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RESUMO

Campylobacter spp. esta entre os agentes etioldgicos bacterianos mais frequentes
em doencgas gastrintestinais de origem alimentar em todo o mundo. A espécie C.
Jejuni € a mais implicada na doenga humana quando comparada a C. coli e demais
espécies. A principal fonte de infeccdo humana para a campilobacteriose é o
consumo de alimentos de origem animal contaminados, com destaque para a carne
de frango. A dissertacao foi dividida em dois capitulos, sendo o primeiro referente as
consideragdes gerais que embasam os assuntos abordados no segundo capitulo.
Foram revisadas as caracteristicas de viruléncia de Campylobacter, formagéo de
biofilmes, resisténcia aos antibioticos e filogenia. No segundo capitulo foram
analisadas 30 cepas de C. jejuni previamente isoladas de carcagas de frango, no
periodo de 2015 a 2016, produzidas por uma empresa brasileira com ciclo completo
de producdo, sob inspecdo federal e habilitada a exportacdo. Avaliou-se a
susceptibilidade das cepas aos antimicrobianos antes e apds a formacido de
bioflmes em meio de cultivo tradicional e meio de cultivo adicionado de chicken
Juice, que simula as condigbes nutricionais do ambiente industrial. A técnica utilizada
foi a de difusdo em discos, sendo os resultados utilizados para criar perfis de
resisténcia aos antimicrobianos. A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi realizada
para a tetraciclina utilizando a técnica da microdiluicdo em caldo. A similaridade
genética entre as cepas foi determinada por meio da técnica de RAPD-PCR. Para
comparar a resisténcia das cepas antes e apds formacéo de biofilmes (com e sem
chicken juice) no teste de difuséo foi utilizado o teste binomial para duas proporg¢des,

e para a CIM, o teste de Friedman, ambos com 95% de probabilidade.

Palavras-chave: Antibidticos. Biofilme. Chicken juice. CIM. RAPD.



ABSTRACT

Campylobacter spp. is one of the most common bacterial etiological agents of food-
borne gastrointestinal diseases worldwide. Among the species, C. jejuni is the most
implicated in human disease when compared to C. coli and other ones. The main
source of human infection for Campylobacteriosis is the consumption of
contaminated food of animal origin, especially chicken meat. The dissertation was
divided in two chapters, the first one referring to the general considerations that
support the subjects discussed in the second chapter. Campylobacter virulence
characteristics, biofilm formation, resistance to antibiotics and phylogeny were
reviewed. In the second chapter, 30 strains of C. jejuni previously isolated from
chicken carcasses produced by a Brazilian company with a complete production
cycle, under federal inspection and qualified for export, were analyzed between 2015
and 2016. The susceptibility to antimicrobials of the isolates before and after the
formation of biofilms in traditional culture medium and culture medium added with
chicken juice, which simulates the nutritional conditions of the industrial environment.
The technique used was the disc diffusion, and the results were used to create
antimicrobial resistance profiles. Minimum inhibitory concentration (MIC) was
performed for tetracycline using the broth microdilution technique. The genetic
similarity between the strains was determined using the RAPD-PCR technique. To
compare the resistance of the strains before and after biofilm formation (with and
without chicken juice) in the diffusion test, the binomial test was used for two

proportions, and for the MIC, the Friedman test, both with 95% probability.

Keywords: Antibiotics. Biofilm. Chicken juice. MIC. RAPD.
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CAPITULO 1

CONSIDERAGOES GERAIS
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1 INTRODUGAO

Campylobacter spp. € um dos mais prevalentes agentes etioldgicos das
gastroenterites bacterianas humanas, e dentre as espécies, C. jejuni € responsavel
por mais de 85% dos episodios de campilobacteriose, uma zoonose complexa e de
distribuicdo mundial (EFSA, 2010a; SCALLAN et al., 2011; PERIO et al.,, 2013;
EFSA, 2017).

Uma variedade de animais podem abrigar Campylobacter no trato intestinal,
mas o frango de corte € considerado o principal reservatério natural deste micro-
organismo (GARIN et al.,, 2012; CFSPH, 2013; WAGENAAR et al, 2013
TORRALBO et al., 2014; EFSA, 2015a; 2017). Consequentemente, o consumo da
carmne de frango e seus derivados contaminados € a mais importante fonte da
infeccdo humana. C. jejuni esta presente nos galpbes de criagdo, nas caixas de
transporte e nas plantas industriais destinadas ao abate e processamento da carne
de frangos (MELERO et al., 2012). Esta diversidade de ambientes evidencia o alto
potencial de adaptacdo e disseminagcéo destes micro-organismos (EFSA, 2010;
KVALSVIG et al., 2014).

Em 2005, pela primeira vez, a campilobacteriose excedeu a salmonelose
como a zoonose mais comumente notificada na Unido Europeia, e desde entdo, o
numero de casos de campilobacteriose continua aumentando (EFSA, 2010;
EUROSURVEILL 2012). Porém, a alta prevaléncia da campilobacteriose n&o € a
unica preocupacao para a saude publica.

O aumento significativo da resisténcia aos antibidticos em bactérias
zoonodticas (BEBELL et al., 2014; LEE et al., 2015) levou a Organizagédo Mundial da
Saude (OMS) a realizar um alerta em 2017 (OMS e PAHO, 2017; ONU, 2017). Em
C. jejuni a situacdo foi considerada como alarmante por ser observada resisténcia as
mesmas drogas em cepas isoladas de animais, alimentos e humanos infectados
(EFSA, 2016; OMS e PAHO, 2017; ONU, 2017).

O aumento no numero de casos de campilobacteriose e resisténcia aos
antimicrobianos das cepas podem ser associados a varios fatores que tornam esses
micro-organismos mais adaptados e resistentes as adversidades.

C. jejuni é sensivel ao estresse osmético, a dessecagdo, ao oxigénio
ambiental e a outros fatores desfavoraveis (MIHALJEVIC et al., 2007; WESCHE et

al., 2009). Para se manterem viaveis nestas situacbes adversas, utilizam
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mecanismos adaptativos, entre eles, a associacdo em biofilmes (ICA et al., 2012;
NGUYEN et al., 2012).

Em biofilmes, a produgdo da matriz extracelular permite que as bactérias
permanecam hidratadas e metabolicamente ativas (SUTHERLAND, 2001; BILLINGS
et al., 2013), e adicionalmente, reduz o acesso de moléculas maiores, como 0s
antimicrobianos (MULCAHY et al., 2008; BILLINGS et al., 2013). Nestas associa¢des
ha protecao fisica aos antibacterianos, que impedem a entrada destas moléculas, o
que contribui para a natureza crénica das infecgdes (MOREAU-MARQUIS et al.,
2008; VUOTTO et al.,, 2014). Além disso, a proximidade das células também
facilitam as trocas génicas (HANNAN et al.,, 2010), entre elas, a de genes de
resisténcia aos antimicrobianos. Particularmente, algumas cepas de Campylobacter
Jejuni sdo naturalmente competentes a realizar recombinagdo génica por
transformacao (SVENSSON et al., 2014).

A posicdo de destaque do Brasil como segundo maior produtor e maior
exportador mundial de carnes de frangos (ABPA, 2016) justifica estudos em

bactérias zoondticas como C. jejuni que impactam a saude publica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Objetivou-se avaliar a resisténcia antimicrobiana de C. jejuni isoladas de
carcagas de frango antes e apos a formacéo do biofilime (com e sem chicken juice),
a concentracgao inibitéria minima para a tetraciclina, e ainda, verificar a disseminacéo

das cepas por analise molecular.

2.2 Objetivos especificos

Determinar em cepas de C. jejuni isoladas de carcagcas de frango em

empresas exportadoras e com ciclo completo de producéo:

- a resisténcia antimicrobiana, pelo método de difusdo em discos, para o0s
antibidticos amoxicilina/acido clavulanico, azitromicina, eritromicina, ciprofloxacina e
tetraciclina antes e ap6s a formacgao de biofilmes em Mueller-Hinton (MH) e em MH
com chicken juice (MH + CJ), que simula as condi¢des nutricionais nas plantas de
abate;

- construir perfis de resisténcia para as células antes e apés a formacéo de biofime
em MH e MH + CJ;

- se ha diferenca na resisténcia antimicrobiana entre as cepas antes da formagao do
biofiime e nas formas sésseis quando os biofilmes s&o produzidos em MH e MH +
CJ;

- a concentragao inibitoria minima (CIM) para a tetraciclina, antes da formacéao do
biofilme;

- a similaridade genética utilizando a técnica de RAPD.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Caracterizagcdao do Género Campylobacter

Em 1886, Theodor Escherich, um médico bacteriologista, observou e
descreveu bactérias em espiral (originalmente chamada de Vibrio), encontrada em
fezes de criangas com diarreia (VINZENT et al., 1947; BUTZLER et al., 1973). Apos
varias altera¢des na estrutura taxondmica do género (GALATE, BANGDE, 2013), em
1963, Sebald e Véron, nomearam o género como Campylobacter (BUTZLER et al.,
1973; GALATE e BANGDE, 2013). A nomenclatura foi baseada no formato espiral
do micro-organismo: Campylobacter origina-se da palavra grega campylos (curvos) e
bacter (bactéria) (GARCIA e CRAVIOTO, 2007; FERNANDEZ, 2008; QUETZ, 2009).

Campylobacter sao bactérias Gram-negativas, ndo esporogénicas, oxidase e
catalase positiva. A fonte de energia € obtida pela degradacdo de aminoacidos ou de
componentes intermediarios do ciclo do acido tricarboxilico e n&o por intermédio de
carboidratos (FAGUNDEZ, 2005). Pertencem ao género Campylobacter, familia
Campylobacteraceae (VANDAMME, 2000; ALLOS et al., 2015).

Campylobacter spp. utiliza o acido tricarboxilico para diversos e diferentes
receptores finais das etapas de respiragdo celular, tanto em ambientes aerdbios
como em anaerobios. Adicionalmente, algumas estirpes de C. jejuni possuem genes
que codificam diferentes oxirredutases, permitindo a utilizagdo de varios substratos.
Esta versatilidade na utilizacdo dos substratos pode estar associada a capacidade
deste micro-organismo sobreviver em diferentes ambientes como o intestino de aves
ou de mamiferos, mas também em ambientes externos como, por exemplo, leite e
agua (KELLY et al., 2001).

Possuem formato de bastonetes curtos, em espiral (forma de S), com
comprimento de 0,5 a 5 ym e largura de 0,2 a 0,5 um. Porém, Rollins e Colwell
(1986), Moran e Upton (1987) e EMBRAPA (2012) descreveram que em condi¢des
desfavoraveis ou adversas, estes micro-organismos, tradicionalmente na forma
espiralada, adquirem a forma esférica ou cocdide, contudo, sem perder o poder
infectante.

Campylobacter possuem um flagelo monopolar ou bipolar, que aliados ao

formato em espiral conferem ao micro-organismo movimento rapido e caracteristico
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em forma de saca-rolha (MORAN e UPTON, 1987; BRASIL, 2011; GALATE e
BANGDE, 2013).

S&o tipicamente microaerdfilos e requerem uma concentragdo de 5% Oz e
altas concentragbes de CO2 (10%), como condi¢des ideais para sua multiplicacéo
(BRASIL, 2011; WHO, 2016). A temperatura ideal varia de 30°C a 47°C, com 6tima
em 42°C, sendo consideradas termofilicas. O pH varia entre 5,5 e 8, com ideal
proximo de 7,0 (WHO, 2016; CFSPH, 2013).

C. jejuni sao sensiveis a dessecacdo, acidez, irradiagdo, desinfetantes e
temperaturas elevadas, sendo geralmente destruidas por aquecimento de 55°C a
60°C por 15 a 20 minutos, mas podem sobreviver por semanas na agua a 4°C e
alguns dias em temperatura abaixo de 15°C (CFSPH, 2013). Entretanto, o processo
de congelamento leva apenas a uma reducdo significativa do numero de células
viaveis, ndo sendo capaz de provocar a destruicdo completa (CFSPH, 2013).

Os representantes deste género, mesmo nao apresentandomultiplicagéo fora
do hospedeiro, possuem estruturas genéticas que permitem criar mecanismos de
adaptacdo em diferentes ambientes e em animais (NEWELL et al.,2002; CFSPH,
2013), o que provavelmente, contribui para sua persisténcia ambiental e alta

prevaléncia em alimentos.

3.2 Epidemiologia e Saude Publica

Varios animais domésticos e silvestres sdo reservatérios da Campylobacter,
albergando 0 micro-organismo no intestino, mas as aves, especialmente os frangos
de corte, sdo consideradas os principais hospedeiros (CRAVIOTO e GARCIA, 2007).
As aves raramente apresentam algum tipo de sintoma, sendo possivel que haja uma
relacdo de comensalismo entre a Campylobacter e a ave (CDSC, 2000). No
entanto, ha evidéncia experimental, que algumas estirpes de Campylobacter em
certas condi¢cbes, se comportam como um patdgeno, desencadeando efeitos
negativos na saude e no bem-estar das aves (FONSECA, FERNANDEZ, ROSSI,
2016).

No ambiente, 0os micro-organismos podem ser encontrados na agua, solo,
leite e derivados lacteos, nas fezes dos animais e em equipamentos industriais
(BRASIL, 2011; CFSPH, 2013). O leite e seus subprodutos mesmo que

pasteurizados podem ser contaminados apds o beneficiamento e ser a causa de
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campilobacteriose em humanos (GORMAN et al., 2002; CDC, 2012). Porém, o
consumo da carne de frango contaminada mal cozida é a principal fonte da infec¢do
de humanos (GUYARD-NICODEME et al., 2013).

No Brasil, a taxa de isolamento da bactéria a partir de fezes de frangos de
corte tem variado em funcdo da regido geografica, podendo chegar a 75%
(CARVALHO et al., 2001, CORTEZ et al., 2006; FRANCHIN et al., 2006). Em 2013,
um estudo nos frigorificos do sul do Brasil determinou que 37% dascarcacas de
frango no pds chiller eram positivas para Campylobacter spp. destes, 97% foram
identificados como C. jejuni (PERDONCINI et al., 2015).

Multiplas fontes relacionadas a presencga e aos niveis de Campylobacter na
carmne de frango ja foram detectadas e envolve toda a cadeia de producdo do
alimento (MELERO et al., 2012). O aumento da incidéncia do micro-organismo varia
de acordo com as regides da carcaca, sendo que 0 peito, a pele do pescoco e a
regido da cloaca as que apresentam maior positividade (EFSA, 2010b). Na cadeia
de producéo, a C. jejuni pode ser isolada desde os alojamentos dos frangos, nas
caixas de transporte até o local de processamento da carcaca nas industrias
avicolas, incluindo os produtos finais e as lojas de varejo (MELERO et al., 2012).

Durante o abate, a presenca de fezes e penas contaminadas auxilia a
disseminagdo da Campylobacter. A contaminagdo pode ocorrer em qualquer
momento, mas o tanque de escaldagem é considerado critico (ALLEN et al., 2007,
FIGUEROA et al., 2009), devido a grande concentracdo de micro-organismos, bem
como a evisceracdo (HERMAN et al., 2003; ROSENQUIST et al., 2006; FIGUEROA
et al., 2009). Alavagem e refrigeracdo das carcacgas s&o alternativas para tentar
reduzir a incidéncia de C. jejuni (REICH et al.,, 2008; FIGUEROA et al., 2009;
PERDONCINI et al., 2015).

Nos humanos, os sinais e sintomas da campilobacteriose ocorrem geralmente
2 a 5 dias ap6s a infecgdo, mas podem variar de 1 a 10 dias (CDSC, 2000). O
periodo de incubacdo da doencga pode variar dependendo do numero de bactérias
ingeridas, pois quanto maior 0 numero de células, menor sera o tempo de incubagao
e mais severa a manifestacdo clinica da doenca (ALLOS et al., 2015).

A campilobacteriose é caracterizada por enterite aguda com presenga de
sangue e leucécitos nas fezes, dor abdominal e febre (CAMERON et al., 2012; LU et
al., 2012), dor de cabeca, nauseas e/ou vomitos. Geralmente, os sintomas duram

em torno de 3 a 6 dias (WHO, 2016) e séo relativamente leves, com grande parte



23

dos acometidos se recuperando sem a necessidade de tratamento especifico (CDC,
2015). Entretanto, em alguns casos, a duracdo da doenca pode se prolongar
dependendo do hospedeiro, da dose ingerida e da cepa de Campylobacter (WHO,
2016).

Todos sdo susceptiveis a campilobacteriose, mas criangas com menos de
cinco anos, idosos e imunocomprometidos podem apresentar complicagdes (WHO,
2016).

Apesar de pouco frequentes, podem ocorrer complicacbes extra intestinal
como bacteremia e migracdo para outros 6rgédos. Outras complicagcdes estéo
associadas a manifestacbes pds-infeccdo, geralmente decorrentes de reacbes
autoimunes como a artrite reativa (inflamagao dolorosa das articulagdes) e a
sindrome de Guillain-Barré (SGB). A SGB é caracterizada com uma paralisia
muscular, que pode resultar em disfuncao respiratéria grave ou morte neuroldgica
(HARVALA et al., 2016; WHO, 2016). Nos Estados Unidos, um numero estimado de
1/1000 casos clinicos de campilobacterioseresulta na sindrome de Guillain-Barré
(NACHAMKIN et al., 1998).

As manifestacbes clinicas desencadeadas por C. jejuni demonstram o
paradoxo entre suas condi¢des rigorosas de crescimento e sua ubiquidade como um
patégeno eficaz.

Episodios de campilobacteriose estédo distribuidos geograficamente por todo o
mundo (CFSPH, 2013; EFSA, 2010b).

Nos Estados Unidos (EUA), Campylobacter foi responsavel por 35% dos
casos de doencas transmitidas pelos alimentos (DTAS) registrados no ano de 2012,
sendo superada somente por Salmonella com 40% (CDC, 2014c). O mesmo érgéo
mostrou que naquele pais, 0 prejuizo econdmico anual da campilobateriose foi
estimado em R$1,2 bilhes, incluindo as despesas com a sindrome de Guillain-Barré
(GBS), uma sequela grave da doencga (FIGHT BAC, 2016).

Apesar dos poucos estudos sobre a campilobacteriose humana no pais,
estudos realizados em viajantes estrangeiros que passaram pelo Brasil em 2014,
identificaram Campylobacter spp. e Giardia spp. como 0s patdogenos mais frequentes
associados a doengas gastrointestinais (ECDC, 2014; WILSON et al., 2014).

Cabe aos pesquisadores, as industrias de alimentos e as politicas publicas
estabelecer estratégias para o controle e prevencdo desses patdégenos e garantir a

qualidade do produto e a saude do consumidor (CDC, 2016).
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3.3 Viruléncia de Campylobacter spp.

Para a multiplicacdo de Campylobacter € necessario um ambiente adequado
no hospedeiro. As exigéncias estdo relacionadas a localizagdo em um habitat
oportuno, geralmente o muco que sobrepbe as células epiteliais intestinais (HU;
KOPECKO, 2000), onde ocorre a aderéncia ao hospedeiro e o patdgeno pode
adquirir os nutrientes necessarios para a sua viabilidade.

Alguns nutrientes, como o ferro, que sao essenciais para o crescimento de
Campylobacter podem estar mal distribuidos ou indisponiveis para as bactérias no
lumen intestinal, mas podem ser obtidos a partir de tecidos dos hospedeiros. Dessa
forma, as bactérias precisam desenvolver estratégias, tais como a invaséo e
producao de toxinas, para acessar tais nutrientes, o que danifica a integridade da
mucosa intestinal do hospedeiro. Na campilobacteriose ha expressdo das toxinas
bacterianas e / ou a invasao de células epiteliais (NEWELL et al., 2002).

Alguns mecanismos relacionados a capacidade de produzir doenga, como a
aderéncia, colonizacdo, invasdo e toxicidade as células hospedeiras sao
intensificadas para que 0s micro-organismos se mantenham viaveis no trato
gastrointestinal do hospedeiro (BABAKHANI e JOENS, 1993; HU; KOPECKO, 2000;
YOUNG et al., 2007).

A aderéncia da C. jejuni as células epiteliais favorece a colonizagao intestinal
(FAUCHERE et al., 1986). Apds a ligacdo, varias outras proteinas bacterianas de
superficie auxiliam na colonizacdo ao hospedeiro, facilitando assim, a sua entrada
nas células epiteliais intestinais (GAYNOR et al., 2001; KONKEL et al., 1997). Todos
esses eventos s&o mediados por fatores de viruléncia bacterianos € podem induzir
em consequéncias patoldgicas para o hospedeiro (NEWELL et al., 2002).

Entre os fatores de viruléncia bacterianos considerados importantes para a
colonizacio estdo a motilidade, protecao contra o estresse oxidativo e regulacéo da
temperatura (PANIGRAHI et al., 1992; YOUNG et al., 2007).

Os mecanismos pelos quais a Campylobacter é capaz de invadir o epitélio
intestinal s&o complexos e ndo completamente esclarecidos, contudo, o processo de
invasao ¢ facilitado pela presenca dos flagelos, plasmideos de alto peso molecular,
adesinas superficiais e fatores quimiostaticos (WASSENAAR et al., 1999).

O aparelho flagelar esta envolvido na secrecéo de proteinas que auxiliam a

invasdo (KONKEL et al., 2004). A presenca do flagelo permite que Campylobacter
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tenha a motilidade caracteristica e também favorece a quimiotaxia, que sé&o
importantes para a coloniza¢&o do trato intestinal (HU; KOPECKO, 2000; PARKHILL
et al., 2000). Diferente de Salmonella e outras bactérias entéricas patogénicas, as
flagelinas de Campylobacter nao provocam a produgdo de citocinas pro-
inflamatdrias, sugerindo que podem ser importantes para evitar as respostas imunes
inatas do hospedeiro (DE ZOETE et al., 2010).

Ha evidéncias que sugerem que umreduzido numero de Campylobacter
colonizando o intestino pode ser capaz de induzir o epitélio intestinal a produzir
respostas inflamatdrias crénicas em individuos suscetiveis, edesencadear a
Sindrome de Guillain-Barré apds a campilobacteriose (HU; KOPECKO, 2000; WHO,
2013).

Mais raramente, Campylobacter pode provocar septicemia e infecgdes extra
intestinais como consequéncia da translocagdo ou como resultado da invasé&o das
células epiteliais intestinais (HU; KOPECKO, 2000; WHO, 2013). Porém, as estirpes
de C. jejuni sé@o sensiveis ao soro sanguineo (BLASER et al., 1985), o que torna
estes eventos ndo muito frequentes.

O nivel de invasividade da Campylobacter é independente e n&o mostra
relacdo com a apresentacdo da doenca. No entanto, € possivel que micro-
organismos invasivos possam localizar-se em nichos protegidos de respostas
imunes dentro dos hospedeiros, permitindo assim a persisténcia da infeccdo. No
entanto, a presenca de micro-organismos no ambiente extra intestinal induz a uma
resposta imune rapida e substancial, 0 que pode contribuir para a autolimitagdo da
doenca (NEWELL et al., 2002).

As evidéncias clinicas sugerem que as cepas de Campylobacter expressem
toxinas durante a colonizacao ao hospedeiro, que pode ser associado aos sintomas
da doenca (WASSENAAR, 1997). Embora varias toxinas ja tenham sido descritas, a
toxina citoletal distensiva (CDT), produzida pelo gene cdf € a mais conhecida
(PARKHILL et al., 2000). CDT altera a morfologia das células epiteliais causando
distens&o e morte celular.

A expressao do gene cdf varia entre as estirpes e podem estar ausentes em
alguns isolados. Provavelmente, a ndo expressado € consequéncia de delecbes e
polimorfismos no gene cdfB. Porém, estirpes com auséncia dos genes cdt ja foram
isoladas de fezes diarreicas e com sangue, sugerindo que o CDT néo € essencial

para a sintomatologia da enterite ou bacteremia. O papel da CDT na doenca é
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discutivel, mas dados preliminares indicam que a CDT € expressa em seres
humanos durante a colonizagéo e que é altamente imunogénica (HICKEY et al.,
2005).

Além dos mecanismos que auxiliam na producdo das doencas, muitos sdo os
fatores que podem contribuir para o desenvolvimento e intensificacdo da
campilobacteriose. Entre eles, 0 numero de organismos ingeridos e a imunidade do
hospedeiro.

Para o desenvolvimento da campilobacteriose, a dose infectante pode ser
muito baixa, em torno de 500 células, mas, uma dose mais elevada (9000 células) é
capaz de causar infeccdo em 50% dos individuos, pois alguns fatores como a
quantidade de organismos ingeridos, a viruléncia da estirpe infectante associada a
baixa imunidade do hospedeiro podem ser considerados agravantes, para
intensificar a severidade da doenca (WHO, 2013, EFSA, 2015). Outra caracteristica
que pode intensificar a infeccdo € o uso de medicamentos que reduzam ou
tamponam a acidez estomacal (DOORDUYN et al., 2008).

Ha mecanismos moleculares responsaveis pela patogénese, persisténcia e
sobrevivéncia que parecem ser exclusivos de Campylobacter em comparagdo com
outros patdgenos bacterianos invasivos como Listeria monocytogenes, Salmonella e
Staphylococcus aureus. Estas caracteristicas podem ser resultantes do alto nivel de
polimorfismo gendmico, da capacidade catabdlica restrita, da autorregulacdo, da
desregulacéo de genes e de outras vias de sobrevivéncia indefinida (TURONOVA et
al., 2015).

3.4 Biofilmes

C. jejuni é sensivel ao estresse osmotico, a dessecacado, ao estresse oxidativo
e a outros fatores desfavoraveis do ambiente (MIHALJEVIC et al., 2007; WESCHE et
al., 2009).

Para se manterem vidveis em ambientes adversos, as estirpes de C. jejuni
utilizam mecanismos adaptativos. Entre eles, a degeneragéo do formato espiral para
a forma cocdide e a associagdo em biofilmes (ROLLINS e COLWELL, 1986, MORAN
e UPTON, 1987; BUSEWLL et al., 1998, EMPRABA, 2012; ICA et al., 2012,
NGUYEN et al.,, 2012). Uma forma de C. jejuni superar sua fragilidade diante da
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adversidade ambiental € a sua capacidade de se aderir a superficies e formar
biofilme (ICA et al., 2012; NGUYEN et al., 2012).

Biofiimes sdo agrupamentos estruturados de bactérias aderidas umas as
outras por meio de uma matriz extracelular (MEC). A MEC é um componente
essencial dos biofilimes bacterianos e geralmente representa mais de 90% da sua
matéria seca (FLEMMING e WINGENDER, 2010). E composta principalmente por
polissacarideos (COSTERTON et al., 1999) considerada a estrutura fundamental do
biofilme (COSTERTON et al., 1999; SUTHERLAND, 2001; BRANDA et al., 2005). A
C. jejuni participa na composi¢cdo da MEC por meio da producgéo de carboidratos,
incluindo o lipo-oligossacarideo (LOS), polissacarideo capsular (CPS) e
glicoproteinas (GUERRY et al., 2008).

A MEC permite que as bactérias permanec¢am hidratadas e metabolicamente
ativas, pois prende os nutrientes e liquidos proximos das células bacterianas,
mantendo a forma do biofilme e garantindo a sua coesdo (SUTHERLAND, 2001;
BILLINGS et al.,, 2013). Adicionalmente, reduz o acesso de moléculas maiores,
como os antimicrobianos (MULCAHY et al., 2008; BILLINGS et al., 2013).

O processo de formacéo do biofiime € mediado por flagelos, tendo como o
primeiro passo, a adesao celular, embora a fungéo do flagelo nao seja crucial para
seu inicio. Ja o DNA extracelular (DNAe) e a proteina de ligacdo ao DNA sé&o
considerados imprescindiveis para o desenvolvimento da estrutura, pois sé&o
necessarios para a formagdo adequada das micro coldnias (SVENSSON et al.,
2014), além de contribuir para o estabelecimento e a manutencéo do biofilme (BAE
et al., 2014, SVENSSON et al., 2014).

No biofime, o DNAe assume um papel importante na transferéncia de
material gendmico entre as estirpes, podendo ser efetuado de forma direta entre as
cepas bacterianas ou pela absorgcdo de DNA exdgeno (HANNAN et al., 2010).
Campylobacter possui a capacidade de absorver o DNAe, e consequentemente,
realizar trocas génicas (HANNAN et al., 2010).

Ainda que o DNAe esteja presente nos biofiimes de muitas bactérias como,
Pseudomonas aeruginosa (CHIANG et al., 2013), Listeria monocytogenes
(HARMSEN et al., 2010) e Escherichia coli (ZHAO et al., 2013) o mecanismo de sua
liberagdo para o meio extracelular ainda nao esta completamente elucidado. Existem

dois mecanismos principais de liberacdo do DNA como: a secrecao e lise celular (HE
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et al., 2008; ADLER et al., 2014), embora seja possivel, que um sistema de deteccéo
de quorum sense ainda desconhecido controle a liberagdo de DNAe em C. Jejuni.

A formacéo do biofilme envolve a interacdo de fatores genéticos € ambientais.
Os determinantes genéticos da formacgao de biofilmes diferem entre as espécies, e
pouco se sabe como as estirpes de uma mesma espécie conseguem caracteristicas
genéticas proprias na presenca de diferentes origens genéticas (FRIRDICH et al.,
2012; SULAEMAN et al., 2012).

Varios genes influenciam no processo de formacgao do biofiime, entre eles, o
flaA, relacionado a motilidade (KALMOKOFF et al., 2006), o gene /uxS, que possui
relacdo com o mecanismo de quorum sense (REESER et al., 2007) e outros genes
reguladores envolvidos na resposta ao estresse. As estirpes que ndo possuem
genes que respondem ao estresse apresentam dificuldade na formagao do biofilme
(FIELDS e THOMPSON, 2008; GUNDOGDU et al., 2011). As estirpes de
Campylobacter que possuem estes genes geralmente s&o mais eficientes na
formacéo do biofilme, 0 que sugere que 0 processo representa uma via alternativa
de defesa contra o estresse (CANDON et al.,, 2007; MCLENNAN et al., 2008;
SVENSSON et al., 2009).

Em relacdo ao ambiente, algumas condi¢cdes estressantes como os niveis de
oxigénio atmosférico (REUTER et al., 2010), temperaturas reduzidas (BUSWELL et
al., 1998, TURONOVA et al, 2015) e presenca de nutrientes em superficies
(BROWN et al., 2014), aumentam a formacgéo de biofilme por C. jejuni, podendo
também, influenciar na sua composicéo.

No ambiente do processamento industrial a presenca de residuos de produtos
alimentares em contato com a superficie dos equipamentos pode levar ao
condicionamento superficial, e consequentemente, ao aumento da ligacao
bacteriana (BROWN et al.,, 2014). Como exemplo de residuo, o suco do frango
“chicken juice”, um exsudato complexo, com alto teor proteico e lipidico obtido de
frangos inteiros descongelados (BIRK et al., 2004, 2006), promove a ligagao
bacteriana de forma indireta as superficies, devido a sua capacidade de condicionar
a superficies abidticas resultando em maior formacéo de biofime (BROWN et al,,
2014).

Ja no hospedeiro, as bactérias utilizam substancias presentes no local
infectado, como sais biliares, muco, oxigénio, bicarbonato e horménios

neuroendocrinos do estresse para regular a expressao de componentes necessarios
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para a sua interagdo com o hospedeiro (HAMNER et al., 2013; ROTHENBACHER e
ZHU, 2014). C. jejuni mostra maior interagdo com as células epiteliais intestinais
quando na presenca de baixos niveis de oxigénio, sais biliares e noradrenalina
(COGAN et al, 2007; MILLS et al, 2012). Além disso, foram recentemente
comprovados que os sais biliares auxiliam para melhorar a formacgao de biofilme de
C. jejuni auxiliando a liberagdo do DNA extracelular (SVENSSON et al., 2014).

C. jejuni pode formar trés tipos diferentes de biofilmes: a) estrutura anexada a
uma superficie abidtica; b) agregados flutuando na cultura liquida; ¢) uma pelicula
formada na interface gas / liquido (JOSHUA et al., 2006). Geralmente, a formagéo
do biofilme ocorre dentro de 48h de cultivo, mas quando o periodo é prolongado, sua
formacéo pode ser facilitada e ocorrer o desprendimento celular, caracterizando sua
maturacéo (SANDERS et al., 2007; ICA et al., 2012).

C. jejuni pode ser encontrada em biofilmes de espécies mistas (SANDERS et
al., 2007; ICA et al., 2012). Os biofilmes multicelulares s&o estruturalmente
complexos e oferecem um ambiente protetor para a sobrevivéncia em habitats
hostis. Podem também desempenhar papel importante na dispersdo de agentes
patogénicos (SANDERS et al., 2007; ICA et al., 2012; OTTO, 2014, SOLANO et al.,
2014).

A composicdo do substrato e as propriedades fisico-quimicas do biofime de
C. jejuni podem ser influenciadas na presenca de outras bactérias produtoras de
biofilme (NGUYEN et al., 2011).

As diferentes formas de biofiimes de C. jejuni podem ser importantes nos
estagios iniciais da sua formagao, quando as células aderem a superficie.

A capacidade de adesdo de Campylobacter spp. pode estar relacionada a
aptidao biologica da cepa em se unir irreversivelmente a uma superficie e iniciar a
formacao do biofilme (JOSHUA et al., 2006, SULAEMAN et al., 2010; TEH et al.,
2010).

Na industria avicola, a presenga da Campylobacter esta fortemente ligada a
capacidade da formacdo de biofiimes em equipamentos, instrumentos de abate,
sendo fontes continuas de contaminagdo de produtos de origem animal como as
carcagas de frangos (BROWN et al., 2014).

3.5 Resisténcia aos antimicrobianos
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Nos ultimos anos tém se observado um aumento significativo da resisténcia
aos antibidticos, particularmente entre as bactérias zoondticas, que é
provavelmente, consequente do uso indiscriminado das drogas (BEBELL et al.,
2014; LEE et al., 2015). Também ha correlacdo entre a resisténcia aos
antimicrobianos e a utilizacdo das drogas na produc¢do animal, ja que de acordo com
estudos na Unido Europeia, 70% dos antibidticos produzidos no mundo séo
utilizados em fazendas (BEEF WORLD, 2015; ABC, 2016).

A OMS fez um alerta em relacdo a crescente resisténcia global aos
medicamentos antimicrobianos e em margo de 2017 divulgou uma lista das bactérias
e antibidticos a que s&o mais resistentes. Campylobacter spp destacou-se entre as
bactérias mais resistentes aos antibidticos da classe das fluorquinolonas (OMS e
PAHO, 2017; ONU, 2017).

A crescente prevaléncia de C. jejuni resistente aos antibidticos é um grave
problema de saude publica em todo o mundo, gerando preocupac¢des (ENGBERG et
al., 2001; EFSA, 2016; OMS e PAHO, 2017; ONU, 2017). Esta caracteristica
compromete significativamente a eficacia da antibioticoterapia para o tratamento da
campilobacteriose humana e resulta em desfechos adversos para o paciente,
contribuindo assim, para o surgimento de infecgées multirresistentes (HELMS et al.,
2005; BAE et al., 2014). Ha preocupacéo de que o tratamento da campilobacteriose
humana fique comprometido em virtude da indisponibilidade de medicamentos
eficazes para a terapéutica de infec¢des graves (EFSA, 2015b).

Biofimes podem influenciar na resisténcia bacteriana, ja que nestas
formacgbes, ha protecdo das bactérias a acdo dos antibacterianos, pois impedem
fisicamente a entrada das moléculas, e ainda, favorecem as trocas génicas. Assim,
podem contribuir também para a natureza crénica das infecgbes (DAVIES, 2003;
MOREAU-MARQUIS et al., 2008; VUOTTO et al., 2014).

Os biofilmes possuem em sua estrutura proteinas, polissacarideos e DNAe
(NADELL et al., 2009; SVENSSON et al.,, 2009). O DNAe ¢é considerado um
componente estrutural importante na aquisicio de resisténcia devido a capacidade
de transformacéo de C. jejuni, que ao contrario de outros patdgenos entéricos, tais
como Salmonella e Escherichia coli, € naturalmente competente para absorver os
genes presentes no DNAeg, entre eles, os que conferem resisténcia aos antibidticos

Assim, biofilmes podem ser uma importante fonte de C. jejuni resistentes, pois
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podem favorecer a emergéncia de estirpes mais especializadas mesmo sem o

estimulo da presséo seletiva (BAE et al., 2014).

3.5.1 Resisténcia as quinolonas e fluoroquinolonas

Dependendo da concentracdo utilizada, as fluoroquinolonas apresentam
atividade bactericida contra uma grande variedade de organismos Gram-negativos e
Gram-positivos. Esta classe inclui antibidticos amplamente utilizados, como
ciprofloxacina, enrofloxacina e norfloxacina (DANMAP, 2012).

Como a campilobacteriose € clinicamente indistinguivel de outras enterites
bacterianas, geralmente o tratamento € realizado com quinolonas ou
fluoroquinolonas de maneira empirica, sem a confirmacgao do agente etiologico. Isso
traz preocupacdo com a emergéncia da resisténcia a fluoroquinolona, ja que esta
caracteristica era incomum no final dos anos 80 ao inicio dos anos 90 (GUPTA et al.,
2004; LUANGTONGKUM et al., 2009; DANMAP, 2012).

Em adicdo ao uso indiscriminado de fluoroquinolonas em humanos, houve o
aumento do seu uso na avicultura, levando a pressao de selecdo. Isso contribuiu
para 0 aumento da resisténcia a este antimicrobiano, tanto em cepas isoladas de
animais quanto de humanos (SMITH et al., 1999; GUPTA et al., 2004; WHO, 2013).

A vigilancia da susceptibilidade a fluoroquinolona em Campylobacter em
animais € importante n&do somente para a producdo de alimentos, mas também
porque o surgimento de cepas resistentes em animais presume em um aumento de
infeccdes humanas resistentes (SMITH et al., 1999; VAN LOOVEREN et al., 2001;
EFSA, 2015b).

S&o descritos dois mecanismos de resisténcia as fluoroquinolonas em
Campylobacter. a alteracédo na enzima DNA girase, que pode ocorrer por mutagcéo
cromossOmica nos genes que sao responsaveis pelas enzimas alvo (DNA girase e
topoisomerase), que promovem a ineficiéncia do antimicrobiano; e a bomba de
efluxo. Estes dois mecanismos funcionam em sinergia (GE et al., 2005; YAN et al,,
2006).

Em geral, os dois alvos enzimaticos intracelulares da fluoroquinolona séo a
DNA-girase, codificada por gyrA e gyrB e a topoisomerase |l, estruturalmente
relacionada, codificada pelos genes parC e parE (DRLICA et al., 1997). As

fluoroquinolonas formam um complexo estavel com as enzimas, inibindo sua
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atividade, levando a sintese descontrolada de RNA mensageiro e de proteinase,
finalmente, a morte celular (SHEA e HIASA, 1999; BRASIL, 2007).

Diferentes estudos demonstraram que C. jejuni e C. coli carecem dos genes
parC e parE (PARKHILL e al., 2000; PAYOT et al., 2002), sendo a resisténcia a
fluoroquinolona nestas espécies consequente de uma mutacéo pontual especifica na
regido determinante da resisténcia a quinolona (QRDR) do gene gyrA.

Outro mecanismo de resisténcia a fluoroquinolona que parece funcionar em
conjunto com as mutagdes de gyrA é a bomba de efluxo multidrogas CmeABC,
codificada cromossomicamente, que € capaz de reduzir a concentragdo intracelular
da fluoroquinolona e varios outros antibidticos (LIN et al., 2002). Esta bomba de
efluxo atua sinergicamente com mutacbes da DNA girase para produzir uma
resisténcia de alto nivel a fluoroquinolona (GE et al., 2005, YAN et al., 2006).
Quando CmeABC também é expresso, estirpes que possuem mutacdes da DNA
girase que levam a resisténcia a fluoroquinolona de nivel intermédio passam a
manifestar resisténcia de alto nivel (LUO et al., 2003; YAN et al., 2005).

Além disso, o gene cmeABC favorece o surgimento de mutantes de gyrA que,
de outro modo, nao poderiam sobreviver mesmo em dose baixas de fluoroquinolona
(YAN et al., 2005).

De acordo com a European Food Safety Authority (EFSA, 2010a) cerca de 20
a 64% dos isolados de Campylobacter provenientes de carnes de aves séo
resistentes a fluoroquinolona. No Brasil, resultados similares foram encontrados por
Frasdo et al. (2015), que demonstrou que 100% e 56,25% das cepas foram
resistentes a ciprofloxacina e a enrofloxacina, respectivamente, no teste de difusdo

em discos.

3.5.2 Resisténcia aos macrolideos

Os macrolideos s&o um grupo de antimicrobianos quimicamente constituidos
por um anel macrociclico de lactona, ao qual se ligam um ou mais agucares
(BRASIL, 2007). Membros desta classe de antibidticos incluem claritromicina,
azitromicina, eritromicina, tilosina e tilmicosina, sendo os dois ultimos, aprovados
apenas para uso veterinario. A eritromicina pode ser usada em humanos e animais
(FDA, 2012) e € o medicamento de escolha para tratamento da campilobacteriose
humana (GUERRANT et al., 2001; EFSA, 2015b; EFSA, 2017).
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O mecanismo de acgéo ocorre pela inibicdo da sintese de proteinas, por
intermédio da ligagdo reversivel aos receptores localizados na por¢cdo 50S de
ribossomos bacterianos, em especial na molécula 23S do RNA, impedindo as
reagdes de transpeptidacéo e translocagéo (BRASIL, 2007; LOGUE et al., 2010).

Os principais mecanismos de resisténcia aos macrolideos em Campylobacter
s&o: modificacdo do alvo, com a alteragdo no sitio receptor da porcédo 50S do
ribossomo; efluxo e diminuicdo da permeabilidade da célula ao antimicrobiano. Os
dois primeiros mecanismos atuam sinergicamente para conferir resisténcia de alto
nivelaos macrolideos (CAGLIERO et al., 2006; BRASIL, 2007; LIN et al., 2007;
LOGUE et al., 2010).

A bomba de efluxo multidrogas CmeABC também contribui para a resisténcia
aos macrolideos (LIN et al., 2007; ZEITOUNI et al., 2012) e funciona de forma
sinérgica com as mutagdes do rRNA 23S para promover resisténcia de alto nivel
(CAGLIERO et al.,, 2006; CALDWELL et al., 2008). A resisténcia de alto nivel a
eritromicina pode estar relacionada a presenga do gene erm, o qual pode estar
associado com ilhas de resisténcia multidrogas cromossémicas ou de plasmideos
transferiveis (WANG et al., 2015; EFSA, 2017).

O mecanismo de resisténcia aos macrolideos envolve a alteracdo da
permeabilidade da membrana que é mediada pela express&o da porina no processo
de permeabilizacao da membrana externa mitocondrial (MOMP),
cromossomicamente codificada por porA (PUMBWE et al.,, 2004). Nas bactérias
Gram-negativas, as porinas sao proteinas da membrana externa que formam poros
transmembranares e permitem a difusdo passiva de moléculas hidrofilicas, incluindo
muitos antibidticos.

O mecanismo de agéo dos derivados quinolénicos € que atuam interferindo
na sintese de DNA do micro-organismo, inibindo a acdo da DNA girase. Esta enzima
€ responsavel por promover e enrolamento e desenrolamento da molécula de DNA,
para que ocupe O menor espago dentro da célula, essenciais a sobrevivéncia
bacteriana (ALTERTHUM, 2008a). A DNA girase torna a molécula de DNA compacta
e biologicamente ativa. Ao inibir essa enzima, a molécula de DNA passa a ocupar
grande espaco no interior da bactéria e suas extremidades livres iniciam a sintese
descontrolada de RNA mensageiro e de proteinas, determinando a morte das
bactérias (BRASIL, 2007).
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3.5.3 Resisténcia as tetraciclinas

As tetraciclinas foram descobertas na década de 1940 e tém atividade contra
organismos Gram-negativos e Gram-positivos (BRASIL, 2007). Devido ao seu
intenso uso na medicina humana e veterinaria, a resisténcia generalizada limitou um
pouco o seu uso. Os membros mais utilizados desta classe séo tetraciclina e
doxiciclina (CHOPRA e ROBERTS, 2001).

Acdo das tetraciclinas sobre as células € conferida por difusdo em um
processo dependente de gasto de energia. Ligam-se, de maneira reversivel, a
porgao 30S do ribossomo, bloqueando a ligagdo do RNA transportador, impedindo a
sintese proteica. Porém, ndo esta completamente clara a forma exata como cada via
contribui para a entrada da tetraciclina em Campylobacter (CHOPRA e ROBERTS,
2001; BRASIL, 2007; ZILBAUER et al., 2008; EURO SURVEILL, 2012).

Os mecanismos atribuidos a resisténcia a tetraciclina estédo relacionados ao
efluxo, por meio da diminuicdo da acumulagdo da droga no interior da célula;
protecao ribossémica e modificagdo quimica pelo oxigénio (BRASIL, 2007; IOVINE,
2013; GROSSMAN, 2016). Portanto, sob ambiente de oxigénio esgotado, pode
haver uma regulacdo negativa dessas vias, levando a uma maior suscetibilidade.
Além disso, a limitacdo de oxigénio pode favorecer a perda de genes de resisténcia
aos antibidticos devido a carga metabdlica elevada (RYSZ et al., 2013).

Outro mecanismo de resisténcia a tetraciclina em Campylobacter, assim como
outros Gram-negativos, é a protecdo de um sitio A desocupado pela ligacéo da
proteina bacteriana fefO a esse sitio (MANAVATHU et al., 1988; SALYERS et al.,
1990). O gene tetO pode ser codificado no cromossomo (DASTI et al., 2007), mas

em C. jejuni € mais comum sua codificagéo por plasmideos (TAYLOR, 1986).

3.5.4 Resisténcia aos B-lactamicos

A classe dos B-lactdmicos € formada por diversos compostos, incluindo
penicilinas e seus derivados, cefalosporinas, carbapenémicos e monobactamicos,
todos os quais contém o anel B-lactdmico, composto por trés atomos de carbono e
um de nitrogénio, necessarios para a atividade antimicrobiana (GIESBRECHT et al.,
1998; BRASIL, 2007).
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Quatro mecanismos mediam a resisténcia aos B-lactdmicos em
Campylobacter. a inativagcéo enzimatica por B-lactamases; absor¢éo reduzida devido
a alteragbes ou mutagdes nas porinas da membrana externa; bomba de efluxo e
modificacdes estruturais das proteinas ligadoras de penicilina (PLP) (LACHANCE et
al., 1991; BRASIL, 2007).

Os mecanismos que envolvem a resisténcia aos B-lactdmicos se iniciam no
momento em que ha a ligacdo do antibidético com as bactérias. Desta forma,
interferemna sintese do peptidoglicano no momento em que as células estdo
sintetizando a parede celular, e com isso, resulta em parede celular com integridade
estrutural prejudicada, predispondo a bactéria a lise osmética (GIESBRECHT et al.,
1998; BRASIL, 2007).

Em Campylobacter, a expressdo das enzimas [-lactamases conferem
resisténcia a amoxicilina, ampicilina e ticarcilina (LACHANCE et al.,, 1991), ndo
afetando a susceptibilidade aos carbapenémicos ou cefalosporinas. Uma classe D -
lactamase do tipo oxacilinase (OXA-61) com atividade contra penicilina, ampicilina e
carbenicilina foi identificada em C. jejuni (ALFREDSON e KOROLIK, 2005; POLY et
al., 2007). Campylobacter isolados de amostras avicolas resistentes a ampicilina
mostraram uma alta prevaléncia do gene b/laOXA-61 que codifica a enzima OXA-61,
identificados em 91% (347/380) das cepas (GRIGGS et al., 2009).

Nao ha dados nacionais agrupados disponiveis sobre a resisténcia aos [B-
lactémicos por bactérias do género Campylobacter, ja que o NARMS (National
Antimicrobial Resistance Monitoring System) n&o recomenda a inclus&o destes
antimicrobianos nos testes de susceptibilidade (NARMS, 2012).

A resisténcia de estirpes de Campylobacter spp. a amoxacilina esta
relacionada com a producdo de B-lactamases, no entanto, outros mecanismos de
resisténcia podem ocorrer de forma simultanea, como a modificacdo das proteinas
de ligacao de penicilinas e cefalosporinas e, consequentemente, a impermeabilidade
da bactéria a este antibidtico (FALLON et al., 2003; YAN et al., 2005).

Outros dois genes que codificam um tipo de enzima metalo-S-lactamase

foram relatados, embora ainda n&o esteja claro sesua expressao realmente levem
Campylobacter a ser resistente aos B-lactdmicos (LACHANCE et al, 1993;
ALFREDSON et al., 2007; GRIGGS et al., 2009).
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A bomba de efluxo CmeABC também pode contribuir para a resisténcia aos -
lactdmicos. Quando ocorre mutagdo em CmeB, algumas cepas de C. jejuni podem
alterar o seu comportamento, resultando em um aumento na susceptibilidade a
ampicilina (LIN et al., 2002; PUMBWE et al., 2004; IOVINE, 2013).

Niveis elevados de resisténcia aos B-lactamicos foram evidenciados em
estudo conduzido por Melo (2012), que encontrou resisténcia a amoxacilina em
61,8% e 100% das cepas de C. jejuni e Campylobacter spp., respectivamente. O
estudo foi realizado em isoladas de carcagas de frango resfriadas e congeladas. Alta
resisténcia aos B-lactamicos em Campylobacter também foram observados em
isolados de outros paises (ANDERSEN et al., 2006; ENGBERG et al., 2001,
FALLON et al., 2003; RONER et al., 2004).

Geralmente, a ampicilina, amoxicilina e outros B-lactdmicos nao sé&o
recomendados para o tratamento de infecgbes por Campylobacter spp. devido a
elevada frequéncia de isolados resistentes (FALLON et al., 2003, BORGES, 2010).
No entando, a associagdo do acido clavulanico potencializa a acdo do antibidtico,
reduzindo a resisténcia da C. jejuni (BORGES, 2010).

4 Random Amplification of Polimorphic DNA (RAPD)

RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNA) € uma das técnicas de
tipagem molecular utilizadas para apoiar os estudos sobre a epidemiologia de
infecgbes causadas por Campylobacter spp. (AQUINO et al., 2010).

A técnica de RAPD €& um método simples, que envolve a amplificagdo
aleatéria do DNA gendmico utilizando curtas sequencias de iniciadores arbitrarios.
Além de ser um método simples, outras vantagens podem ser agregadas ao RAPD
como o baixo custo para caracterizacio e o alto poder discriminatério para identificar
a variabilidade genética de cepas de Campylobacter, quando se tem a presenca de
mais de um primer (HERNANDEZ et al., 1995, ONO et al.,, 2003; ACIK e
CETINKAYA, 2006). Como vantagem principal, a técnica RAPD nao necessita do
conhecimento prévio sobre genética ou dados extras sobre as cepas (BOWDITCH et
al., 1993).

A amplificagcdo aleatéria do perfil de DNA por meio do RAPD-PCR é

amplamente utilizada para descrever a filogenia de diversas espécies bacterianas,
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determinando assim, a diversidade ou similaridade entre as estirpes (SIDDIQUI et
al., 2015).

As técnicas de tipagem molecular tém sido consideradas fundamentais para
melhorar as investigacdes epidemioldgicas e rastrear possiveis fontes de infecgao
por Campylobacter spp. Estas técnicas permitem correlacionar os dados
filogenéticos com outras caracteristicas como fatores de viruléncia, locais de
isolamento e resisténcia antimicrobiana, contribuindo para o entendimento da
disseminacgao de gendtipos, possivel viruléncia e determinagado de fontes comuns de
contaminagdo e/ou infeccdo. Também possibilitam a associacdo entre bactérias
presentes nos alimentos com as isoladas de infecgdes humanas (MULLNER et al.,
2010; BATZ et al., 2012).
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CAPITULO 2

Biofilmes e susceptibilidade aos antimicrobianos de C. jejuni isoladas de carcagas de

frangos no Brasil

Artigo a ser publicado no periédico

Food Microbiology
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BIOFILMES E SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS DE C. jejuni
ISOLADAS DE CARCAGCAS DE FRANGOS NO BRASIL

Renata R. Prado'?; Roberta T. Melo?; Eliane P. Mendonga?®; Guilherme P. Monteiro?;

Silvia C. Brasdo?; Daise A. Rossi?

alaboraté6rio de Epidemiologia Molecular,Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Federal de
Uberlandia, Rua Cear4, s/n, Bloco 2D, Sala 42, Bairro Umuarama, Uberlandia, MG 38402-018, Brasil

RESUMO

Objetivou-se avaliar a susceptibilidade aos antimicrobianos antes e apos a formagéo
de biofiimes em meio de cultivo Mueller Hinton (MH) e meio MH adicionado de
chicken juice (CJ), determinar a concentragdo inibitéria minima (CIM) para
tetraciclina e a similaridade genética de 30 cepas de C. jejuni. As cepas foram
previamente isoladas de carcacgas de frango produzidas por uma empresa brasileira
com ciclo completo de produgado, sob inspecéo federal e habilitada a exportacéo,
entre os anos de 2015 e 2016. A susceptibilidade antimicrobiana para os antibiéticos
amoxicilina/acido clavulanico, azitromicina, eritromicina, ciprofloxacina e tetraciclina
foi realizada pelo teste de disco difusdo, a CIM para tetraciclina pela técnica de
microdiluicdo em caldo e a filogenia por RAPD-PCR. Os maiores percentuais de
resisténcia foram observados para tetraciclina, amoxacilina/acido clavulanico e
ciprofloxacina, sendo observado aumento (p<0,05) na resisténcia para tetraciclina,
de 73,3% para 93,3%, quando comparou-se C. jejuni antes e apos a formacéo do
biofilme em MH com CJ, respectivamente. Nessas mesmas condi¢des, observou-se
diminuicdo (p<0,05) para a resisténcia a amoxacilina/acido clavulanico, de 60% para
33,3%. A resisténcia a ciprofloxacina manteve-se constante em torno de 60%. A
mesma comparacao foi realizada apos classificar as cepas em relagdo a quantidade
de classes de antibidticos, como resistentes a nenhuma, uma a duas ou trés a
quatro classes de antimicrobianos, e nao se observou diferenca entre as formas de
vida antes e apos a formacdo de biofime. Foram identificados 15 perfis de

resisténcia aos antimicrobianos para as cepas antes da formagao de biofilme e 12
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para as bactérias em biofilme em MH e MH com CJ, com 12 (40,0%), 7 (23%) e 8
(26,7%) cepas consideradas multirresistentes, respectivamente. A CIM foi mais
eficiente (p<0,05) na deteccdo de uma maior quantidade de cepas em suspenséo
resistentes a tetraciclina. A avaliacéo filogenética demonstrou a presenca de sete
clusters com similaridade superior a 80%, sendo que os perfis A e E apresentaram
similaridade de 100% e, portanto, foram consideradas clones. Conclui-se que na
forma séssil em preseca de chicken juice, um maior numero de cepas foram
resistentes a tetraciclina e mais sensiveis a amoxacilina/acido clavulanico. A
presenca de cepas multirresistentes e resistentes as drogas de escolha para o
tratamento da campilobacteriose humana € preocupante em ambas as formas de
vida de C. jejuni. A analise filogenética identificou clusters que indicam possivel
ocorréncia de contaminagcdo cruzada e de genodtipos persistentes no ambiente de
abate.

Palavra-chave: Campilobacteriose. CIM. RAPD. Resiténcia antimicrobiana.

1. Introdugao

Bactérias do género Campylobacter impactam a saude humana, pois esta
entre 0os agentes etiologicos mais frequentes em doencgas gastrintestinais de origem
alimentar na Europa e Estados Unidos (EFSA, 2010a, Scallan et al., 2011; Perio et
al., 2013; EFSA, 2015). Dentre as espécies, C. jejuni € mais implicada na doenga
humana quando comparada a C. coli e demais espécies (CFSPH, 2013; EFSA,
2016; WHO, 2016).

O consumo de alimentos de origem animal contaminados e mal cozidos como
o leite e derivados lacteos ndo pasteurizados e a carne bovina, suina e aves s&o os
fatores de maior risco para a campilobacteriose humana (WHO, 2013; CFSPH, 2013;
Tam et al., 2014; EFSA, 2015a), além da agua n&o tratada (CFSPH, 2013). Dentre
estes, a carne de frango e seus derivados s&o os alimentos mais incriminados em
casos da doencga (CFSPH, 2013; EFSA, 2015a).

Varios fatores estdo relacionados a presencga e aos niveis de Campylobacter
na carne de frango (EFSA, 2010b), dentre eles, a capacidade de se estabelecer em
biofimes. Estes s&o definidos como um agrupamento de bactérias estruturadas e

aderidas umas as outras por uma matriz extracelular (MEC) (Brown, 2014).
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Varias vantagens aos micro-organismos em biofilmes séo atribuidas a MEC,
como permitir que permanegam hidratadas e metabolicamente ativas, pois retém os
nutrientes e liquidos (Sutherland, 2001; Billings et al., 2013). Adicionalmente, a MEC
reduz o acesso a algumas moléculas maiores, como as de alguns sanitizantes e
antimicrobianos (Mulcahy et al., 2008; Billings et al., 2013), conferindo protecao as
células em biofilme.

Hannan et al. (2010) argumentam que as trocas génicas sdo favorecidas
entre 0s micro-organismos associados em biofilmes. Provavelmente, a capacidade
de algumas cepas de Campylobacter em realizar transformacao (Svensson et al.,
2014) seja facilitada com a maior proximidade entre 0s micro-organismos e permita
que estas bactérias abtenham DNA exdgeno, incluindo genes relacionados a
resisténcia.

Em biofilmes, as bactérias estdo mais protegidas das condi¢cdes adversas do
ambiente como temperatura, estresse oxidativo, privacado de nutrientes, acdo de
antimicrobianos, dentre outros, auxiliando na sua perpetuacgéo. Isso faz com que a
formacdo destas comunidades em equipamentos, instrumentos e ambiente de abate
se tornem fontes continuas de contaminacéo das carcacgas de frangos (Brown et al.,
2014).

A Organizacdo Mundial de Saude alerta sobre 0 aumento da resisténcia aos
antimicrobianos em bactérias zoonéticas, classificando-a como alarmante. Esta
caracteristica tem sido observada em bactérias do género Campylobacter isoladas
de animais, alimentos e humanos, com o agravante de apresentarem resisténcia aos
mesmos antimicrobianos (OMS, 2017).

Diante do impacto da campilobacteriose na saude publica, da posicdo de
destaque do Brasil de maior exportador mundial de carnes de frangos (ABPA, 2016)
e da emergéncia da resisténcia antimicrobiana em bactérias zoondticas (Perio et al.,
2013; EFSA, 2015, OMS, 2017), torna-se necessario 0 monitoramento constate
desse agente e a investigagdo sobre as caracteristicas dessas cepas, como a
susceptibilidade antimicrobiana e a capacidade de formar biofimes.

Objetivou-se avaliar a resisténcia antimicrobiana de C. jejuni isoladas de
carcacgas de frango antes da formagao de biofiime e nas formas sésseis (com € sem
a presenga de chicken juice), a concentracao inibitdéria minima para a tetraciclina, e

ainda, verificar a disseminacgéo das cepas por analise molecular.
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2. Material e métodos

2.1. Desenho do estudo

O estudo foi conduzido com cepas de C. jejuni isoladas de carcagas de
frangos. Os isolados foram avaliados quanto a susceptibilidade antimicrobiana na
forma planctonica e séssil pelo método de difusdo em disco para a determinacéo
dos perfis de resisténcia. Na forma séssil a mesma analise foi realizada para
biofilmes formados em caldo Mueller Hinton (MH) e em caldo MH suplementado com
chicken juice, para simular as condigbes da industria.

O teste da CIM (concentragdo inibitdéria minima) foi realizado para o
antimicrobiano tetraciclina em todas as cepas na forma planctnica.

A analise filogenética por RAPD-PCR foi utilizada para determinar a
disseminagdo de gendtipos e verificar se pode ser relacionada com os perfis de

resisténcia aos antimicrobianos.

2.2. Obtengao das cepas

Foram utilizadas 30 cepas de C. jejuni provenientes da analise de 442
carcacas de frangos resfriadas ou congeladas, prontas para a comercializacao,
isoladas no periodo de setembro de 2015 a mar¢o de 2016, oriundos de uma
industria avicola brasileira. Os frangos foram abatidos em trés estados distintos, em
frigorificos habilitados para a exportagéo e sob fiscalizagdo do Servico de Inspecéo
Federal.

As cepas utilizadas foram previamente isoladas e caracterizadas por Melo
(2017), seguindo os protocolos para isolamento da ISO (20086). A identificagéo da
espécie foi realizada por PCR-multiplex, conforme protocolo definido por Harmon et
al. (1997). As estirpes foram armazenadas a -80°C.

Para o estudo, as cepas foram reativadas em caldo Bolton (Oxoid)
suplementado com 5% de sangue de carneiro desfibrinado (Laborclin), e incubadas
a temperatura de 37°C em microaerofilia (Probac) por 48 horas. Apds, foram
estriadas na superficie de agar CCDA (Campylobacter Blood-Free Selective Agar

Base) (Oxoid) e incubadas nas mesmas condigdes (ISO, 2006).
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2.3. Ajuste do inéculo de C. jejuni na forma plancténica

Apds a reativacdo das cepas em agar CCDA (Campylobacter Blood-Free
Selective Agar Base) (Oxoid), coldnias isoladas foram introduzidas em 2 mL de NaCl

85% (Synth®) e a concentragéo padronizada em 0,5 na escala de McFarland.

2.4. Formacgéao de biofilme

Para a formacé&o do biofilme, inicialmente as culturas presentes nas placas de
CCDA foram paralelamente transferidas para 20 mL de caldo MH (Difco) e para 20
mL de caldo MH (Difco) suplementado com 5% de chicken juice (CJ) e incubadas a
37°C por 48 horas sob microaerofilia. Apds o crescimento, a suspenséo bacteriana
em MH e aquelas suplementadas com CJ foram padronizadas para uma DOQOesoo=
0,22 a 0,28 que corresponde a 108 UFC/mL e centrifugadas a 5.000 rpm por 10 min
a 4°C. Apébs descarte do sobrenadante, as células foram lavadas e centrifugadas
duas vezes em 20 mL solugéo estéril de NaCl 0,9% (Synth®). O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi ressuspendido em 20 mL de solugéo de NaCl 0,9% e 100uL
da suspensado de cada amostra foi diluida em 10 mL com caldo MH, de maneira a
obter um inéculo final de 10 UFC/mL.

A formacéo de biofilmes foi realizada de acordo com Sulaeman et al. (2009),
com modificagdes. Resumidamente, 200 uL da suspensao bacteriana em MH e em
MH com 5% de CJ contendo 10* células foram adicionadas em placas de 96 pocgos e
incubadas por 48h a 37°C em condicbes de microaercfilia. Apds, as bactérias
aderentes foram lavadas duas vezes com solugéo de NaCl 0,9% estéril e recolhidas
por raspagem dos pogos durante 90 segundos em solugdo de NaCl 0,9%. Os
produtos das raspagens corresponderam a forma séssil de C. jejuni em MH e em
MH com CJ, os quais foram submetidos ao teste de susceptibilidade antimicrobiana

pelo método de difusdo em disco.
2.5. Teste da difusdao em discos
O ensaio foi realizado em C. jejuni nas suas formas plancténica e séssil, nos

substratos MH e MH+CJ. O protocolo foi o recomendado para bactérias fastidiosas

pelo European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, 2014).
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A preparacdo e padronizacdo dos inoculos para células plancténicas foram
realizadas seguindo o método de suspensdo direta das coldnias. Foram
selecionadas 10 a 15 colbnias puras do agar CCDA (Oxoid) e transferidas para
tubos contendo 2 mL de solugédo de NaCl 0,85% (Synth®). A turbidez foi ajustada e
comparada a da solugdo padrédo de MacFarland a 0,5, correspondente a
aproximadamente 108 UFC/mL. Ja as células em biofime em MH e MH+CJ,
apresentaram como inéculo o produto das raspagens dos po¢os. Em seguida, os
indculos foram semeados em agar Mueller Hinton (MH) (Difco®) acrescido de 5% de
sangue desfibrinado decarneiro (Laborclin®). Apds absor¢céo do indculo seguiu-se a
aplicacao dos discos.

Os antimicrobianos, as concentracbes e as classes testadas foram:
amoxicilina com &cido clavulanico (AMC 30 ug) (B-lactdmico - penicilina),
azitromicina (AZl 15 pg) (macrolideo), eritromicina (ERI 15 ug) (macrolideo),
ciprofloxacina (CIP 5 pg) (fluoroquinolona) e tetraciclina (TET 30 ug) (tetraciclina)
(LABORCLIN®).

As zonas de inibicdo foram medidas e as bactérias classificadas como
sensiveis (S), intermediarias (I) ou resistentes (R) ao antimicrobiano testado
(EUCAST, 2014).

As cepas IAL 2383 e C. jejuni NCTC 11351 foram utilizadas como controle.

2.6. Concentragao inibitéria minima (CIM)

Em paralelo ao teste de disco difusdo, foi determinada a CIM para a
tetraciclina nas cepas de C. jejuni em sua forma planctdnica, utilizando o método da
microdiluicdo em caldo (CLSI, 2003, 2010). O critério de escolha deste
antimicrobiano baseou-se na utilizacdo dessa droga na medicina veterinaria e
humana e ocorréncia de resisténcia em ambas. As concentracbes de tetraciclina
testadas foram: 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 e 256 ug. mL".

Para a determinagédo da CIM foi utilizado o meio de cultivo MH (Oxoid)
previamente ajustado com 20-25mg de Ca?'/L, 10-12,5mg de Mg®*'/L e 5% de
sangue desfibrinado de carneiro (CLSI, 2003, 2010).

Em placas de microdiluicdo de 96 pocgos foram adicionados 180 uL de caldo
MH (Oxoid) contendo as oito concentragdes de tetraciclina previamente

estabelecidas. A suspens&o bacteriana foi preparada em NaCl 0,9% estéril
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correspondente a escala 0,5 de McFarland e 20 L desta supensé&o foi transferida
para 0s pogos contendo as concentragdes de tetraciclina em MH (CLSI, 2003, 2010).

As microplacas foram incubadas a 42°C durante 48 horas, sob condi¢éo de
microaerofilia (Probac) e, apos, realizada a leitura visual. Foi definida como a CIM a
menor concentracdo do antibidtico na qual ndo foi observado crescimento visivel da
bactéria, pela auséncia de turvagdo do meio.

Em todas as determinacdes foram utilizados controle negativo composto do
meio sem adi¢do de bactérias e as cepas de C. jejuni IAL 2383 e NCTC 11351 como

controles positivos.

2.7. Analise Filogenética

A similaridade genética entre os isolados foi determinada pela técnica de
RAPD-PCR (Random Amplification of Polymorphic DNA). As reac¢des foram
realizadas com o0s iniciadores HLWL85 (5ACGTATCTGC3) e 1290
(5GTGGATGCGAZ) (Mazurier et al., 1992; Akopyanz et al., 1992).

A técnica do RAPD-PCR foi realizada de acordo com Akopyanz et al. (1992).
A reacéo foi preparada em um volume total de 20 uL, composto por 10 ng do DNA
bacteriano, 10 mM de Tris-HCL, 50 mM de KCI, 2,0 mM de MgCl2, 1U Platinum Taq
DNA polimerase(Invitrogen®), 200 uM de cada deoxinucleotideo trifosfatado (DNTP)
(Invitrogen®) e 30 picomoles do primer (Invitrogen®).

A amplificagdo ocorreu nas seguintes condi¢cbes: 1 ciclo de desnaturacéo
inicial a 92°C por 2 minutos; 35 ciclos das trés etapas: desnaturagéo a 92°C por 15
segundos, anelamento a 36°C por 1 minutos, extensédo a 72°C por 1 minuto; € um
ciclo de extensao final a 72°C por 5 minutos.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1,5% (Affymetrix®), utilizando o tampéao de corrida TBE 0,5x (Invitrogen®)
e como padrédo de peso molecular o marcador de 100pb (Invitrogen®). O gel foi
corado com Syber Safe (Invitrogen®), visualizados e capturados em transiluminador
(Loccus Biotecnologia).

O dendrograma foi construido utilizando o software GelCompar I,
(Comparative Analysis of Electrophoresis Patterns), versao 1.50. A comparagado dos
padrées de bandas foi realizada pelo método UPGMA (unweighted pair group

method with arithmetic mean), utilizando o coeficiente de similaridade de Dice.
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2.8. Analise dos resultados

A analise dos resultados foi realizada conforme Ayres et al. (2007). Para
comparar os resultados do teste de disco difusdo entre as células planctbnicas e
sésseis (em MH e MH+CJ), foi utilizado o teste binomial para duas propor¢des. O
teste de Friedman foi utilizado para comparar os resultados do método de disco
difusdo e CIM para a tetraciclina. Em todos os testes adotou-se um nivel de

significancia de 5%, utilizando o Programa Action 2.8 para os calculos.

3. Resultados e Discussao

Na tabela 1 estdo apresentados os percentuais de resisténcia de C. jejuni
frente aos cinco antimicrobianos testados. Os resultados referem-se ao somatério
dos isolados classificados como resistente e intermediario pelo teste de disco
difusdo. Para C. jejuni planctbnica observou-se maior resisténcia a tetraciclina, com
22/30 cepas (73,3%), seguido da amoxicilina/acido clavulanico e a ciprofloxacina,
cada um com 18 cepas resistentes (60,0%).

Altos percentuais de resisténcia a tetraciclina e ciprofloxacina também foram
observados por Simaluiza et al. (2015) em cepas de Campylobacter spp. isoladas de
carcagas de frangos no Chile, onde 32/51 (62,7%) eram resistentes a estes
antimicrobianos. Ainda neste estudo, os autores encontraram 78,1% das cepas
resistentes a tetraciclina e 98,8% resistentes a ciprofloxacina.

No Brasil, Moura et al. (2013) encontraram 93,75% de resisténcia a
tetraciclina em 18 cepas de C. jejuni isoladas de carcacgas de frangos congeladas.

A resisténcia a ciprofloxacina pode ser explicada pelo fato desta droga ser
considerada similar a enrofloxacina que, € de uso exclusivo veterinario (Endtz et al.,
1991; Idowu et al., 2010). Com o uso frequente da enrofloxacina na avicultura é
possivel que tenha havido selecdo de cepas resistentes a ciprofloxacina, explicando
aresisténcia encontrada em 60% das cepas.

O surgimento de bactérias resistentes as fluoroquinolonas é preocupante,
pelo fato de serem utilizadas para tratar infeccdes humanas graves, podendo a
resisténcia a estas drogas causar complicagdes no tratamento (WHO, 2012; Kilonzo-
Nthenge et al., 2013; EFSA, 2017).
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Nos EUA, desde 2005, a Food and Drug Administration (FDA) proibiu o uso
das fluoroquinolonas na avicultura alegando que cepas de Campylobacter
resistentes a este antimicrobiano poderiam ser transmitidas pela carne desses
animais e causar infeccdo humana, sendo uma ameaca a saude coletiva (FDA,
2014). Além dos EUA, na Noruega e na Australia também n&o é permitido o uso de
quinolonas na avicultura, e estudos realizados nesses paises demonstram que ainda
nao ha relatos de cepas de Campylobacter resistentes as fluorquinolonas (Cui et al.,
2005; Norstrém et al., 2007; Obeng et al., 2012). Ja no Brasil, 0 uso da enrofloxacina
nao é proibido, mas € de uso exclusivo na medicina veterinaria, podendo ser usado
para terapéutica na avicultura (Obeng et al., 2012).

Atualmente, com a emergéncia da resisténcia antimicrobiana surgem
preocupacgdes a respeito da eficacia dos tratamentos de doencas em humanos. Por
consequéncia, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em mar¢o de 2017, listou
pela primeira vez as bactérias mais resistentes a determinadas classes de
antibidticos e Campylobacter foi classificada em nivel de alta prioridade em relagéo a
resisténcia as fluoroquinolonas (OMS, 2017).

A alta resisténcia encontrada para a tetraciclina (22/30 — 73,3%) e para
amoxicilina/acido clavulanico (18/30 — 60,0%) pode ser explicada pelo fato destas
drogas ainda serem utilizadas de forma terapéutica nos animais e, dessa forma,
exercer uma pressdo seletiva sobre os micro-organismos (WHO, 2012; lovine,
2013). Diante disto, € de extrema importancia monitorar constantemente os niveis de
susceptibilidade de bactérias zoondticas a esses antimicrobianos e privilegiar o uso
racional destas drogas (Kilonzo-Nthenge et al., 2013).

Para os macrolideos foram encontrados 0s menores percentuais de
resisténcia, com 4/30 (13,3%) para azitromicina e 6/30 (20,0%) para eritromicina.
Trabalho realizado por Ferro et al. (2015) no Parana também encontrou elevada
susceptibilidade a eritromicina, equivalente a 958% (23/24) cepas de
Campylobacter spp. isoladas de carcacas de frangos. Estes dados reforgcam o fato
dos macrolideos serem drogas de primeira escolha para o tratamento da
campilobacteriose humana (EFSA, 2016; EFSA, 2017).

Ainda na Tabela 1, ao analisar as cepas em biofilme formado em MH,
observou-se que 0 maior percentual de resisténcia foi mantido para tetraciclina

(22/30 — 73,3%). A diferengca cabe aos biofilmes suplementados com CJ que
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permitiram o desenvolvimento de resisténcia a um maior numero de cepas (28/30 —
93,3%).

Uma situacdo que pode explicar essa mudanga de comportamento seria o
fato de que o biofilme fornece um ambiente mais favoravel para a sobrevivéncia das
estirpes, protegendo da agcdo de grandes moléculas como os antimicrobianos e,
principalmente, pelo fato de favorecer as mutagdes e transferéncias de material
génico entre as cepas, inclusive genes de resisténcia aos antimicrobianos (Hannan
et al., 2010).

Além disso, biofimes de C. jejuni formados na presenca de chicken juice
permitem a formacado de uma estrutura séssil mais madura e de forte intensidade,
que permitem as cepas uma maior protecdo contra condi¢des adversas, incluindo a
presenca de antimicrobianos (Melo et al., 2017).

Nos estudos de Bae e Joe (2013), as células de C. jejuni em biofiime
apresentaram frequéncias significativamente mais altas de resisténcia a
ciprofloxacina (p= 0,006) quando comparadas com as células plancténicas. Porém,
em nosso estudo, a resisténcia a ciprofloxacina se manteve constante, independente
se em forma de vida séssil ou plancténica.

De maneira contraditéria, a resisténcia a amoxacilina e acido clavulanico foi
reduzida para C. jejuni séssil na presenca de chicken juice (Tabela 1). E possivel
que algum fator possa ter contribuido para que as cepas em chicken juice ficassem
mais expostas a presenca do antibidtico. O fato de o chicken juice permitir a
formacdo de um biofilme mais maduro em menor tempo favorece a formacéo de
poros que permitem o acesso das bactérias a agua e demais nutrientes e
possivelmente ao antibidtico.

Em Portugal, das 29 cepas de C. jejuni isoladas de carcagas de frangos,
100% apresentram sensibilidade quando testadas com amoxicilina/acido clavulanico
(Borges, 2010). Resultados semelhantes foram encontrados na regido do Sul do
Brasil, em que, 100% das 27 cepas de C. jejuni isoladas de suabes de cloaca de
frangos, foram sensiveis a associacao destes antibioticos (Pozza et al., 2011).

Para os demais antimicrobianos, apesar da variagdo nos percentuais, nao foi
identificada diferenca significativa entre os testes.

Uma provavel explicacdo para a manutengdo da resisténcia em todos os
testes se deve a metodologia utilizada para avaliacdo das formas sésseis. Em nosso

estudo, as células foram raspadas do biofime e sO depois expostas aos
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antimicrobianos, 0 que pode ter causado a destruicdo da matriz protetora, deixando
a bactéria vulneravel a acdo dos antimicrobianos. E possivel que a aplicagdo do
antibiético diretamente nos biofilmes pudesse gerar resultados diferentes.

Na tabela 2 foi demonstrada a resisténcia a uma ou mais classes de
antimicrobianos nos diferentes tratamentos. Observa-se que a multirresisténcia foi
identificada em 40% (12/30) de C. jejuni antes da formacé&o de biofilme, 23,3% (7/30)
para as cepas sesseis em MH, e 26,7% (8/30) para C. jejuni sésseis em MH com
chicken juice. Nao houve diferencga significativa no perfil de multirresisténcia entre os
tratamentos (p>0,05).

Na tabela 3 estdo demonstrados 15 perfis de resisténcia aos antimicrobianos
(A1 a A15) em C. jejuni antes da formacé&o de biofilme, sendo que os perfis de A9 a
A14 agruparam cepas de carater multirresistente, correspondente a 40,0% (12/30)
das cepas. A resisténcia comum aos macrolideos e fluoroquinolonas,
antimicrobianos de escolha no tratamento humano da campilobacteriose, foi
identificada em 20,0% (6/30) das cepas multirresistentes, pertencentes aos perfis
A10, A12, A13 e A14.

Para as cepas em biofilme sem ckicken juice, 12 perfis de resisténcia foram
descritos (B1 a B12), sendo que os perfis de B8 a B11 agruparam 7/30 (23,3%)
isolados multirresistentes. Os perfis BS (AMC TET) e B6 (CIP TET) foram os mais
freqUentes. A resisténcia comum aos macrolideos e fluoroquinolonas foi identificada
nos perfis B10 e B11, em 3/30 (10,0%) cepas multirresistentes (Tabela 4).

Na tabela 5 estdo demonstrados 12 perfis de resisténcia (C1 a C12) obtidos
para C. jejuni em biofilme com ckicken juice. Oito isolados (26,7%) foram
classificados como multirresistentes, correspondentes aos perfis C7 a C11. O perfil
C5 foi o mais frequente, com 36,7% (11/30). Seis cepas multirresistentes
apresentaram resisténcia conjunta as drogas de escolha, macrolideos e
fluoroquinolonas, presentes nos perfis C8, C9, C10 e C11.

C. Jjejuni estd comumente envolvida em casos humanos de doencas
alimentares (EFSA, 2015), desta forma, os elevados percentuais de resisténcia
encontrados neste estudo geram preocupagdes quanto as perspectivas no
tratamento de infec¢cbes humanas. Isto se deve a possibilidade de cepas resistentes
isoladas do frango de corte serem transferidas ao homem via alimento contaminado,
as quais podem né&o responder adequadamente a terapia antimicrobiana (CFSPH,
2013).
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No teste de microdiluicdo para tetraciclina, considerando as concentracdes
limites para classificagéo (CLSI, 2010), a maioria dos isolados de C. jejuni (90,0% -
27/30) foram resistentes e apresentaram a CIM variando de = 8 a 256 ug/mL, e
10,0% (3/30) das cepas foram sensiveis com valores de CIM de 2 a 4 ug/mL.

Ao comparar a CIM com o teste de disco difusdo, observou-se que foi
identificado pelo teste de Friedman um maior numero (p<0,05) de cepas resistentes
90,0% (27/30) no teste de microdiluicao em relagado ao teste disco difusdo (22/30-
73,3%).

Os testes de microdiluicdo garantem maior confiabilidade e devem ser
preferencialmente utilizados na identificacdo da resisténcia bacteriana. Além disso,
sao capazes de indicar a dosagem exata a ser utilizada para o controle do micro-
organismo, uma vez que determinam a menor concentragéo da droga que impede o
crescimento da bactéria (BRASIL, 2012).

A analise de similaridade genética demonstrou consideravel diversidade entre
as cepas (Fig. 1), indicando que, provavelmente, s&o provenientes de distintas
fontes de contaminagéo.

Na anadlise filogenética, 14 cepas foram agrupadas em sete clusters,
identificados de A a G, cada um contendo duas cepas, as quais apresentaram
similaridade superior a 80%. As cepas agrupadas nos perfis A e E, apresentaram
similaridade de 100% e, portanto, foram consideradas clones. Como estas cepas
foram isoladas de carcagas abatidas no mesmo dia, provavelmente, € consequéncia
de contaminagcdo cruzada durante o abate ou provenientes de animais de um
mesmo lote.

As demais cepas apresentaram proximidade genética inferior a 80% e, assim,
foram classificadas como gendtipos distintos.

As cepas do cluster C apresentaram 83,3% de similaridade genética, as dos
clusters B, D e G, 85,7%, e as do cluster F, 90,9%. Para os grupos A, B, D e E, as
cepas foram isoladas de carcagcas com mesma data ou datas de abate muito
proximas, reforcando que se tratavam de cepas circulantes no abatedouro. Ja os
clusters C, F e G, s&o compostos por cepas isoladas de carcacgas abatidas com mais
de uma semana de diferenca, indicando a provavel persisténcia desses genotipos no
ambiente da industria, provavelmente, devido a formagao de biofilmes.

Dentro do abatedouro, a contaminagdo pode ocorrer em qualquer momento

durante o processo de abate, nas aguas do tanque de escaldageme do chiller (Allen



405
406
407
408
409
410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437

51

et al., 2007; Figueroa et al., 2009), bem como na evisceracdo (Herman et al., 2003;
Rosenquist et al., 2006; Figueroa et al., 2009). Estes s&o considerados pontos
criticos de contaminagao, pois um grande numero de carcagas sdo manuseadas e
passam pelos mesmos tanques de agua, o0 que aumenta as chances de

contaminagao cruzada.

4. Concluséo

A forma séssil permitiu que um maior numero de cepas apresentasse
resisténcia a tetraciclina e uma maior susceptibilidade a amoxacilina/acido
clavulanico. Para os demais antimicrobianos nao houve alteracao significativa nos
perfis identificados. A presenca de cepas multirresistentes e resistentes as drogas
de escolha para o tratamento da campilobacteriose humana é preocupante em
ambas as formas de vida de C. jejuni. A CIM demonstrou que um maior numero de
cepas sado efetivamente resistentes a tetraciclina, quando comparado ao teste de
disco difusdo. A analise filogenética identificou clusters que indicam possivel
ocorréncia de contaminagcdo cruzada e de genodtipos persistentes no ambiente de

abate.
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621

622  Figura 1: Dendrograma de resultados de RAPD-PCR com os primers 1290 e HLWL,

623 utilizando a média de experimentos (average from experiments) com
624 toleréncia de 1,5% e método UPGMA com otimizacdo de 80%, pelo
625 programa GelCompar de 30 isolados de C. jejuni, oriundos de frangos
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627 cluster com 85,7% de homologia. Perfil C — cluster com 83,3% de
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630 cluster com 85,7% de homologia. ID — identificagdo das cepas. Date: data
631 de isolamento das cepas.
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As Tabelas

Tabela 1. Resisténcia aos antimicrobianos de 30 cepas de C. jejuni isoladas de
carcacas de frango de corte no Brasil, nos anos de 2015 a 2016 (plancténicas e
apds formacgao de biofime em MH e biofiime em MH com CJ).

o ] C. jejuni plancténicas  C. jejuni sésseis em MH  C. jejuni sésseis em MH + CJ
Antimicrobianos

n (%) n (%) n (%)
Amoxacilina/Ac. Clavulanico 18 (60,0)* 13 (43,3)* 10 (33,3)B
Azitromicina 4(13,35 3 (10,0~ 6 (20,0)A
Ciprofloxacina 18 (60,0)A 18 (60,0)A 19 (63,3)A
Eritromicina 6 (20,0 4(13,35 4(13,35
Tetraciclina 22 (73,3) 22 (73,3) 28 (93,3)8

MH: caldo Mueller Hinton; MH+CJ: caldo Mueller Hinton suplementado com 5% de chicken juice; n (%): frequéncia de cepas
classificadas como resistentes e intermediarias pelo teste disco difuséo. Letras diferentes na mesma linha indicam que ha
diferenca significativa (p<0,05) pelo teste binomial para duas proporgdes.

Tabela 2. Percentual de resisténcia de C. jejuni isolados de carcagas de frango de
corte no Brasil entre os anos de 2015 e 2016.

Numero de cepas (%) resistentes

conforme o nimero de classes de

Tratamentos o ] Total
antimicrobianos*
0 1-2 3-4
C. jejuni planctdnicas 3(10,0* 15 (50,0 12 (40,0 30 (100,0)
C. jejuni sésseis em MH 26,7 21(70,0° 7 (23,3 30 (100,0)
C. jejuni sésseis em MH + CJ 1(3,3* 21(70,0° 8 (26,7 30 (100,0)

MH: caldo Mueller Hinton; MH+CJ: caldo Mueller Hinton suplementado com 5% de chicken juice; * Os percentuais referem-se a
soma das cepas classificadas como resistente e intermediaria pelo teste de disco difusdo. Letras iguais na mesma coluna
indicam que n&o ha diferenga significativa (p<0,05) pelo teste do Qui-Quadrado.
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Tabela 3. Perfis de resisténcia aos antimicrobianos em 30 cepas de C. jejuni
planctdnicas isoladas de carcagas de frango de corte no Brasil entre os anos de
2015 e 2016.

Perfis Resisténcia a antimicrobianos Classes N (%)
A1 AMC 1 1(3,3)
A2 (AMC) 1 1(3,3)
A3 CIP 1 1(3,3)
A4 TET 1 2(6,7)
A5 (AMC) ERI 2 1(3,3)
AB AMC CIP 2 1(3,3)
A7 AMC TET 2 4(13,4)
A8 CIP TET 2 4(13,4
A9 (AMC) CIP TET 3 1(3,3)
A10 CIPERITET 3 2(6,7)
A11 AMC CIPTET 3 5(16,7)
A12 AMC AZM CIP TET 4 1(3,3)
A13  (AMC) AZM CIP ERI TET 4 1(3,3)
A14 AMC AZM CIP ERI TET 4 2(6,7)
A15  MULTI SENSIVEIS 4 3(10,0)
TOTAL 30(100)

(AMC): cepas com resisténcia intermediaria ao antimicrobiano amoxacilina/acido clavulanico. AMC: amoxicilina/acido
clavulanico (30 pg); CIP: ciprofloxacina (5 pg); AZM: azitromicina (15 pg); ERI: eritromicina (15 pg); TET: tetraciclina (30 pg); N

(%): Numero e percentual de cepas com o perfil de resisténcia; Perfis em negrito agruparam cepas de carater multirresistente
(A9 a A14).

Tabela 4. Perfis de resisténcia aos antimicrobianos em 30 cepas de C. jejuni sésseis
sem chicken juice isoladas de carcagas de frango de corte no Brasil entre os anos
de 2015 e 2016.

Perfis Resisténcia a antimicrobianos’ Classes? N (%)
B1 AZM 1 1(3,3)
B2 CIP 1 2(6,7)
B3 TET 1 4(13,3)
B4 AMC CIP 2 3(10,0)
B5 AMC TET 2 4(13,3)
B6 CIP TET 2 6 (20,0)
B7 AZM ERI TET 2 1(3,3)
B8 (AMC) CIP TET 3 2(6,7)
B9 AMC CIP TET 3 2(6,7)
B10 AMC CIP ERITET 4 2(6,7)
B11 AZMCIP ERITET 3 1(3,3)
B12  MULTI SENSIVEIS 4 2(6,7)
TOTAL 30(100)

(AMC): cepas com resisténcia intermediaria ao antimicrobiano amoxacilina/acido clavulanico. AMC: amoxicilina/acido
clavulanico (30 pg); CIP: ciprofloxacina (5 pg); AZM: azitromicina (15 pg); ERI: eritromicina (15 ug); TET: tetraciclina (30 pg); N
(%): Numero e percentual de cepas com o perfil de resisténcia.

Perfis em negrito agruparam cepas de carater multirresistente (B8 a B11).
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700 Tabela 5. Perfis de resisténcia aos antimicrobianos em 30 cepas de Campylobater
701 jejuni em biofilme com chicken juice isoladas de carcagas de frango de corte no
702  Brasil entre os anos de 2015 e 2016.

703
Perfis Resisténcia a antimicrobianos’ Classes? N (%)
C1 (AMC) 1 1(3,3)
Cc2 TET 1 3(10,0)
C3 (AMC) TET 2 4(13.4)
C4 AMC TET 2 1(3,3)
C5 CIPTET 2 11 (36,7)
C6 AZM ERI TET 2 1(3,3)
C7 (AMC) CIP TET 3 2(8,7)
Cc8 CIPERITET 3 1(3,3)
C9 AZM CIP TET 3 3(10,0)
c10 (AMC) AZM CIP ERI TET 4 1(3,3)
c1 AMC AZM CIP ERI TET 4 1(3,3)
C12 MULTI SENSIVEL 4 1(3,3)
TOTAL 30(100)
704 (AMC): cepas com resisténcia intermediaria ao antimicrobiano amoxacilina/acido clavulénico. AMC: amoxicilina/acido
705 clavulanico (30 pg); CIP: ciprofloxacina (5 pg); AZM: azitromicina (15 ug); ERI: eritromicina (15 pg); TET: tetraciclina (30 pg) ; N
706 (%): Numero e percentual de cepas com o perfil de resisténcia; Perfis em negrito agruparam cepas de carater multirresistente
707 (C7acC11).
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