORGES et al., 2016).

A estrutura do biofilme ¢ sustentada por uma matriz polimérica extracelular (EPM),
composta por uma combinagao de polissacarideos, proteinas e acidos nucleicos. Tais

caracteristicas contribuem para a estabilidade, adesdo, absor¢cao, manuten¢ao de nutrientes
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e resisténcia a agentes estressores (LIMOLI; JONES; WOZNIAK, 2015; FLEMMING et
al., 2016).

Campylobacter é capaz de formar biofilme nos mais diferentes ambientes, como no
trato gastrointestinal dos animais, em sistemas de abastecimento de d4gua, encanamento de
instalacdes de criagdo de animais e em plantas de processamentos de alimentos
(SIRINGAN; RIBEIRO; PAYNE, 2011). Assim, transformam-se em fonte continua de
contaminagdo, liberando células bacterianas na cadeia de produgdo de alimentos, o que
torna possivel a transmissdo para a cadeia alimentar humana (CAPPITELLI; POLO;
VILLA, 2014).

Nos abatedouros de frango, a formagao de biofilme ¢ bastante comum devido a
geracao de residuos ricos em proteinas e lipideos. Esses residuos podem acumular-se em
superficies, promovendo o desenvolvimento de camadas bacterianas de Campylobacter, o
que representa um grande problema nas industrias e, consequentemente, para saude publica
(BROWN et al., 2015; BRONNEC et al., 2016).

O desenvolvimento do biofilme pode ser otimizado com a presenca do “chicken
Jjuice” (exsudado de frango), que é composto por particulas nutritivas, que podem formar
uma fina pelicula sobre as superficies ndo vivas, facilitando a adesdo bacteriana.
Consequentemente, pode resultar em biofilmes altamente aderentes, criando uma forma de
persisténcia em instalagdes de abatedouros frigorificos (BROWN et al., 2015; MELO et
al., 2017).

A resisténcia dos biofilmes de Campylobacter aos métodos convencionais de
limpeza e desinfecgdo representa um desafio significativo para as indistrias de alimentos.
Isso pode resultar em produtos contaminados, colocando em risco a saude dos
consumidores e acarretando prejuizos econdmicos para as empresas (OLSEN et al., 2012).
Assim, torna-se crucial buscar solu¢des inovadoras para controlar o biofilme e aumentar a

eficacia de antimicrobianos tradicionais.

2.6 Compostos quimicos e suas atividades antimicrobianas

E notéria a preocupagio com cepas resistentes aos antimicrobianos, e
consequentemente ¢ primordial a busca por novos agentes eficazes e que melhorem ou
substituam os disponiveis. Assim, a utilizacdo de compostos metalicos com agdo
antimicrobiana emerge como uma estratégia interessante, nao apenas para contornar o
cenario de resisténcia, mas também para expandir a aplicabilidade clinica (GUERRA et al.,

2016).
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Os compostos metalicos apresentam uma estrutura mais tridimensional em
comparagdo com as moléculas organicas. Essa tridimensionalidade tem sido amplamente
associada a uma maior taxa de sucesso clinico (LOVERING; BIKKER; HUMBLET, 2009;
LOVERING et al., 2013), pois a forma da molécula € crucial para determinar seu destino
bioldgico e atividade (HUNG et al., 2011; GALLOWAY; ISIDRO-LLOBET; SPRING,
2010).

Compostos contendo metal desempenharam resultado significativo na quimica
medicinal ao longo do século XX. Diversos medicamentos a base de compostos metalicos,
sdo utilizados na medicina, como o anticincer a base de platina (JOHNSTONE;
SUNTHARALINGAM; LIPPARD, 2016), e o de ouro, aprovado para tratamento de artrite
reumatoide (CHAMPION; GRAHAM; ZIEGLER, 1990; HARBUT et al., 2015). Diante
desse sucesso, estudos se expandiram para o uso de outros compostos como niquel, cobre,
paladio, platina, ferro, ruténio, galio, bismuto, dentre outros. Suas aplica¢des variam de
anticancer, antimaldrico, doenga neurodegenerativa e aplicagcdes antimicrobianas (ZENG
etal., 2017). Tais descobertas impulsionam novos estudos sobre complexos com possiveis

a¢ao antitumorais ¢ antibacterianos.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Compostos metalicos

Todos os compostos metalicos foram sintetizados e cedidos pelo Instituto de
Quimica da Universidade Federal de Uberlandia. Foram utilizados compostos de paladio,
platina, cobre e niquel.

O composto de paladio (PADMSOTTA) com beta-dicetonas possui massa molar de

529,84¢g/mol e estrutura quimica conforme figura 1.

Figura 1: Estrutura quimica do composto de paladio PADMSOTTA.

Cl PtO
O \O /
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Fonte: ALMEIDA, J. C. etal. 2014.
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O composto de platina (PtDMSO(SPARF) contém o antibidtico sparfloxacin e
massa molar de 734,50g/mol (figura 2).

Figura 2: Estrutura quimica do composto de platina PtDMSO(SPARF).

Cr

Fonte: ALMEIDA, J. C. et al. 2014.

Como complexo de cobre foi utilizado Cu(TTA)(bipy)NO3, contendo o antibidtico

sparfloxacin e massa molar de 502,92g/mol (figura 3).

Figura 3: Estrutura quimica do composto de cobre Cu(TTA)(bipy)NOs.

F3

Fonte: ALMEIDA, J.C. et al., 2015.

O complexo de niquel (NiBta) contém beta-dicetonas e massa molar de

516,06g/mol (figura 4).

Figura 4: Estrutura quimica do composto de niquel NiBta.

F;C
Fonte: SOUSA, Luana, 2020.
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3.2 Origem, selecio e reativaciao das cepas

Foram selecionadas cinco diferentes cepas de C. jejuni a partir de um banco de
amostras previamente isoladas e identificadas em estudo exploratério conduzido pelo
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento do Brasil (MAPA) e gentilmente
cedidas para o estudo. As cepas estavam armazenadas congeladas em crioprotetor
enriquecido com leite no banco de culturas do Laboratorio de Epidemiologia Molecular
(LEPMOL) da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia.

Para o estudo selecionou-se cepas ja caracterizadas em estudos anteriores,
resistentes aos antimicrobianos eritromicina e ciprofloxacino.

A reativacdo das cepas foi realizada em caldo seletivo Bolton (Ox01d®) com 5% de
sangue desfibrinado de carneiro (Laborclin®), em condi¢des de microaerofilia (Probac), a
37°C por 44+ 4 horas. Posteriormente, foi realizado o repique em dagar CCDA
(Campylobacter Blood-Free Selective Agar Base) (Ox0id®), com incubagdo nas mesmas
condigdes anteriores (ISO, 2006). As colonias tipicas foram entdo analisadas
morfologicamente quanto a presenca de bacilos gram-negativos curvos, pela coloracao de

GRAM.

3.3 Concentracio Bactericida Minima (CBM)

As cepas foram submetidas a analise fenotipica de susceptibilidade aos compostos
de platina, paladio, niquel e cobre nas concentragdes de 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56
e 0,78g/mL. Foi determinada a concentragdo bactericida minima (CBM) utilizando o teste
de microdilui¢ao em caldo.

Resumidamente, foi utilizado o caldo Mueller-Hinton (MH) com adi¢do de Ca*"
Mg?" e 5% de sangue de carneiro desfibrinado (Laborclin®), que foi adicionado das
diferentes concentracdes dos compostos e colocados nos pogcos das microplacas.
Suspensdes bacterianas (20puL) padronizadas em concentragdo correspondente a 0,5 na
escala de McFarland foram entdo adicionados, seguido de incubacao a 37°C por 44+4 horas
em condi¢des de microaerofilia. Para determinar a CBM, 10uL de cada um dos pogos foi
repicado em agar CCDA, seguido de incubagdo nas mesmas condi¢des ja descritas
anteriormente. A CBM foi determinada pela menor diluicdo em que ndo foi observado
crescimento de colonias. Para todos os testes foram utilizados controles negativos
constituidos pelo meio sem adicdo de bactérias e positivos constituidos pelo meio sem a

adicao dos compostos.
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3.4 Analises Estatisticas

Inicialmente os dados foram testados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-
Wilk e resultados nao paramétricos foram avaliados pelo teste de Durbin-Conover para a
comparagdo entre os tratamentos com 95% de probabilidade utilizando a versdo 4.3.3 do

programa R.

4 RESULTADOS

As CBMs determinadas para cada um dos compostos e diferentes cepas estdo

discriminados na Tabela 1 e Figura 5.

Tabela 1: Concentragao Bactericida Minima (ug/mL) de compostos de paladio, platina,
cobre e niquel frente a cinco cepas de C. jejuni.

Cepas de C. jejuni

Composto metalico 1 2 3 4 5
Platina: PLDMSO(SPARF) 25 25 25 25 1,56
Cobre: Cu(TTA)(bipy)NOs 625 625 12,5 625 1,56
Niquel: NiBta 1,56 12,5 25 6,25 IT

IT — Inibi¢do Total: Inibiu o crescimento de colonias em todas as concentragdes
testadas.



Figura 5: Comparagdo entre a eficiéncia dos diferentes compostos metalicos
baseados nas concentragdes (ug/mL) necessaria para destruir as cepas de C. jejuni
pelo teste de Durbin-Conover.
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Cu(TTA)(bipy)NO3= composto de cobre. NiBta= composto de niquel. PADMSOTTA=
composto de paladdio. PLDMSO(SPARF)= composto de platina.

Todos os compostos metalicos foram capazes de eliminar C. jejuni. A
concentragdo de CBM para os compostos de cobre e niquel apresentaram valores
com medianas estatisticamente iguais (p>0,05), de 6,25 pg/mL. O mesmo ocorreu
com os compostos de paladio e platina, que apresentaram mediana de 25,00 pg/mL

(p>0,05).

Hiredian=25.00
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Os compostos de cobre e niquel apresentaram CBM com valores estatisticamente

menores quando comparado aos compostos de paladio e platina (p<0,05), demonstrando

que os compostos de niquel e cobre sdo mais eficientes em eliminar C. jejuni em menores

concentragdes que os compostos de paladio e platina.

5 DISCUSSAO

Diante do cenério preocupante de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, a

busca por novos agentes com acdo antimicrobiana ¢ incessante e primordial, tanto para

saude publica quanto para satide animal. Nossos resultados e dados da literatura
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corroboram a possibilidade de que compostos metalicos possam representar uma das
solucdes futuras para esse desafio para o controle de C. jejuni na forma plancténica.

No presente estudo, o composto de cobre foi um dos mais promissores, uma vez
que, apresentou baixos valores de CBM com uma mediana de 6,25 pg/mL. O cobre vem
sendo estudado devido as suas diversificadas agdes benéficas. Em 2008, a Agéncia de
Protecao Ambiental dos Estados Unidos (EPA) reconheceu o cobre como o pioneiro entre
os agentes antimicrobianos metalicos. Esse reconhecimento desencadeou uma série de
pesquisas explorando as diversas propriedades do cobre como um agente com atividade
antibacteriana, antifungica e antiviral (VINCENT et a/, 2017).

Noyce e colaboradores (2006) analisaram o efeito antimicrobiano do cobre em
cepas da bactéria gram-negativa Escherichia coli, e observaram evidéncias positivas do
seu efeito antimicrobiano. As acdes do cobre também foram estudadas por Weaver e
colaboradores (2008) contra o micro-organismo Clostridium difficile. Verificaram que
houve redugdo significativa na sobrevivéncia de células vegetativas e esporos com
eliminagdo completa apds 24-48 horas.

Souli e colaboradores (2013) investigaram a atividade bacteriana do cobre sobre
isolados clinicos de E. coli, Enterobacter spp., Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa e Acinetobacter baumanni, todos patdgenos gram-negativos. Houve atividade
inibidora sobre todas as cepas, com os compostos contendo 99% de cobre apresentando
efeito bactericida dentro de 2, 3, 5 e 6 horas para A. baumanii, Enterobacter spp., K.
pneumonidae, P. aeruginosa e E. coli, respectivamente.

Assim como o cobre, nossos testes demonstraram que a formulagdo com niquel
também apresentou mediana da CBM de 6,25 pg/mL. Esses resultados reforcam a agdo
antimicrobiana do niquel, que também ja foi verificado por outros pesquisadores.

Egbewole e colaboradores (2022) analisaram a eficadcia antifingica e
antimicrobiana de um composto metalico a base de niquel contra as espécies bacterianas
gram-negativas Salmonella Typhi, E. coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa e K.
pneumonae. Observaram que o niquel foi eficaz para todas as espécies avaliadas, e ainda,
que as bactérias foram mais sensiveis que os fungos. Também Sahin e colaboradores (2013)
verificaram a ag¢do do niquel em cepas de P. aeruginosa utilizando a Concentragdo
Inibitoéria Minima (CIM). Obtiveram valores de concentragdes menores ou iguais ao CIM
aqueles obtidos para a ampicilina, demonstrando a eficdcia do niquel como agente

antibactericida.
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Os compostos de paladio e platina apresentaram resultados de medianas de CBM
estatisticamente iguais (p>0,05), de 25,0 ug/mL. Ambos apresentaram a¢do antimicrobiana
em todas as cepas testadas, porém em concentracdes maiores que as determinadas para o
cobre e niquel.

Dois compostos de paladio e platina foram testados quanto a capacidade de inibir o
crescimento celular, prevenir a formacao e reduzir a massa dos biofilmes das bactérias
Gram positivas Listeria monocytogenes, € Staphylococcus aureus ¢ das Gram negativas
Escherichia coli e Salmonella Infantis. Foi constatada a ruptura bacteriana com
extravasamento de componentes intracelulares, e o estudo de citotoxicidade in vitro
demonstrou que ambos os compostos nao exibiram citotoxicidade aguda, mas foram
capazes de inibir células bacterianas vidveis. Os efeitos mais significativos foram
observados nas concentra¢des mais altas (CHLUMSKY et al., 2021).

Silva e colaboradores (2023) estudaram a acao de quatro complexos de paladio em
cepas de Mycobacterium tuberculosis. Resultados da CIM indicaram que trés deles
mostraram boa atividade inibitéria, € um dos complexos exibiu valor de CIM abaixo de
3,28 ug/mL. Nesse mesmo estudo verificaram resultados promissores para o controle de C.
Jjejuni resistentes as fluoroquinolonas e macrolideos.

A agdo antimicrobiana de compostos de platina, palddio e ouro foram testadas por
Vaidya et al. (2017). Os autores avaliaram a CBM frente a bactérias Gram negativas
Klebsiella pneumoniae e Acinetobacter baumannii, ¢ a Gram positiva Enterococcus
faecium. Observaram um padrao semelhante em relagdo ao CBM, com maior atividade
bactericida para platina, ouro e paladio, com CBM de 390 pg/L para K. pneumoniae; 585
mu/L (ouro) e 781 mu/L (platina e paladio) para A. baumannii, € 312 mu/L (ouro, platina
e paladio) para E. faecium. Estes resultados corroboram os valores de mediana idénticos
da CBM obtidos em nosso estudo para platina e paladio, demonstrando que provavelmente
estes dois compostos apresentam atividades antibacterianas similares.

O uso de compostos metdlicos emerge como estratégia promissora no controle de
bactérias resistentes, ja que hd evidéncias que comprovam as vantagens do seu uso. A
aplicacdo envolve também o encapsulamento dos metais na forma de nanoparticulas, que
desencadeiam estresse oxidativo nas bactérias por meio da geracao de espécies reativas de
oxigénio, as quais danificam os envelopes celulares, membranas, estruturas celulares e
biomoléculas (QAYYUM e KHAN, 2016). Essas nanoparticulas também possuem agao
antibiofilme, ja que perturbam a integridade da forma séssil ao interagirem com as

substancias poliméricas extracelulares (EPSs), DNA, proteinas e lipidios presentes nesses
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agregados microbianos. Porém, além da atividade antibacteriana e antibiofilme pode haver
limitagdes para o seu uso, sendo necessario avaliagdes complementares limitantes como
periodo de validade, estabilidade e citotoxicidade (QAYYUM; KHAN, 2016; WANG, HU
e SHAO, 2017).

6 CONCLUSAO

Esse estudo investigou a eficacia de compostos metalicos de palddio, platina, niquel
e cobre frente a cepas de C. jejuni resistentes a ciprofloxacina e eritromicina. Todos as
classes de compostos exibiram resultados promissores em termos de atividade bactericida,
mas os compostos de cobre e niquel demonstraram eficiéncia mesmo em concentragdes
reduzidas. Diante desses achados, ¢ factivel considerar esses compostos como candidatos
promissores para o desenvolvimento de agentes terapéuticos e/ou sanitizantes de amplo
espectro, assim como a necessidade de estudos adicionais para elucidar suas efetividades

em prevenir ou destruir biofilmes e citotoxicidade.
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