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RESUMO

BADARO, Andréa Catia Leal, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, maio
de 2013. Qualidade de carcagas de frango de abatedouros do Estado
de Minas Gerais: ocorréncia de Campylobacter jejuni e perfil de
resisténcia a antimicrobianos. Orientador: José Benicio Paes Chaves.
Co-orientadores: Nélio José de Andrade e Regina Célia Santos
Mendonca.

A campilobacteriose € reconhecida como uma zoonose emergente de
distribuicdo mundial, sendo diagnosticada com frequéncia nos paises
desenvolvidos, e tem como principal agente causal o Campylobacter jejuni.
A maioria dos casos esta associada ao consumo ou manuseio de carne de
frango contaminada. Existem poucas informacgdes oficiais sobre a ocorréncia
de Campylobacter em frangos de corte no Brasil. Considerando a escassez
de trabalhos em Minas Gerais, objetivou-se estudar a ocorréncia de C. jejuni
em carcagas de frango resfriadas de abatedouros sob inspec¢ao do Servigo
de Inspecéao Federal (SIF) e do Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA), por
meio de identificagdo morfologica, bioquimica e molecular; avaliar a
qualidade da agua do sistema de resfriamento dos abatedouros; isolar e
identificar os contaminantes entéricos; avaliar o perfil de resisténcia
antimicrobiana dos microrganismos isolados durante o estudo, e obter
informagdes sobre as granjas, abatedouros e processos envolvidos no abate
das carcagas das amostras avaliadas. Das 30 unidades amostrais avaliadas,
36,7 % apresentavam-se contaminadas com C. jejuni. Dentre as 150
carcagas de frango avaliadas, 25 (16,7 %) apresentaram-se contaminadas,
sendo 22 (88 %) de abatedouros com SIF e 3 (12 %) eram do IMA. A ordem
das coletas ndo apresentou diferenca significativa (p > 0,05). Houve
diferenga significativa (p < 0,05) entre o tipo de inspecédo, sendo mais
frequente a contaminagcdo em carcagas dos abatedouros com inspegéao do
SIF. As contagens variaram entre 3,6 e 36 NMP.g"'. Nenhuma das amostras
de agua dos resfriadores por imersdo apresentou resultado positivo para
Campylobacter jejuni. Todas as 20 cepas de C. jejuni testadas

XV



demonstraram resisténcia aos diferentes tipos de antimicrobianos avaliados,
sendo que algumas apresentaram 72,2 % de resisténcia, podendo se tornar
um problema para a clinica médica. Todas as cepas foram resistentes aos
antimicrobianos Aztreonam, Cefalotina, Cefoxitina, Sulfa+trimetoprim e
Vancomicina, e 95 % das cepas testadas foram resistentes ao Acido
Nalidixico, Cefotaxima, Cefuroxima e a Ciprofloxacina. Todas as cepas
avaliadas apresentaram sensibilidade a Polimixina B. Outros antibiéticos
apresentaram diferentes graus de sensibilidade, como o Cloranfenicol (95
%), Gentamicina (85 %), Imipenem (75 %) e Amoxicilina+Acido Clavulanico
(75 %). Os contaminantes mais frequentemente isolados foram Proteus
mirabilis, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae. Todos contaminantes
isolados foram resistentes ao Acido nalidixico e & Vancomicina e maior
sensibilidade foi ao Aztreonam. Observou-se ainda que alguns
estabelecimentos ndo atendem as recomendagdes para garantia da
qualidade do processo de abate, principalmente no que diz respeito a
temperatura e teor de cloro da agua dos resfriadores por imersado. Estes
dados servem de alerta quanto a necessidade de se estabelecer, o quanto
antes, um possivel protocolo de medidas de prevencao e controle, tanto de
C. jejuni quanto de outros contaminantes entéricos nas carcagas de frango
de forma a garantir alimentos com padrdes sanitarios adequados a protecao
da saude do publico consumidor, bem como alertar as autoridades de saude
quanto ao uso indiscriminado de antimicrobianos, que pode comprometer a
eficacia das drogas no tratamento de infecgbes bacterianas em humanos e
animais. Por fim, sugere-se que mais estudos devam ser conduzidos para se
averiguar a origem da alta resisténcia observada em todas as cepas

isoladas.
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ABSTRACT

BADARO, Andréa Céatia Leal, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May,
2013. Quality of chicken carcasses from slaughterhouses in the State of
Minas Gerais: occurrence of Campylobacter jejuni and antimicrobial
resistance profile. Adviser: José Benicio Paes Chaves. Co-Advisers: Nélio
José de Andrade and Regina Célia Santos Mendoncga.

Campylobacteriosis is recognized as an emerging zoonosis of
worldwide distribution, and often diagnosed in developed countries, and its
main causal agent Campylobacter jejuni. This organism is commonly
conveyed to man for food of avian origin, with the majority of cases are
associated with the consumption or handling of contaminated chicken. By
contrast, there is little official information on the occurrence of foodborne
campylobacteriosis or prevalence data of Campylobacter in broiler chickens
in Brazil. Internationally, there are several studies showing the prevalence of
this bacterium and its resistance profile to some antimicrobials. Given the
scarcity of jobs in Minas Gerais, this research aimed to study the occurrence
of C. jejuni in chicken carcasses cooled in inspection of slaughterhouses
under Federal Inspection Service (SIF) and slaughterhouses inspected by
the Minas Gerais Institute of Agriculture (IMA), by identifying morphological,
biochemical and molecular; evaluate the water quality of the cooling system
of abattoirs; isolate and identify enteric contaminants; evaluate the
antimicrobial resistance profile of organisms isolated during the study, and
information on the farms, slaughterhouses and processes involved in
slaughtering the carcasses of the samples. Of the 30 sample units evaluated,
36.7 % were infected with C. jejuni. Of the 150 chicken carcasses evaluated,
25 (16.7 %) carcasses collected from 7 different establishments is presented
contaminated with C. jejuni, and 22 (88 %) were slaughterhouses with SIF
and 3 (12 %) were the IMA. The order of the samples showed no significant
difference (p > 0.05), however, significant differences (p < 0.05) between the
type of inspection being the most frequent contamination of carcasses in
slaughterhouses with inspection of SIF. Counts ranged between 3.6 and 36
NMP.g'1. None of the water samples by immersion coolers tested positive for
Campylobacter jejuni. All of the 20 strains of C. jejuni strains tested showed

resistance to different types of antimicrobials tested, some of which showed
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72.2 % resistance, and can become a problem for the medical clinic. All
strains were resistant to antimicrobials Aztreonam, Cephalothin, Cefoxitin,
and trimethoprim sulfa vancomycin, and 95 % of the strains were resistant to
Nalidixic Acid, Cefotaxime, Cefuroxime and Ciprofloxacin. All strains tested
were susceptible to Polymyxin B. Other antibiotics showed different degrees
of sensitivity to Chloramphenicol (95 %), Gentamicin (85 %), Imipenem
(75%) and Amoxicillin + Clavulanic Acid (75 %). The contaminants were
commonly isolated Proteus mirabilis, Escherichia coli and Klebsiella
pneumoniae. All contaminants isolates were resistant to Nalidixic acid and
Vancomycin was greater sensitivity to Aztreonam. It was also observed that
some establishments do not meet the recommendations for quality
assurance of the slaughter process, especially with regard to temperature
and chlorine content of the water immersion chillers. These data serve as a
warning as to the need to establish, as soon as possible, a possible protocol
for prevention and control of both C. jejuni as other enteric contaminants in
chicken carcasses to ensure adequate health food standards to protect
consumer health and to alert health authorities about the indiscriminate use
of antibiotics, which may compromise the effectiveness of drugs in the
treatment of bacterial infections in humans and animals. Finally, it is
suggested that further studies should be conducted to determine the origin of

the high resistance observed in all the isolates.
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CAPITULO |

1. INTRODUGAO GERAL

Nos ultimos 40 anos, alteragbes demograficas e no estilo de vida das
pessoas, bem como nas preferéncias dos consumidores, levaram a
mudancas na formulagao e distribuicdo dos alimentos. Para satisfazer as
necessidades de uma populagdo cada vez mais exigente, novas técnicas de
processamento, conservagdo e embalagem vém sendo incorporadas a
produgao dos alimentos. As redes de distribuicado se expandiram, tornaram-
se mais centralizadas e complexas, afetando as caracteristicas
epidemiologicas dos surtos e introduzindo novos riscos, possibilitando a
contaminacdo cruzada e o surgimento de novos patdégenos (CALIL et al.,
2008).

A combinacgéo entre o desenvolvimento tecnoldgico e as pesquisas e
seus resultados permite concluir que nas condigdes atuais € primordial
controlar o que esta sendo consumido como alimento, garantindo a
seguranga do consumidor. As doengas de origem alimentar causadas por
micro-organismos foram e continuam sendo um grande e crescente
problema de saude publica. A maioria dos paises com sistemas de vigilancia
dos casos de doengas de origem alimentar tém documentado aumentos
significativos, nas ultimas décadas, na incidéncia de doengas causadas por
micro-organismos em alimentos, incluindo patégenos como Salmonella spp.,
Campylobacter jejuni, Escherichia coli entero-hemorragica, e parasitas tais
como Cryptosporidium, Cryptospora e Trematodes (OMS, 2008).

Dados da Organizagao Mundial de Saude mostram que cerca de 2,2
milhdes de pessoas, 1,9 milhdes delas criangas, morrem, anualmente, em
consequéncia de doengas diarreicas transmitidas por alimentos ou agua
contaminados (OMS, 2012).

O aumento da incidéncia de doengas de origem alimentar por perigos
microbiolégicos é o resultado de uma multiplicidade de fatores, todos

associados as mudangas do mundo atual, como por exemplo, o perfil



demografico esta alterando, com proporgdes crescentes de pessoas mais
suscetiveis aos micro-organismos dos alimentos; mudangas na ecologia
microbiana; sistemas complexos de distribuicao de alimentos; mudangas nas
praticas agricolas (produgao primaria); preferéncia crescente para carnes e
aves nos paises em desenvolvimento (BROWN e STRINGER, 2002;
FIGUEIREDO e MIRANDA, 2008).

Por tradicdo, a preocupagcédo com a seguranga dos alimentos se
baseava na eventual presenca de residuos quimicos do meio ambiente, de
medicamentos ou outros agentes toxicos susceptiveis de acumulo nos
tecidos animais. Recentemente, as descobertas de patdégenos microbianos
inécuos aos animais, mas nocivos ao homem, mudaram esta perspectiva.
Na medida em que a promogao e a garantia da seguranca alimentar vém
sendo incorporadas aos planos estratégicos dos governos, estudos sobre
condigdes higiénicas e praticas de manipulagcéo e preparo de alimentos vém
sendo conduzidos em todo o mundo e também no Brasil.

E reconhecida a importancia da qualidade e do controle que incluam
principios gerais de higiene de alimentos e as Boas Praticas de Fabricacao
(BPF), como base para a efetiva implantagdo do Sistema de Analise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) (FAO/OMS, 2007). As BPF’s
devem ser adotadas pelos produtores de alimentos a fim de garantir a
qualidade sanitaria e a conformidade dos produtos alimenticios com as
normas técnicas (BRASIL, 2002).

Nas quatro ultimas décadas Campylobacter spp. reapareceu como
micro-organismo emergente e despontou como importante agente de
gastroenterite de origem alimentar em varias partes do mundo, pois, além de
causar transtornos digestivos agudos as pessoas afetadas, pode causar
efeitos crénicos de longa duragao (BUTZLER, 2004; FREITAS e NORONHA,
2007).

A campilobacteriose € uma zoonose de distribuicdo mundial, sendo o
Campylobacter jejuni considerado um micro-organismo extremamente
ubiquitario, encontrando-se tanto disperso no ambiente, como também
assumindo o papel de agente patogénico ou comensal do trato
gastrointestinal de animais domésticos e selvagens. A relevancia das aves

como portadoras intestinais de C. jejuni tem sido demonstrada através da
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elevada frequéncia em isolados de material fecal e de carcagas de frangos
(SCARCELLI e PIATTI, 2002; CALIL et al., 2008)

A via de transmissao para o ser humano ¢é atribuida ao contato direto
com animais portadores e ao consumo de agua e alimentos de origem
animal contaminados, principalmente as carnes de aves mal processadas
(SCARELLI et al., 1998; CALIL et al., 2008).

Em fungao das exigéncias cada vez maiores do mercado internacional
de carne de frango, o monitoramento e o controle da contaminagao das
carcacgas por Campylobacter jejuni sao preocupagdes mundiais (SCARCELLI
e PIATTI, 2002; CARVALHO, 2009; LOPES, 2009).

Este estudo apresenta como objetivo geral a produgcdo de um
diagndstico acerca da contaminagdo dos frangos abatidos no Estado de
Minas Gerais quanto a presenca de Campylobacter jejuni.

Especificamente, buscou-se estudar a ocorréncia de C. jejuni em
carcagas de frango resfriadas de abatedouros sob inspecao do Servigo de
Inspecao Federal (SIF) e do Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA), por
meio de identificagdo morfologica, bioquimica e molecular; avaliar a
qualidade da agua do sistema de resfriamento dos abatedouros; isolar e
identificar os contaminantes entéricos; avaliar o perfil de resisténcia
antimicrobiana dos microrganismos isolados durante o estudo, e obter
informagdes sobre as granjas, abatedouros e processos envolvidos no abate
das carcacas das amostras avaliadas, e estabelecer um perfil dos
abatedouros pesquisados quanto aos fatores que podem estar influenciando
0 quadro microbiolégico encontrado nas amostras do estudo.

Soma-se a tais objetivos a emissao de relatérios para os servigos de
inspecao do IMA e SIF, assim como para os abatedouros participantes do
estudo, a cerca dos resultados obtidos nas analises realizadas e as
possiveis estratégias a serem implementadas para melhoria do quadro

encontrado.



2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1. Producgao e comércio brasileiro de frango

A carne de frango é rica em proteinas e aminoacidos essenciais,
sendo o peito sem pele, o corte que apresenta o maior indice dessas
substancias. Também é fonte importante de vitaminas do complexo B e
minerais, tais como ferro, potassio, zinco e magnésio. Além disso, a carne
de frango custa, em geral, menos da metade do prego da carne bovina
(UBABEF, 2010).

Desde meados dos anos 80, a producédo de carne de frango tem se
expandido ano apo6s ano. Grande parte deste crescimento pode ser
explicada pelos avangos tecnoldgicos no setor, nas areas de genética,
nutricdo e sanidade, tendo sido impulsionado pelo crescimento da demanda
associada a mudanga no padrao de consumo, ou seja, ao processo de
substituicdo de carne vermelha pela branca (CARVALHO et al., 2008;
CARVALHO, 2009).

O Brasil € o terceiro produtor e maior exportador mundial de frangos.
Incentivadas pelo crescimento constante da produgao de aves de corte, as
industrias experimentam destacado desenvolvimento tecnolégico, com a
sofisticacdo dos produtos e disputa crescente pelo mercado internacional.
Além de ser uma poténcia mundial na criagdo de frangos de corte, o pais
ainda possui status sanitario de exceléncia por ser um pais livre de doencgas
como Newcastle e Influenza Aviaria (OLIVEIRA, 2006; FONSECA, 2006;
MEDEIRQOS, 2011).

Em 2011, a média per capita de consumo de carne de frango no
Brasil foi de 47,5 kg, o que equivale a média de paises desenvolvidos como
os EUA e Uniao Europeia (UBABEF, 2012).

Dado o numero de animais, em 2011, o Brasil encerrou o ano com 1,1
trilhdes de cabecgas de frangos e pintos (IBGE, 2011). Deste efetivo, o
Estado de Minas Gerais contribuiu com 9 % (206,4 milhdes de cabecas),
sendo o0 5° maior produtor do pais, atras do Parana (22,3 %), S&o Paulo (17
%), Santa Catarina (15 %) e Rio Grande do Sul (12,3 %). O volume total



abatido em Minas Gerais foi de 406 mil toneladas, sendo a participagéo
mineira de 8,3 % do volume nacional de abate. Considerando os municipios,
Para de Minas foi o que mais produziu frangos em 2011, com 12,3 milhdes
de aves, e 1,2 % do total do pais (IBGE, 2011).

Neste mesmo ano, o pais produziu cerca de 13 milhdes de toneladas
de carne de frango, com um crescimento em torno de 6 % em relagdo a
2010, quando foram produzidas 12,3 milhdes de toneladas. Este resultado o
mantém no terceiro lugar entre os maiores produtores mundiais, atras dos
Estados Unidos e China, que apresentaram producio de 16,7 e 13,3 milhdes
de toneladas respectivamente (UBABEF, 2012).

Deste volume, 3,9 milhdes de toneladas foram destinados a
exportacdo, sendo 56 % de cortes de frango e 35,5 % de frangos inteiros.
Um aumento de 1,3 % em relagdo a 2010, com geragdo de uma receita de
USS$ 6,7 bilhdes, correspondendo um crescimento de quase 35 %.

A producéo avicola brasileira representa hoje 1,5 % do PIB, gerando
cerca de 5 milhdes de empregos diretos e indiretos e quase US$ 7 bilhdes
apenas em exportagdes. Do total de carne de frango produzida, 70 % sao
destinadas ao mercado doméstico e os 30 % restantes sdo embarcados
para 153 paises (ABEF, 2008; UBABEF, 2010; MEDEIRQOS, 2011).

A Figura 1 ilustra os maiores exportadores de carne de frango.

W Brasil

| Estados Unidos

m UE-27
Tailandia
China

= Qutros

37%

Figura 1. Paises exportadores de carne de frango
Fonte: UBABEF, 2012.

Estes dados refletem a importancia da avicultura brasileira, um dos
setores mais consideraveis da economia nacional (ABEF, 2008). O
desempenho nas exportagdes representa um atestado de qualidade e
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sanidade para o produto brasileiro, por parte dos mais variados e exigentes
importadores. Portanto, € imprescindivel que se dedique uma maior atencao
a gestao da qualidade em toda a cadeia de produgdo avicola associada a
seguranga alimentar, ou seja, as caracteristicas da qualidade quanto a
sanidade dos animais, auséncia de substancias nocivas e aos padrdes

microbioldgicos.

2.2. Doencgas microbianas de origem alimentar

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), Doenga de
Origem Alimentar (DOA) é um termo genérico, e pode ser definida como
aquela, de natureza infecciosa ou tdxica, causada por agentes que entram
no organismo por meio da ingestdo de alimentos contaminados (OMS,
2012).

O termo é aplicado para identificar uma sindrome em geral constituida
de anorexia, nauseas, vomitos e/ou diarreia. As DOA sado atribuidas a
ingestdo de agua ou alimentos contaminados com bactérias, virus, parasitas,
toxinas, prions, agrotéxicos, produtos quimicos e metais pesados. O quadro
clinico das DOA depende portanto do agente etiolégico envolvido, e pode
variar de um leve desconforto intestinal até quadros extremamente criticos,
com desidratagdo grave, diarreia sanguinolenta, insuficiéncia renal aguda
(sindrome hemolitica urémica) e insuficiéncia respiratoria (BRASIL, 2008b).

A Resolucao da Diretoria Colegiada n° 12 de 02 de janeiro de 2001,
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (RDC 12/2001 da ANVISA), que
estabelece os padrdes microbiolégicos para alimentos destinados ao
consumo humano, define doenga de origem alimentar, como aquela
‘causada pela ingestdo de um alimento contaminado por um agente
infeccioso especifico, ou pela toxina por ele produzida, por meio da
transmissao desse agente ou de seu produto toxico” (BRASIL, 2001).

Mais de 250 diferentes tipos de DOA sao descritas e as mais
conhecidas s&o colera, febre tifoide, botulismo, salmonelose, estafilococose
e colibacilose, sendo a campilobacteriose considerada uma DOA emergente
(BRASIL, 2008b).

De modo geral, estas enfermidades sao identificadas por sintomas
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gastrintestinais, sobretudo diarreia, vomitos e dores abdominais. Ressalte-se
que, além das bactérias, outros organismos podem causar diarreia mediante
a ingestdo de alimentos, incluindo protozoarios e virus. No entanto, as
bactérias sdo de maior importancia e maior ocorréncia, sendo as unicas
cujos limites sdo definidos pela legislagado para alimentos (BRASIL, 2001).

A frequéncia real das doengas de origem alimentar € desconhecida, e
apenas alguns paises possuem sistemas efetivos de informag¢ao. Na maioria
dos paises, uma pequena parcela dos casos sao registrados. Acredita-se
que os registros da incidéncia das doencgas de origem alimentar seja menor
do que 1 % do valor verdadeiro (OMS, 2012).

Em geral, o aumento da incidéncia das DOA resulta em impacto
socioeconémico para a populagdo humana e prejudica as negociagdes
internacionais de alimentos (HANASHIRO, 2002; SANTOS, 2006).

Dados estatisticos sobre patdégenos de origem alimentar e sobre seu
impacto socioeconbmico mundial demonstram que o tratamento das
enfermidades causadas por estes agentes tém altos custos e elevado
numero de mortes. Na Africa, Asia, e na América Latina, ocorrem mais de 1
bilhdo de casos de gastroenterites por ano em criangas menores de 5 anos
de idade, estimando-se que ocorra cerca de 5 milhdes de ébitos. No México
e Tailandia, metade das criancas entre 0 e 4 anos de idade sofrem de
enterite causada por Campylobacter. Na Europa ocorrem 50 casos de
gastroenterites agudas em cada mil habitantes. Na Holanda, aproxima-
damente 300 casos/mil pessoas ocorrem anualmente. Na Irlanda do Norte e
na Republica da Irlanda, mais de 3,2 milhdes de episddios de gastroenterites
sdo relatados a cada ano. Na Australia, 54 milhdes de casos de
gastroenterites de origem alimentar ocorrem anualmente. Na Inglaterra, 9,4
milhdes de pessoas sofrem de gastroenterite aguda por ano ano, e os
principais micro-organismos que contribuem sao Norovirus, Campylobacter,
Rotavirus e Salmonella spp. do tipo nao tiféide (BHUNIA, 2008).

Em 2009, o Centro de Controle e Prevencédo de Doengas (CDC), nos
Estados Unidos, érgéo responsavel por gerir a Rede de Vigilancia Ativa de
Doencas de Origem Alimentar (FoodNet), identificou 17.468 casos de

infeccoes de origem alimentar confirmados em laboratério, destacando-se a



incidéncia de infeccbes causadas por Campylobacter, Listeria, Salmonella,
Escherichia coli 0157, Shigella, Yersinia e Vibrio (CDC, 2010a).

Perdas econbmicas anuais pelo resultado de mortes, doengas,
auséncias no trabalho, perda de mao de obra e perda de produto alcangam
cerca de US$ 35 bilhdes. Soma-se a isto, o fato de que alguns tipos de
gastroenterites agudas de origem alimentar deixam sequelas que podem
resultar em doencas reumatdides cronicas, espondilites, sindrome urémica
hemolitica e aterosclerose devido a deposi¢cao de lipidios nas artérias,
sindrome de Guillain-Barré por infecgbes por Campylobacter e doengas
autoimunes, como a encefalite alérgica e a polineurite (BHUNIA, 2008).

No Brasil, a ocorréncia de surtos é de notificacdo obrigatéria desde
1999, conforme Portaria GM/MS n° 1.461, de 22/12/99, mas a subnotificacao
€ evidente. Na maioria das vezes, isto ocorre porque a doenca manifesta-se
de forma leve, sem necessitar de tratamento médico. Desta forma, o
consumidor, em geral nao considera importante a ocorréncia de disturbios
gastrintestinais esporadicos, além de desconhecer que pode e deve
denunciar, contribuindo para evitar novos casos. Colabora ainda para a
subnotificagdo, a rotina sobrecarregada dos servigos de saude, que
negligenciam a notificagao dos surtos de doengas de origem alimentar. Este
€ um fendbmeno mundial e os numeros de casos notificados representam
apenas um pequeno percentual do real (BRASIL, 1999; VARGAS, 2002).

Assim, o perfil epidemiolégico das doengas de origem alimentar no
Brasil ainda é pouco conhecido e carente, pois apenas alguns estados e/ou
municipios dispdem de estatisticas e dados sobre os agentes causadores
das DOA, os alimentos mais frequentemente envolvidos e os fatores
contribuintes (VARGAS, 2002).

2.3. O agente Campylobacter jejuni
2.3.1. Histérico e caracterizagao do agente
Patégenos emergentes sdo por definigho os micro-organismos

infectantes cuja incidéncia tem aumentado ou é provavel que aumente nas

proximas décadas em razdo de mudangas demograficas, nos habitos
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alimentares, nas praticas de preparo, comeércio, fontes de agua ou fatores
ambientais. Estas mudangas proporcionam vantagens seletivas para
patdgenos de agua ou de alimentos (GUGNANI, 1999; CALIL et al., 2008).

A campilobacteriose é reconhecida como um problema veterinario
desde o inicio do século 20, quando o primeiro isolamento foi relacionado
com o aborto infeccioso de ovelhas e cabras (JAY, 2005; CALIL et al., 2008).

Campylobacter jejuni despontou como uma bactéria emergente
importante, sendo a causa mais comum de diarreia em criangas de paises
em desenvolvimento e a causa primaria de enterites em regides
industrializadas (CARVALHO et al., 2001).

Em 1946 foi descrito um surto de diarreia em humanos, sugerindo-se
a ingestao de leite cru como a provavel via de transmissao, estabelecendo
assim, a primeira infeccdo humana relacionada ao Campylobacter spp.
(PINHEIRO, 2003; CALIL et al., 2008).

Até 1963, as espécies de Campylobacter eram classificadas como
pertencentes ao género Vibrio, e foi quando Sebald e Véron (1963)
propuseram a criagdo do género Campylobacter (do grego campylo = curvo
e bacter = bacilo), com base na taxa Guanina/Citosina (G+C) do DNA, uma
vez que para o género Vibrio a taxa oscilava em torno de 47 %, enquanto
que para o género Campylobacter era de 30 a 40 %. Considerando estudos
filogenéticos, Véron e Chateleine (1966) propuseram a inclusdo do género
Campylobacter na familia Spirillaceae. Krieg (1984) propés que o género
Campylobacter nao fosse mais incluido na familia Spirillaceae, por
apresentar caracteristicas filogenéticas distintas. Corroborando estas
hipéteses, Vandamme e Del Ley (1991) avaliaram as caracteristicas
fenotipicas e genotipicas pela hibridizagdo DNA-rRNA e propuseram a
criacdo da familia Campylobacteraceae, a qual pertencem os géneros
Arcobacter e Campylobacter (Figura 2).

O género Campylobacter engloba 17 espécies, 6 subespécies e 3
biotipos. As espécies mais frequentemente isoladas de animais e diarreia
humana sao: C. jejuni subsp. jejuni, C. jejuni subsp. doylei, C. coli, C. lari, C.
upsaliensis e C. helveticus. Ja as espécies C. consisus, C. showae, C.
curvus, C. rectus, C. gracialis, C. mucosalis, C. sputorum e C. hominis

parecem estar mais relacionados a cavidade oral humana, a excegao de C.
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hominis que foi encontrato no intestino grosso humano e de C. sputorum que

também foi isolado do trato genital e entérico de animais.

Ordem: Campylobacterales

Familias: Campylobacteriaceae Helicobacteraceae

Géneros: Arcobacter Helicobacter
Campylobacter Sulfuricurvum
Dehalospirillum Sulfurimonas
Sulfufospirillum Sulfurovorum
Thiovulum Wolinella

Figura 2. Nomenclatura de grupo filogenético da superfamilia VI de
rRNA.
Fonte: Adaptado de Euzéby (2010).

O grupo ainda compreende as espécies C. fetus subsp. fetus, C. fetus
subsp. venerealis, C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis, C. hyointestinalis
subsp. lawsonii e C. laniane, que apresentam maior diversidade de habitat.
O C. fetus esta implicado em disfungdo do aparelho reprodutivo de varios
animais; C. hyointestinalis € de origem entérica e também encontrada no
estdmago de suinos e C. laniane, isolado a partir de fezes de trabalhadores
sadios de abatedouros (ON, 2001; WOO et al., 2002; FOSTER et al., 2004;
CALIL et al., 2008; LOPES, 2009; EUZEBY, 2010; MEDEIROS, 2011).

Campylobacter jejuni subsp. jejuni, C. coli e C. lari representam o
grupo de bactérias denominadas termofilicas, dado a temperatura 6tima de
multiplicagdo oscilar entre 42 e 43 °C, e constituem as espécies de
Campylobacter mais frequentemente isoladas de enterites humanas e
animais (WOO et al., 2002; FOSTER et al., 2004; CALIL et al., 2008).

As bactérias do género Campylobacter apresentam-se como
bastonetes em forma de virgula, “S”, asa de gaivota ou espiral, cujas
dimensdes variam entre 0,2 a 0,9 um de largura por 0,5 a 5 um de

comprimento (Figura 3). Sdo bactérias gram-negativas, microaerdfilas, ndo
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hemoliticas, ndo esporuladas e as colénias frequentemente nao sao
pigmentadas (CALIL et al., 2008).

Figura 3. Morfologia de Campylobacter spp. sob coloragdo de Gram.

Bastonetes delgados gram-negativos. Aumento de 1000X.
Fonte: Dados da pesquisa.

Sao moveis por meio de flagelo unico em uma ou ambas
extremidades, possuem movimento caracteristico em “serrote” ou “saca-
rolha”, que pode ser observado claramente em microscépio de contraste de
fase ou de campo escuro. Apresentam metabolismo do tipo aerdbico e ndo
utilizam carboidratos como fonte de carbono (VANDAMME e DEL LEY,
1991; HOLT et al., 1994; CALIL et al., 2008).

A medida que os cultivos envelhecem (células com mais de 48 horas),
ou sob condi¢des adversas de cultivo, os bacilos espiralados ou curvos sao
substituidos por formas esféricas, podendo tornar-se predominantemente
cocoide, o que representa um estagio degenerativo de seu ciclo de vida,
sem levar a perda de seu poder infectante (NACHAMKIN, 2007; CALIL et al.,
2008).
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A transicdo da morfologia celular vibriode para uma forma cocoide
ocorre na fase estacionaria do crescimento e, durante esse processo, nao
sdo detectaveis por metodologias convencionais, que corresponde a forma
viavel, mas nao cultivavel (VNC). Ou seja, ficam incapazes de mutiplicar em
meios seletivos de isolamento, mas podem ser transmitidas e causar
infeccdo em humanos (BOVILL e MACKEY, 1997; ALTEKRUSE et al., 1999;
FORSYTHE, 2002; LEE e NEWELL, 2006; LOPES, 2009). Esta
caracteristica representa um perigo potencial a saude publica e é de grande
importancia em microbiologia de alimentos, uma vez que um alimento depois
de analisado pode ser classificado como proprio para o consumo embora
apresente células desse patégeno nado detectadas previamente
(FORSYTHE, 2002).

As bactérias do género Campylobacter sao sensiveis a altas taxas de
oxigénio. De acordo com diferentes autores, desenvolvem-se melhor em
atmosfera que contenha as seguintes concentragdes de Oz e CO,: 5 - 10 %
de Oz e 3 -5 % de CO, (ADAMS e MOSS, 1995),3-15% de O, e3-5%
de CO, (JORDAN e PATTISON, 1996) e 3 - 6 % de Oz e 10 % de CO, (JAY,
2005).

Bolton et al. (1984) observaram que para aumentar a tolerancia ao
oxigénio os meios devem conter sulfato ferroso, metabissulfito de sddio,
piruvato de sodio, cuja combinagcdo é chamada de FBP, além de carvao e
sangue. Estas substancias irdo prevenir acumulo de foto-derivativos do
oxigénio nos meios de cultura e neutralizar o peréxido de hidrogénio e ions
superoéxido, produzidos durante a multiplicagdo nos meios de cultura, por
serem téxicos para Campylobacter, além de neutralizar os inibidores da
trimetoprima (KUANA et al., 2008a; SILVA et al., 2010; MOURA, 2010).

Debruyne et al. (2008) relataram que esta bactéria n&o tem atividade
de fermentacédo e oxidagao de carboidratos, de lipase e de lecitinase, nao
formam produtos finais acidos ou neutros, ndo tem a produgdo de indol,
acetoina e qualquer tipo de pigmento. A energia € obtida pelos aminoacidos
ou ciclo intermediario do acido tricarboxilico. A maioria das espécies reduz
nitratos, n&do hidrolisam gelatina, caseina, tirosina e hipurato, sendo este
ultimo somente hidrolisado pelo C. jejuni. O teste é negativo para vermelho

de metila ou o teste Voges-Proskauer. A oxidase € positiva para
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praticamente todas as espécies, com exceg¢ao do C. gracilis. O teste da
urease também €& negativo para a maioria das espécies de Campylobacter
com excegédo de algumas cepas de C. lari (MOURA, 2010).

Apresentam comparativamente um crescimento lento, demandam
cerca de 48 horas para formar colonias visiveis em meio sélido a 42 + 1 °C.
As espécies sao identificadas principalmente baseando-se na capacidade de
se multiplicar em diferentes condi¢gdes de cultivo e na presenga de varias
substancias inibitérias. Nado sdo capazes de resistir a temperatura de cocgao
e de pasteurizacdo, ndo proliferam abaixo de 28 °C e mal resistem a
temperatura ambiente. Mesmo que sua viabilidade diminua durante o
armazenamento em refrigeragdo ou em congelamento, podem permanecer
viaveis durante muito tempo e tem-se registrado sobrevivéncia no leite e em
agua a 4 °C apoOs armazenamento por quatro semanas e em carcaga de
aves abatidas apds varios meses (ADAMS e MOSS, 1995; CALIL et al.,
2008). Segundo Frazier e Westhoff (1993), estas espécies sao inativadas a
temperaturas acima de 45 a 50 °C.

Para reduzir a competicdo com outros tipos de bactérias, os meios
devem conter combinagdes dos antibidticos como cefoperazona,
trimetoprima, vancomicina, rifampicina, anfotericina B e cicloeximida. A
vancomicina inibe as bactérias gram positivas, a trimetoprima inibe Proteus,
a cefoperazona inibe bactérias Gram negativas entéricas e algumas Gram
positivas, e a anfotericina B e a cicloeximida inibem fungos (SILVA et al.,
2007).

As espécies do género Campylobacter possuem uma microcapsula
de glicoproteina (K), antigenos somaticos (O) tipicos das bactérias Gram
negativas e antigenos flagelares (H). Tem-se demonstrado que a capsula
glicoproteica € antifagocitaria (CALIL et al., 2008). Antigenos maijoritarios
incluem as proteinas porina, flagelina e a CadF, que facilitam a ligagdo das
células de Campylobacter a fibronectina, desempenhando importante fungao
no processo de adesdo a mucosa intestinal da célula hospedeira (PEREZ-
PEREZ e BLASER, 1991; ZIPRIN et al., 1999; OLIVEIRA, 2006).

A dose infectante ¢ em torno de 5 x 10° bactérias em alguns
individuos e em outros seria necessario uma quantidade maior. A taxa de

letalidade estimada para as infec¢des por C. jejuni é de 1 (um) 6ébito por dez
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mil casos. Obitos sdo raros em individuos saudaveis e costumam ocorrer em
pacientes com cancer ou outras doencas debilitantes. O periodo de
incubacédo varia de 2 a 5 dias apds a ingestdo de agua ou alimentos
contaminados. A duragao da doencga é de 7 a 10 dias e reincidéncias nao
s&o incomuns (CVE, 2011; COSTA, 2012).

O mecanismo pelo qual C. jejuni causa doengas em humanos ainda
nao esta completamente elucidado. Dois tipos de diarreias s&o observados:
uma diarreia inflamatéria, com febre, fezes sanguinolentas contendo
leucocitos, e uma diarreia ndo inflamatoria, com fezes aquosas e auséncia
de leucdcitos e sangue. Investigacbes da patogenicidade de Campylobacter
permitiram reconhecer quatro propriedades diferentes de viruléncia:
motilidade, aderéncia, invasao e produgao de toxina.

O formato curvo da célula e o movimento tipico em “saca-rolha”
conferido pelos flagelos facilitam o contato com o epitélio do intestino, o que
permite a adesado e a penetragdo na célula intestinal (FERNANDEZ, 2008;
LOPEZ, 2009). A adesao da bactéria na superficie epitelial € importante no
processo de colonizagdo, e pode ser mediada por estruturas fimbriais
presentes na superficie bacteriana. A invasao do epitélio celular pode ser
observada in vitro e in vivo. No entanto, o grau de invasdo é normalmente
baixo, com menos de 1 % em testes in vitro. Desta forma, a producéo de
toxina é considerada o fator mais importante. Espécies de Campylobacter
produzem trés tipos de toxinas que contribuem de forma relevante para sua
enteropatogenicidade (SOLOMON e HOOVER, 1999; FORSYTHE, 2002;
OLIVEIRA, 2006):

a) As enterotoxinas termossensiveis sdo proteinas secretadas que se
ligam a receptores celulares, dentro da célula, e aumentam a concentragcéo
de AMP ciclico das células intestinais, e causa mudangas no fluxo de ions e
excesso de secregao do fluido, o que resulta em diarreia aquosa. A
enterotoxina de Campylobacter € homologa a toxina do Vibrio cholarae e a
toxina termolabil de E. coli.

b) As citotoxinas sdo proteinas que causam danos as ceélulas intestinais
como um pré-requisito para o inicio da secregao de liquidos; sédo invasivas e
destroem as células-alvo. Seu modo de agao pode ser tanto intracelular

quanto pela formacdo de poros nas células. As citotoxinas intracelulares
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inibem a sintese proteica da célula ou a formagao de filamento de actina. As
citotoxinas que causam formacdo de poros nas células-alvo podem ser
detectadas por sua atividade litica nos eritrocitos, e resultam em diarreia
inflamatdria, com presencga de sangue e leucdcitos nas fezes.

c) As toxinas citoletais distensoras afetam o ciclo regulatorio da célula
hospedeira. As toxinas inibem a desfosforilagdo da proteina-quinase cdc2,
impedem que as células realizem mitose e também pode causar diarreia.

Embora a maioria das infecgbes seja auto-limitante, sdo comuns as
recidivas do quadro clinico. Nos casos de bacteremia, pode ocorrer alta
mortalidade (BLASER, 1982; GERMANO e GERMANO, 2008).

Além da gastroenterite, C. jejuni € capaz de causar uma grave
doencga, a Sindrome de Guillain-Barré (SGB), uma perturbacao resultante da
resposta imune, em que anticorpos causam a desmielinizacdo dos nervos,
impedindo os impulsos nervosos e culminando numa progressiva paralisia
neuromuscular aguda, de membros e musculos respiratorios. Estima-se que
essa complicagdo ocorra, aproximadamente, uma vez a cada 1000 casos de
campilobacteriose (ALTEKRUSE et al., 1999; BHUNIA, 2008). Mais de 40 %
dos pacientes com SGB tém evidéncia de infeccdo recente por
Campylobacter spp., podendo 5 % chegar ao ébito (STERN et al., 2001).

O mecanismo imunolégico, bem como os antigenos envolvidos ainda
sdao pouco conhecidos, mas o0 processo parece ser semelhante a uma
resposta imune primaria. Na polineuropatia inflamatoria aguda demielinante
a evolugao dos sintomas pode ser rapida; em geral ocorre em poucos dias,
embora possa ser fulminante, envolvendo dependéncia respiratéria em 24 a
48 horas. A principal manifestacdo € uma paralisia ascendente com um
comprometimento sensorial de leve a moderado. Febre no inicio dos
sintomas neurolégicos pode confundir o diagnéstico (ASBURY, 2000;
COSTA, 2012).

Em analises soroldgicas realizadas no Japao, observou-se que de 35
a 40 % dos pacientes com SGB tinham sido infectados recentemente,
sugerindo que os anticorpos dirigidos contra determinados sorotipos de C.
jejuni reagem cruzadamente com as proteinas dos nervos periféricos,
causando a sua degeneragao (SCARCELLI e PIATTI, 2002; COSTA, 2012).
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Aproximadamente 20 % dos pacientes com Guillain-Barré sofrem
sequelas motoras e em 5 % ha obito, apesar dos avangos nos cuidados dos
disturbios respiratérios (KUROKI et al., 1993; CARVALHO, 2009).

Dourado et al. (2003) pesquisaram a SGB em pacientes do Rio
Grande do Norte — Brasil, no periodo de junho de 1994 a novembro de 1999,
e detectaram em 8/21 (38,1 %) dos pacientes o anticorpo anti-C. jejuni.
Rocha et al. (2004) avaliaram 95 casos de pacientes com Guillain-Barré
internados no Hospital Santa Marcelina em Sao Paulo — Brasil, e
observaram que em 12 % dos casos houve relato de gastroenterite prévia
antes do aparecimento dos sintomas da Sindrome. Desde a erradicagao da
poliomielite em grande parte do mundo, a SGB tornou-se a causa mais
comum de paralisia flacida aguda (FORSYTHE, 2002; CARVALHO, 2009).

A Sindrome de Reiter € outra consequéncia decorrente da infecgao
associada a essa bactéria, que ocorre em cerca de 1 % dos pacientes, 7 a
10 dias apos o inicio da diarreia e caracteriza-se por dor nas articulagbes
que pode durar varios meses ou se tornar crénica (ALTEKRUSE et al., 1999,
STERN et al., 2001).

2.3.2. Surtos de infecgoes de origem alimentar associados a
Campylobacter spp.

A ocorréncia de infec¢gdes associados a Campylobacter notificadas
tem aumentado notadamente em muitos paises desenvolvidos nos ultimos
20 anos. A falta de notificacdo € um problema na maioria dos paises e as
taxas de incidéncia s6 correspondem aos casos confirmados em laboratério.
Em consequéncia, a verdadeira taxa de infecgao € maior do que o numero
de casos notificados, estimada entre 7,6 a 100 vezes mais alta (FAO, 2011).

Causador de enterite no homem e pertencente ao grupo de
Campylobacter termdfilos, acredita-se que mais de 95 % dos casos de
gatroenterites humanas sejam associadas a C. jejuni (PARK, 2002; CDC,
2008). Estima-se que, anualmente, mais de 2,5 milhdes de casos de enterite
ocorram por C. jejuni, em todo mundo, indice que ja supera os casos de
samonelose e em muito os casos de shigelose (MADALOZZO et al., 20073;
CDC, 2010b).
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Rantsiou e colaboradores (2010) destacam que, além de medidas de
biosseguranga no nivel de produg&o primaria, nenhuma outra medida oficial
de controle tem sido recomendada para o controle deste patdgeno. Isto € em
decorréncia da falta de dados quantitativos sobre a prevaléncia e o nivel de
contaminagao de diferentes produtos alimenticios com Campylobacter spp.,
nao permite uma avaliagao quantitativa dos riscos.

Pesquisas sobre a epidemiologia da campilobacteriose em seres
humanos vém sendo realizadas em paises da Unido Europeia e nos Estados
Unidos. Segundo Fonseca (2006), outros paises menos desenvolvidos como
China, México, Chile, Guatemala, Peru, Singapura, Libéria, Africa do Sul e
Bangladesh, também tém pesquisado a doenga, mas ainda ndo criaram uma
tradicao de diagnosticos.

Em termos gerais, a dose infectante oscila entre 10% a 10* células
e o periodo de incubagdo pode variar de 1 a 7 dias, e os sintomas
persistem por 2 a 10 dias, com excrecédo de 10° a 10° células de C. jejuni
por grama de fezes (CALIL et al., 2008).

Pacientes portadores de AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida) e pacientes com algumas outras imunodeficiéncias individuais
podem desenvolver infecgbes severas, persistentes ou recidivantes. A
infeccao por C. jejuni em pessoas em estagio avancado de AIDS é cerca
de 40 vezes mais frequente do que na populagdo em geral (AWWA,
20009).

A campilobacteriose é mais frequente nos meses de verdo. De
acordo com a FDA (2004), a suscetibilidade é geral, embora criangas
menores de 5 anos e adultos jovens entre 15 a 29 anos, sejam mais
acometidos do que outras idades. Ha um predominio de homens dentre as
pessoas infectadas, desde a infancia até a velhice. As razbes destas
distribuicbes etaria e sexual sdo ainda desconhecidas.

As gastroenterites por C. jejuni sao relatadas, em geral como casos
esporadicos, embora os surtos também possam ocorrer (HOBBS e
ROBERTS, 1999). A maioria deles sdo infecgbes esporadicas ou surtos em
pequenas familias, que afetam apenas 2 ou 3 pessoas. Grandes surtos sao
incomuns e normalmente ndo estdo associados ao consumo de carne de

aves cruas, mas sim a ingestdo de leite cru ou de agua contaminada.
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Entretanto, de acordo com informagdes do CDC, a maioria dos casos de
campilobacteriose esta associada a manipulagao da carne de frangos ou ao
consumo deste tipo de carne crua ou mal cozida, ressaltando-se que apenas
uma gota de seu liquido é suficiente para causar infecgdo em uma pessoa.
Embora o Campylobacter ndo seja associado a ocorréncia de mortes,
estima-se que, aproximadamente, 100 pessoas vitimas de infeccdo possam
morrer a cada ano (CDC, 2010a).

A campilobacteriose é a causa mais comum de doencga diarreica nos
Estados Unidos, e a vigilancia ativa do FoodNet indica que cerca de 13
casos sao diagnosticados por ano para cada 100.000 habitantes. Muitos
outros casos ndo sao diagnosticados ou nao sao notificados, mas a
estimativa € de que este micro-organismo atinja 2,4 milhdes de pessoas
todos os anos, ou seja, 0,8 % da populagdo americana, com 119 mortes
(LOPEZ, 2009; CDC, 2010b; SCALLAN et al., 2011; MEDEIROS, 2011).

O primeiro surto de C. jejuni nos Estados Unidos foi de origem hidrica,
pelo consumo de agua de abastecimento. Cerca de dois mil individuos
contrairam a infecgdo. Os sintomas foram: dores abdominais ou caimbras
(88 %), diarreia (83 %), mal estar (76 %), dor de cabeca (54 %) e febre (52
%). Os sintomas desaparecem em um a quatro dias. Nos casos mais graves,
fezes com sangue podem ocorrer, e a diarreia pode assemelhar-se a colite
ulcerativa, na qual as dores abdominais assemelham-se a apendicite aguda
(CDC, 2010b).

Em Connecticut, Estados Unidos, durante um acampamento de verao,
houve um surto de gastroenterite, no qual identificaram Campylobacter jejuni
em 16/41 (39%) pessoas. A causa do surto foi 0 manipulador, que doente,
preparou a salada para os campistas com as maos contaminadas pela
bactéria (BLASER et al., 1980).

Outro surto foi relatado ao Center for Disease Control and Prevention
(CDC) nos EUA em outubro de 2007, quando 101 pessoas consumiram
queijo produzido a partir de leite cru em uma propriedade rural no Kansas.
Destas, 67 (66 %) adoeceram e em 3 pessoas foi isolado C. jejuni, e
embora nao tenha sido detectado nas amostras de queijo, os resultados da
investigacao epidemiolégica demontraram que houve associagdo entre a

doenga e o consumo do queijo (LOPEZ, 2009).
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No Reino Unido, dos pacientes hospitalizados por causa de doencas
de origem alimentar, 82 % apresentaram quadros de campilobacteriose. Em
2000 ocorreram, aproximadamente, 360.000 casos de infecgcbes associados
a Campylobacter spp., totalizando 27 % das doengas de origem alimentar na
Inglaterra e regido de Gales. Nestes paises, 0 numero de casos confirmados
de C. jejuni pelos servigos de saude publica tem aumentado consideravel-
mente, ultrapassando em 3,6 vezes os casos de infecgdo por Salmonella
spp. (ADAK et al., 2005; LOPEZ, 2009; MEDEIROQOS, 2011).

Na Dinamarca, o numero de casos registrados triplicou no periodo
de 1992 a 1999, atingindo o indice de 78/100.000 habitantes afetados pela
enfermidade, em que 95 % dos casos foram associados a C. jejuni
(NIELSEN et al., 2000). Em Copenhagem, Dinamarca, ocorreu um surto em
2005 causado por C. jejuni em razao do consumo de prato a base de
frango por empregados de uma empresa, que foi o primeiro grande surto
identificado de campilobacteriose naquele pais (MAZICK et al., 2006).

Na Republica Tcheca, 20.000 casos foram relatados no ano 2000,
cerca de 200 casos para cada 100.000 habitantes (STEINHAUSEROVA et
al., 2002). No Japao, entre os anos de 1996 a 2000, C. jejuni foi responsavel
por 40,5 % dos casos gatroenterites em pacientes que apresentavam fezes
sanguinolentas (OBANA et al., 2002).

Em Madri, na Espanha, em maio de 2003 foi identificado um surto de
gastrenterite por Campylobacter em uma escola, em que 81 casos foram
identificados em um total de 253 pessoas avaliadas. O estudo revelou que
uma sobremesa a base de creme produzida com leite UHT foi o veiculador
do patégeno. O creme foi contaminado por C. jejuni proveniente do frango
cru que havia sido preparado no dia anterior, na mesma cozinha (JIMENEZ
et al., 2005).

Outro surto aconteceu no Canada, quando em junho de 2007, agua
e lama contaminadas com fezes de animais foram ingeridas pelos
participantes de uma longa corrida de bicicleta, que afetou mais de 200 dos
785 participantes da corrida em British Columbia (STUART et al., 2008).

No Brasil, alguns autores tém relatado a presenga de Campylobacter
spp. em casos de diarreia aguda ou crbénica e até em individuos
assintomaticos (ESCOBAR, 1993; TOSSIN e MACHADO, 1995; PALMA et
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al.,, 1997; TRABULSI et al., 2002; PINHEIRO, 2008). Em Sao Paulo, nos
quadros diarreicos, a incidéncia tem alcangcado indice préximo a 26 %,
sendo o segundo enteropatdégeno isolado (SCARCELLI et al., 2005b; CALIL
et al., 2008).

No Brasil ha relatos da presenca de Campylobacter spp. em fezes de
individuos com diarreia aguda ou crbnica e até em individuos
assintomaticos, e a incidéncia de quadros diarreicos varia entre 2,3 a 17 %,
dependendo da faixa etaria e das condi¢gbes socioeconémicas dos pacientes
(PINHEIRO, 2008).

Em paises em desenvolvimento, alta taxa de portadores
assintomaticos esta, provavelmente, relacionada com a presenca de
anticorpos séricos produzidos em consequéncia de repetidas infecgoes,
sendo muito comum em individuos que vivem em condi¢des higiénicas
insatisfatorias ou, por razdes laborais, mantém estreito contato com animais
ou outras fontes de infecgcdo (FERNANDEZ, 2002; TRABULSI et al., 2002;
MOURA, 2010).

Na cidade de Sao Paulo, Escobar (1993) estudou a doencga diarreica
aguda em criangas menores de 5 anos de idade. O autor observou a
frequéncia de 10,1 % para C. jejuni e que este patdgeno estava
significativamente associado a episédios de diarreia aguda. Também na
cidade de Sao Paulo, Calzada et al. (1994) pesquisaram durante sete anos,
7.652 amostras de fezes, isolando 285 (3,7 %) estirpes de Campylobacter
spp., sendo 83,86 % da espécie C. jejuni, provenientes especialmente de
criangas com idade inferior a quatro anos, e 14,38 % de adultos acima de 20
anos.

Tosin e Machado (1995) relataram a presenca de portadores de
Campylobacter spp. em 11/177 (6,2 %) dos manipuladores de alimentos da
regidao Sul do Brasil, principalmente nos individuos do sexo masculino.

Palma e colaboradores (1997) observaram que o agente mais
frequentemente isolado entre os casos de diarreia infantii no Hospital
"Umberto I", em Sao Paulo, era Escherichia coli enteropatogénica classica
com ocorréncia de 20/40 (50 %), seguido pelo Campylobacter spp. 3/40
(7,5 %).

O Centro de Vigilancia Epidemiolégica de Sao Paulo (CVE-SP)

20



registrou em 2001, na cidade de Luis Antonio — SP, um surto que envolveu
11 pessoas. Foram identificados 4 agentes: Campylobacter spp., E. coli
0158, Cryptosporidium spp. e Giardia, porém a fonte de transmisséo nao
foi relatada (CVE, 2001).

Outros dois surtos de Campylobacter foram notificados pelo CVE-SP
em 2003. Em um deles, identificou-se o agente em 3 pessoas que haviam
consumido ovos de pascoa contaminados, na cidade de Ribeirdo Preto —
SP. No outro surto, na cidade de Santo André — SP, duas pessoas foram
contaminadas apos ingestédo de frango (CVE, 2003).

No Brasil, como em outros paises em desenvolvimento, ndo ha
programas nacionais de vigilancia que investiguem a incidéncia da
campilobacteriose, 0 que torna os dados bastante escassos. Soma-se a
isto a existéncia de poucos laboratorios que desenvolvem estudos sobre
essa bactéria, e, por conseguinte, poucos sdo os relatos na literatura
nacional ou internacional com dados sobre isolamentos ou caracterizacdes
de cepas brasileiras (VAZ, 2012).

2.3.3. Associagcao do consumo de carnes de aves com casos de
campilobacteriose

Ha evidéncias de que a modernizagdo na agropecuaria afeta a
incidéncia de micro-organismos causadores de doengas de origem
alimentar, no trato intestinal e na superficie da pele dos animais. H4 uma
correlagédo entre a incidéncia de salmonelose humana e, mais
recentemente, de campilobacteriose, com o aumento do consumo de
aves e ovos. Na cadeia produtiva de frangos, alguns micro-organismos sao
rotineiramente mais diagnosticados e estudados. Entre eles, ha destaca-se
Salmonella, Yersinia, Escherichia coli e Pasteurella. Porém, outros
patdgenos surgem como bactérias emergentes ou reermengentes e de
grande importancia, dentre as quais destacam-se espécies do género
Campylobacter (CALIL et al., 2008). A contaminacdo de carcagas de
frangos em abatedouros é considerada o principal fator de risco para
ocorréncia de infecgdes humanas (ROZYNEK et al.,, 2005; CARVALHO,
20009).

21



A contaminacdo das aves pode ocorrer pela exposi¢cao horizontal
direta ou indireta. O trato intestinal das aves domésticas é apontado como o
principal reservatério de Campylobacter jejuni (MACHADO et al., 1994). A
intensificagdo da produgdo avicola, com maior densidade de criagao e
mecanizagao dos sistemas produtivos, contribuiu para aumentar as taxas de
contaminacao das aves. A adog¢ao de medidas preventivas antes e apds o
abate das aves, por exemplo, torna-se de grande importancia para a
industria avicola, pois permitirda a redugdo da contaminagao por patégenos
evitando que produtos contaminados cheguem até o consumidor.

Nos paises industrializados, a taxa de infecgdo por C. jejuni é alta,
maior do que 80 % em frangos criados comercialmente em grande escala.
A infeccdo pode ser transmitida a frangos recém-nascidos por meio do
contato com aves mais velhas ou pela ingestdo de agua ou alimentos
contaminados (CALIL et al., 2008).

Em estudos epidemiolégicos observa-se que os frangos atuam
como importantes reservatorios de Campylobacter jejuni e sé&o,
geralmente, colonizados nos primeiros dias de vida. Como o C. jejuni é
parte da microbiota intestinal de aves selvagens e de aves domésticas
migratorias, o micro-organismo pode atingir a dgua e os alimentos dos
animais domeésticos usados para consumo humano (HOBBS e
ROBERTS, 1999).

Aquino e colaboradores (2005) acreditam que a rapida transmissao
dentro de um lote de aves deve-se ao habito coprofagico das mesmas e a
facilidade com que C. jejuni coloniza o intestino. Estas bactérias localizam-
se nas criptas do ceco e nao atacam as microvilosidades, sendo atraidas
pela mucina, uma proteina de alto peso molecular, principal constituinte do
muco intestinal. Em adicdo, esta proteina pode ser utilizada por
Campylobacter como substrato (SHOENI e DOYLE, 1992; JORDAN e
PATTISON, 1996; CALIL et al., 2008).

Em pesquisa conduzida sobre a prevaléncia de espécies bacterianas
em frangos comparou-se amostras de swab cloacal de frangos criados no
sistema intensivo com frangos criados no sistema semi-intensivo. Foi
observado que 100 % dos lotes de frangos criados no sistema semi-

intensivo (organico) foram positivos para Campylobacter spp.. Em
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contrapartida, apenas 36,7 % dos lotes de frangos confinados (sistema
intensivo) foram positivos para este agente. Estes resultados sugerem que
a maior frequéncia de Campylobacter spp. nos lotes de frangos criados
livres pode ser decorrente da alta taxa desta bactéria presente no
ambiente (OLIVEIRA, 2006).

Petton et al. (2001), ao associarem as caracteristicas do local de
criacdo e praticas de manejo adotadas com a presencga ou auséncia de
contaminacgao dos lotes com Campylobacter spp., observaram que do total
de lotes avaliados, 42,7 % estavam contaminados com o agente
pesquisado. O nivel de contaminacédo pode ser afetado por fatores como:
estacdo do ano, sistema de distribuicdo de ar no galpdo, numero de
pessoas envolvidas no manejo, tratamento dado a agua servida as aves e
presenca de insetos na cama (OLIVEIRA, 2006).

Para os avicultores, o estudo de Campylobacter representa um
desafio especial porque, até o presente, ndo sédo descritas enfermidades
nas aves, embora frequentemente excretem de 10* a 108 células de
Campylobacter por grama de fezes. Grande numero de células de
Campylobacter pode estar presente no trato intestinal de aves sem
provocar nenhuma patologia aparentemente grave. Nao ha sindrome
clinica reconhecida em criatérios avicolas atribuida a infecgado por esta
bactéria (CALIL et al., 2008).

Assim, o objetivo de controlar infecgdo em aves é para reduzir o
potencial de transmissdo da bactéria para os humanos, por meio dos
alimentos. A preocupacgao concentra-se na epidemiologia e no controle
da infeccdo em criatérios de frangos ja que 0 consumo e manuseio de
frangos de corte s&o identificados como a maior fonte de infeccado por
Campylobacter em humanos (JORDAN e PATTISON, 1996; CALIL et al.,
2008).
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2.3.4. Carne e visceras de aves como vias de contaminagdo por
Campylobacter spp.

A carne de aves e seus derivados tém alteracbes microbianas
semelhantes aos outros tipos de carne. Entretanto, possui algumas
particularidades, pois diferem em relagdo ao processamento tecnolégico
de outros produtos de origem animal, uma vez que a pele do frango,
usualmente com altos indices de contaminagdo microbiana, ndo é
comumente removida durante o processamento. A superficie externa das
aves tem contato com equipamentos, m&os dos operarios, luvas e
utensilios, e assim tem-se a contaminagéo cruzada, o que resulta em um
produto final com alto indice de contaminagdo microbiana (SCARELLI e
PIATTI, 2002; CALIL et al., 2008).

Muitas formas de transmissao de Campylobacter spp. para humanos,
principalmente de origem alimentar sdo descritas. Os fatores de risco mais
significantes incluem o consumo ou a manipulagéo de frango e outras carnes
cruas ou mal cozidas, e a ingestdo de leite cru ou agua néao tratada. A
contaminagao cruzada de alimentos prontos para consumo durante a
preparagao, bem como o contato direto com animais, também sao fatores
identificados (HUSSAIN et al., 2007; CARVALHO, 2009).

Dentre os alimentos de origem animal, as carcagas e as visceras de
aves tém sido motivo de varios estudos que associam a ocorréncia de
contaminagcdo com o material fecal durante as operagcbes de abate. A
exposigcao das visceras para o trabalho da inspecdo pode ser feita
manualmente, com algum risco de rompé-las, seja por uso de faca ou
tesoura abotoada (quando uma das pontas € romba). Porém, quando o
abate é automatizado com uso de evisceradoras mecanicas, a possibilidade
de contaminagao da carcaca e do proprio equipamento aumenta em fungao
do numero elevado de aves abatidas por hora (CALIL et al., 2008).

Dados epidemiologicos sugerem que mais de 70 % das infeccdes
esporadicas por Campylobacter sdo adquiridas pela manipulacdo de
frangos ou da ingest&do da sua carne contaminada (AWWA, 2009).

Estudos tém demonstrado a ocorréncia de Campylobacter em

amostras coletadas em diferentes etapas da cadeia produtora de aves
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em todo o mundo. Na Tabela 1 estdo sumarizados alguns dados sobre
ocorréncia de Campylobacter spp. em amostras de aves coletadas em
diferentes etapas da cadeia produtora e em diferentes paises, publicados
nos ultimos anos.

Para amostras de carcagas de abatedouros, a frequéncia de
isolamento de Campylobacter spp. varia de 15 a 78 % (LINDBLAD et al.,
2006; GHAFIR et al., 2007; ARSENAUT et al., 2007; SON et al., 2007;
ATANASSOVA et al., 2007, LOPEZ, 2009), sendo mais alta na etapa de
pré-chiller, conforme verificado por Son et al. (2007) que encontraram o
micro-organismo em 100 % das amostras analisadas.

Em carcacas e cortes de aves obtidos no varejo, a positividade
varia de 10 a 100 % (Tabela 1) (FERNANDEZ e PISON, 1996;
UYTTENDAELE et al., 1999; HARRISON et al., 2001; DOMINGUEZ et
al., 2002; JORGENSEN et al., 2002; PEZZOTTI et al., 2003; SCHERER
et al., 2006; WHYTE et al., 2006; MELDRUM e WILSON, 2007; KLEIN et
al., 2007; SALLAM, 2007; POINTON et al., 2008). Segundo estes
autores, a alta ocorréncia de C. jejuni gera um risco aos consumidores,
visto que este micro-organismo é o mais frequentemente associado a
doencas em humanos.

Nos Estados Unidos, o isolamento de C. jejuni e C. coli de carcacas
de frango € aproximadamente seis vezes maior do que de o isolamento em
carne de suinos e bovinos, variando entre 30 a 100% de positividade (CALIL
et al., 2008).

No Brasil, também foram observados altos percentuais de
isolamentos de C. jejuni e C. coli a partir de carcacgas de frangos. Na Tabela
2 encontram-se resumidos alguns estudos sobre a ocorréncia destes
agentes em aves e derivados, de amostras coletadas em granjas avicolas e

em abatedouros no Brasil.
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Tabela 1. Relatos sobre ocorréncia de Campylobacter spp. em aves e subprodutos em diferentes paises.

Tipo de amostras N° de amostras Prevaléncia Espécie Pais Referéncia
Carcagas de frango de abatedouro 270 71,9 % Campylobacter jejuni e C. coli Bélgica Ghafir et al., 2007
Figado de frango congelado 126 92,2 % Campylobacter jejuni e C. coli Chile Fernandez e Pisén, 1996
Carcagas de frango do varejo 95 77 % Campylobacter spp. Reino Unido Harrison et al., 2001
Cortes de frango 198 49,5 % Campylobacter spp. Espanha Dominguez et al., 2002
Cortes de frango 101 92 % Campylobacter spp. Inglaterra Jorgensen et al., 2002
Cortes de frango 165 81,3 % Campylobacter jejuni e C. coli Italia Pezzotti et al., 2003
Figado de frango 30 100 % Campylobacter jejuni e C. coli Nova Zelandia Whyte et al., 2006
Carcagas de frango de abatedouro 636 15 % Campylobacter spp. Suécia Lindblad et al., 2006
Carcagas de aves do varejo 245 28,6 % Campylobacter jejuni e C. coli Bélgica Uyttendaele et al., 2006
Cortes de aves do varejo 418 31,6 % Campylobacter jejuni e C. coli
Carne de aves processadas 70 10 % Campylobacter jejuni e C. coli
Carcagas de frango do varejo 50 86 % Campylobacter spp. Coréia Scherer et al., 2006
Carcagas de frango do varejo 877 70,2 % Campylobacter spp. Reino Unido Meldrum e Wilson, 2007
Carcagas de frango de abatedouro 140 35,8 % Campylobacter spp. Canada Arsenaut et al., 2007
Carcagas de frango do varejo 15 40 % Campylobacter spp. Alemanha Klein et al., 2007
Cortes de frango e produtos 110 64,7 % Campylobacter jejuni e C. coli Japéo Sallam, 2007
Carcagas de frango de abatedouro 325 78,5 % Campylobacter jejuni e C. coli EUA Son et al., 2007
Carne de peru de abatedouro 144 29,2 % Campylobacter spp. Alemanha Atanassova et al., 2007
Carne de peru de varejo 100 34 % Campylobacter spp.
Carcagas de frango do varejo 549 e 310 87,8 % € 93,2 % Campylobacter spp. Australia Pointon et al., 2008
Carcagas de frango 218 65,5 % Campylobacter spp. Polénia Mackiw et al., 2012

143 24,5 % Campylobacter jejuni

Carcagas de frano do varejo 150 59,3 % Campylobacter spp. Ira Zendehbad et al., 2013
Carne de frango e peru 208 32,6 % Campylobacter jejuni Italia Nobile et al., 2013



A ocorréncia de Campylobacter em carcagas ou cortes de aves varia
com o pais, etapa da cadeia produtora onde foi coletada a amostra e o
método de analise empregado. Enquanto alguns pesquisadores empregam
a técnica de enxague (WHYTE et al., 2006; SON et al., 2007), outros optam
por utilizar porgdes de pele de pescogo, peito, coxa etc. (UYTTENDAELE et
al., 1999; JOGENSEN et al., 2002; SALLAN, 2007, GHAFIR et al., 2007;
LOPES, 2009). Observa-se maior percentagem de positividade para
Campylobacter ao utilizar o método de enxague (WHYTE et al., 2006), por
meio do qual foi possivel detectar o patégeno em 100 % de 30 amostras de
figado de frango analisadas. Porém, deve-se considerar também a
metodologia empregada para o enrique-cimento e isolamento das amostras.

Diversos autores, no Brasil e em outros paises, observaram diferentes
percentuais de isolamentos de C. jejuni e C. coli a partir de fezes de frangos,
variando em torno de 90 % (BLASER et al., 1980); 86,8 % (JARAMILLO,
1983); 17,7 % (CARVALHO et al., 2001); 42 % (CARVALHO et al., 2002);
5,2 % (GOMES et al., 2006) e 80,9 % (KUANA et al., 2008a) (Tabela 2 e
3). Na Tabela 3 encontram-se alguns estudos sobre a ocorréncia de
Campylobacter spp. em amostras coletadas em granjas avicolas e em
outros tipos de amostras.

O abate consiste em sério risco de contaminagdo porque a dose
infectiva de C. jejuni pode ser de apenas 10% células.g™' e no intestino aviario
a contagem excede a 10° células.g”’ (NERVINO e HIROOKA, 1997). A
tecnologia atualmente empregada no abate néo garante produtos livres de
Campylobacter. A contaminagdo das aves € quase que exclusivamente de
origem intestinal, que n&o é eliminada durante o processamento tecnoldégico,
resultado em produtos finais contaminados (CALIL et al., 2008).

Observa-se que 30 a 100 % das aves carreiam este organismo e que
20 a 100 % das aves no varejo estdo contaminadas (FDA, 2011). Os
numeros podem ser reduzidos pelo escaldamento em agua, mas 0s micro-
organismos permanecem viaveis no intestino e recontaminam as carcacgas
durante a depenagem e evisceragdo (MADALOZZO et al., 2007b).
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Tabela 2. Ocorréncia de Campylobacter spp. em amostras de aves ou relacionadas de abatedouros no Brasil.

Tipo de amostras N° de amostras Prevaléncia Espécie Estado Referéncia

Amostras de abatedouros

8¢

Carcagas de frango 40 47,5 % Campylobacter jejuni Sao Paulo Almeida e Serrano, 1987
Carcagas de frango 50 38 % Campylobacter jejuni Minas Gerais Dias et al., 1990
Carcagas de frango 200 13,5 % C. jejuni e C. coli Sao Paulo Sakuma et al., 1992
Carcagas de frango 30 50 % Campylobacter jejuni Santa Catarina Machado et al., 1994
Carcagas de frango 120 8,3 % Campylobacter jejuni Sao Paulo Carvalho e Costa, 1996
Cortes de peito 20 6,6 % Campylobacter jejuni

Coxas e sobrecoxas 20 3,3% Campylobacter jejuni

Asas 20 1,6 % Campylobacter jejuni

Fezes (plataforma) 140 25,8 % Campylobacter spp. Sao Paulo Castro et al., 1997
Agua evisceragéo 14 35,7 % Campylobacter spp.

Carcagas de frango 140 33,6 % Campylobacter spp.

Figado de frango 140 10,7 % Campylobacter spp.

Fezes (plataforma) 50 42 % Campylobacter jejuni Sao Paulo Carvalho et al., 2002
Pena (pds-depenacao) 50 38 % Campylobacter jejuni

Agua de escaldamento 30 26,6 % Campylobacter jejuni

Agua de evisceragao 31 61,3 % Campylobacter jejuni

Figado de frango 50 38 % Campylobacter jejuni

Carcaga de frango 50 36 % Campylobacter jejuni

Sobrecoxa de frango 80 12,5 % Campylobacter spp. Sao Paulo Carvalho et al., 2003
Penas 24 79,2 % Campylobacter spp. Santa Catarina Franchin et al., 2005
Cloaca 24 75 % Campylobacter spp.

Gaiola de transporte 24 50 % Campylobacter spp.

Cama de aviario 24 37,5 % Campylobacter spp.

Suporte para peito 24 33 % Campylobacter spp.

Agua de lavagem da gaiola 24 25 % Campylobacter spp.

Continua...
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Continuagao:

Tipo de amostras N° de amostras Prevaléncia Espécie Estado Referéncia
Amostras de abatedouros
Carcaga de frango 74 6,75 % Campylobacter jejuni Séo Paulo Scarelli et al., 2005
Carcagas de Frango 288 4,9 % Campylobacter jejuni Séo Paulo Cortez et al., 2006
Fezes 404 52 % Campylobacter jejuni Rio Grande do Sul Gomes et al., 2006
Carcaga pos-depenagem 72 68 % Campylobacter spp. Santa Catarina Franchin et al., 2007
Carcaga p0Os-evisceragao 72 69,4 % Campylobacter spp.
Carcaga pos-chiller 72 84,7 % Campylobacter spp.
Carcaga pds-congelamento 72 63,9 % Campylobacter spp.
Agua do chiller 23 91,3 % Campylobacter spp.
Superficie 24 50 % Campylobacter spp.
Carcaga de frango 96 99 % Campylobacter jejuni Rio Grande do Sul Kuana et al., 2008a
Coxas e sobrecoxas 80 12,5 % Campylobacter spp. Séo Paulo Carvalho, 2009
Carcaga de frango 101 17,8 % Campylobacter jejuni Distrito Federal Moura, 2010

Tabela 3. Ocorréncia de Campylobacter spp. em amostras coletadas em granjas avicolas e outros tipos de amostras, no Brasil.

Tipo de amostras N° de amostras Prevaléncia Espécie Estado Referéncia
Conteudo cecal 110 81,8 % Campylobacter jejuni Rio Grande do Sul Kuana et al., 2008a
Fezes 110 80,9 % Campylobacter jejuni
Swab cloacal 230 80,4 % Campylobacter jejuni
Swab cloacal 114 100 % Campylobacter jejuni Minas Gerais Oliveira et al., 2008
Swab cloacal 192 16,7 % Campylobacter jejuni Séao Paulo Carvalho et al., 2001
Cama de aviario 34 1,8 % Campylobacter jejuni
Racao 170 0,6 % Campylobacter jejuni
Pool de fezes da cama 34 17,7 % Campylobacter jejuni
Carcagas de suinos 40 35 % Campylobacter jejuni Séao Paulo Almeida e Serrano, 1987
Fezes de funcionarios de abatedouros 15 13,3 % Campylobacter jejuni Minas Gerais Dias et al., 1990
Hortaligas 80 3,75 % Campylobacter spp. Sao Paulo Carvalho, 2009




As superficies das carcagas de aves e dos miudos permanecem
umedecidas quando comercializadas e as bactérias do género
Campylobacter sao protegidas da dessecagdo ao longo do tempo da
estocagem. Acredita-se, por esta razdo, que estes produtos sejam os mais
provaveis veiculos de transmissao de Campylobacter ao homem (HOBBS e
ROBERTS, 1999).

A manipulagdo inadequada e a auséncia de normas e
procedimentos operacionais (Boas Praticas de Manipulagcdo e
Fabricagdo) sé&o responsaveis por surtos em restaurantes, cozinhas
industriais e principalmente no ambiente domiciliar (MADALOZZO et al.,
2007a; CALIL et al., 2008). As principais vias de transmissdo sdo os
alimentos crus ou mesmo os produtos cozidos se forem preparados com
temperatura de cocc¢ao insuficiente ou submetidos a contaminagao cruzada
(CALIL et al., 2008).

Apesar da presenca frequente em aves para abate, os ovos nao
parecem ser uma fonte importante de Campylobacter. A sobrevivéncia
prolongada do micro-organismo na superficie externa seca do ovo n&o é
provavel. Sabe-se que a clara do ovo tem acgao de inibir a contaminagéao
bacteriana, principalmente pela agao da enzima lisozima, pois quando o ovo
€ de postura recente, ela tem agao bactericida e na medida que o tempo vai
passando e o pH vai se tornando mais alcalino, a acdo da enzima passa a
ser bacteriostatica (CALIL, 2000).

Além de pesquisas relacionadas com a ocorréncia de Campylobacter
na producao e processamento de frangos, existem estudos que relacionam
a ocorréncia de Campylobacter em fezes de manipuladores de alimentos,
em plantas de tratamento de esgotos e em diarreia humana (TOSIN e
MACHADO, 1995; LAURIA-FILGUEIRAS e HOFER, 1998; MEDEIROS et
al., 2001).

2.3.5. Outros produtos envolvidos na transmissao de Campylobacter
jejuni em humanos

Segundo Germano e Germano (2008), Campylobacter spp. pode

sobreviver por 4 semanas ou mais em agua a 4 °C. Porém, de acordo
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com o Food Safety and Inspection Sevice (FSIS, 1997) e Alterkruse et al.
(1999), este agente ndo se multiplica em agua, mas permanece viavel e
infectivo para homens e animais.

Embora a contaminacao das fontes de agua de bebida com fezes
de animais infectados possa provocar surtos originarios da agua, os
surtos decorrentes de alimentos, associados a Campylobacter spp. nos
Estados Unidos tem sido mais comuns. De 57 surtos identificados, 46
foram oriundos de alimentos e 11 de ingestdo de agua. Porém, o nimero
medio de casos por surto foi de 29 para alimentos e 453 para agua de
bebida, o que enfatiza o grande potencial de difusdo da doenga por
ingestao de agua contaminada (CALIL et al., 2008).

Hudson et al. (1984) relataram pela primeira vez a presenga de C.
Jjejuni no leite de vaca em um surto de infecgdo humana por ingestéao de
leite cru. Embora o leite ndo seja uma via comum de transmissao deste
agente, o micro-organismo é raramente detectado em amostras de leite,
pois apresenta baixa viabilidade neste tipo de alimento o que dificulta o
seu isolamento quando a analise €& precedida de resfriamento e
estocagem. Peterson (2003) relatou um surto de enterite causada por
Campylobacter jejuni em pessoas que consumiram leite cru.

Varias cepas de C. jejuni tém sido isoladas de carcacas e fezes de
suinos, ovinos e perus, de embutidos de suinos, de varias carnes
vermelhas e de cortes de carne bovina. O processo de matancga, a sala
de desossa e o agougue (resfriamento, secagem) nao garantem a
auséncia de Campylobacter na carne. A carne suina é apontada como
possivel veiculadora de Campylobacter spp. (CALIL et al., 2008).

Ha outras maneiras, menos importantes, mas bem conhecidas, de
transmissdo de Campylobacter em humanos, que incluem o consumo de
carne vermelha e frutos do mar, além de bebidas contaminadas ou agua
de piscina. Outros alimentos admitidos como possiveis fontes do
patdgeno sao os mariscos e cogumelos. No estudo de Adams e Moss
(1995), 14 % das amostras de carne de ostra estavam contaminadas
com C. jejuni e C. lari.

No Paquistdo, Hussain et al. (2007) pesquisaram durante o periodo

de janeiro de 2002 a dezembro de 2004, a prevaléncia de Campylobacter
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spp. em diferentes alimentos colhidos de pontos de comércio varejista.
Dentre esses alimentos, 9/22 (40,9 %) das amostras de hortaligas e saladas
de frutas foram positivas para Campylobacter spp. Os autores detectaram
também em 236/492 (48 %) das amostras de frango; 24/465 (5,2 %) das de
carne de carneiro; 49/451 (10,9 %) das de carne bovina; 13/127 (10,2 %) de
leite cru; 17/53 (32 %) de sanduiches e 3/26 (11,5 %) de queijos.

2.3.6. Técnicas para deteccao de Campylobacter spp.

A deteccdo de Campylobacter em alimentos € um frequente desafio.
Isolar o micro-organismo de amostras altamente contaminadas é dificil e sua
a deteccdo requer diferentes meios, ressaltando-se que o método
empregado varia conforme o tipo de alimento. Grande variedade de métodos
bacteriolégicos envolvem meios e condi¢gdes proprias e sdo empregados
para recuperar e isolar o micro-organismo.

A técnica de enriquecimento seletivo tem como objetivo o favorecer a
multiplicagdo e o desenvolvimento de Campylobacter e a inibicdo da
microbiota contaminante. Faz-se necessario, apds o periodo de incubacéo, a
verificacdo das caracteristicas morfo-tinturiais do micror-ganismo. Pela
microscopia de imersdo pode-se observar a presenca de bastonetes Gram
negativos finos, espiralados ou na forma de virgula ou asa de gaivota. A
verificacdo das caracteristicas morfo-tinturiais € indispensavel para a
confirmagdo de pureza da cultura e posterior realizacdo dos ensaios
bioquimicos para identificacdo (CALIL et al., 2008).

Varios meios de isolamento seletivo foram formulados para isolar
Campylobacter spp. de ambientes, de fezes e amostras de alimentos.

Doyle e Roman (1982) desenvolveram um caldo de enriquecimento
seletivo para recuperar um numero reduzido de C. jejuni e C. coli. Por meio
desta metodologia foi possivel recuperar cerca de 0,3 - 1,0 Campylobacter
por grama de alimento, a partir de 25 g de amostra. Wesley et al. (1983)
desenvolveram um meio de enriquecimento seletivo para o isolamento de
um numero muito reduzido de C. jejuni em produtos avicolas (CALIL et al.,
2008).
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Segundo Bhunia (2008), no meio Campylosel usa-se cefoperazona,
vancomicina e anfotericina B como agentes seletivos, e o agar
cefoperazona, carvao e desoxicolato (CCDA) e cefoperazona, anfotericina B,
teichoplanin (CAT) sdo meios de cultivo indicados para o isolamento de
Campylobacter.

Para o diagnostico sdao usados meios seletivos incubados a uma
atmosfera microaerdfila com 5 % de O, 10 % de COz e 85 % de Ny,
preferencialmente a uma temperatura de 43 °C (ACHA e SZYPRES, 2002).
Meios de enriquecimento liquidos sdo muitas vezes mantidos com gas
borbulhante continuo para manter o ambiente microaerofilo (LEVIN, 2007).

E importante ressaltar que a temperatura de incubacdo de 42 & 43 °C
permite o isolamento da maioria das espécies de Campylobacter, mas nao
de todas, inibie o desenvolvimento das espécies C. fetus subsp. fetus, C.
fetus subsp. venerealis e C. jenuni subsp. doyle. Portanto a manutengao a
37 °C é ideal para a multiplicagdo das demais espécies do género
Campylobacter (CALIL et al., 2008).

Na deteccao de Campylobacter spp. em alimentos é importante
considerar que a quantidade de micro-organismos presentes €, em geral,
baixa, considerando que este micro-organismo nado se multiplica em
temperaturas abaixo de 30 °C, além de sua sensibilidade extrema ao
oxigénio do ar (21 %). O sucesso da deteccdo depende da analise de um
grande numero de amostras, concentragdo de bactérias presentes na
amostra e utilizagdo da etapa de enriquecimento seletivo em condi¢des de
microaerofilia a 42 °C, temperatura 6tima para C. jejuni, C. coli e C. lari. A
manutencao de condigbes seletivas no enriquecimento e no plagueamento
subsequente é garantida pela utilizagdo de meios nutritivos, como
Caldo/Agar Brucella e Caldo/Agar Nutriente n° 2, suplementados com
sangue de cavalo ou carneiro e diferentes combinagdes de antibiéticos como
vancomicina, polimixina, ciclohexidina, trimetropina, rifampicina,
cefoperazona, anfotericina, cefalotina, colistina, cefazolina, novobiocina, e
bacitracina (CALIL et al., 2008).

Segundo APHA (2001), o procedimento de analise microbioldgica
para a detecgdo de Campylobacter spp. em alimentos pode ser

fundamentado no enriquecimento seletivo, em caldo Brucella, incubado em
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microaerofilia (5 % Oz, 10 % CO; e 85 % Ny) a 42 °C por 48 horas;
plagueamento diferencial, estriando-se uma algada do caldo em placa de
agar de Blaser ou agar Campylobacter Charcoal Diferencial, seguido de
incubacado em atmosfera microaerofila a 42 °C durante 48 horas.

Rosenquist et al. (2007) testaram protocolos de deteccédo qualitativa
com e sem pré-incubagcdo, bem como enumeragao semi-quantitativas e
quantitativas. Na deteccao qualitativa com e sem pré-incubagao o resultado
aceitavel é presencgal/auséncia. Na deteccdo semi-quantitativa espera-se
identificar um baixo numero de Campylobacter de amostras de alimentos.
Esta técnica pode ser utilizada para estimar o indice de contaminagao de
Campylobacter.

A determinacdo quantitativa em amostras de alimentos é realizada
quando se espera um grande numero de Campylobacter na amostra e pode
ser utilizada para estimar o numero de Campylobacter presente na amostra.
A técnica baseia-se no plagueamento direto de diluicdes seriadas de uma
amostra, em um meio seletivo, seguido pela contagem de coldnias tipicas.
Em todos os casos, a presenga de Campylobacter deve ser confirmada por
microscopia de contraste de fase, testes bioquimicos e moleculares.

Para obter resultados satisfatérios nas analises de identificagcao e
quantificacdo de Campylobacter em alimentos, recomenda-se que O0s
laboratorios prestem especial atencao as seguintes questdes:

- adotar um tempo minimo entre a preparacdo da amostra e a analise,
para evitar a morte antecipada do Campylobacter,

- usar placas de agar bem secas para evitar que as colbnias se
multipliquem de forma né&o caracteristica no meio de cultura;

- utilizar uma técnica adequada para a etapa de confirmagao do
Campylobacter, de forma a descartar completamente outros possiveis
agentes contaminantes da amostra avaliada (ROSENQUIST et al., 2007).

Varios métodos rapidos para detecgao foram desenvolvidos com base
na técnica de reagao de polimerizagcdo em cadeia (PCR). Atualmente, € o
método mais utilizado para analise de alimentos por ndo depender da
viabilidade da bactéria, ja que os alimentos industrializados contém aditivos
e conservantes que restringem o isolamento de micro-organismos. No caso

do Campylobacter, pode-se realizar sua identificagdo por meio de PCR, e as
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vantagens desta técnica sobre os testes tradicionais de caracterizagao deste
agente incluem a rapidez, facilidade de uso, alta sensibilidade e
especificidade (LEVIN, 2007).

Em muitas amostras de alimentos e nos meios de enriquecimento a
presenca de carvdo e ferro é inibidora da PCR. Alguns meétodos de
preparagao da amostra que utilizam centrifugagao e tratamento térmico a 96
°C sao empregados para resolver esse problema (BLACKBURN e
McCLURE, 2002).

Scarcelli et al. (2005b) trabalharam com amostras de carcacas de
frango analisadas pelas técnicas de isolamento convencional e PCR.
Observaram que 5 (6,75 %) foram positivas para C. jejuni pela PCR e
nenhuma pelo isolamento convencional. A técnica de PCR mostrou-se mais
sensivel e especifica do que a técnica convencional em amostras muito
contaminadas, congeladas ou com aditivos.

A técnica de imunocaptura também tem sido combinada com o PCR
para identificar Campylobacter em alimentos, por permitir a detecgdo do
patdgeno sem a etapa de enriquecimento em, aproximadamente, 8 h. O
limite de deteccdo pode ser de até 1 célula.mL™ (WALLER e OGATA, 2000).

Na pratica, as técnicas moleculares sao adaptadas rapidamente pela
comunidade cientifica, mas sua divulgacdo € lenta da tecnologia nos
laboratorios de diagnostico, apesar do potencial para fornecer uma detecgéo
pratica, rapida e sensivel de micro-organismos nos alimentos.

Huang et al. (2010) desenvolveram uma técnica para detecgéo de C.
Jjejuni com base em um imunossensor eletroquimico ao utilizarem a
superficie S-carboximetilquitosana modificada por nanoparticulas de Fe3Oy,
denominada como nanoparticulas OCMCS-Fe3;04. A técnica apresentou
vantagens como a simplicidade de uso, resposta rapida, ampla faixa linear,
reprodutibilidade aceitavel e longa estabilidade. Além disso, o imunossensor
pode ser regenerado ao ser tratado com solugédo tampéao glicina-HCIl em pH
2,8.

Suo et al. (2010) trabalharam no desenvolvimento de um microarranjo
de bases de oligonucleotideos para detectar varios agentes patogénicos de
origem alimentar, dentre eles C. jejuni. Foram amplificados DNA-alvos

especificos ao invés de amplificacdo aleatoria do genoma inteiro, usando
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antes a analise de microarranjos. Os autores constataram que o
microarranjo combinado com o método de PCR multiplex permitiu detectar
um unico ou varios patdégenos em amostras de alimentos e, forneceu ainda,
informagdes genotipicas importantes relacionadas com a viruléncia dos
patdgenos avaliados.

Wisessombat et al. (2010) pesquisaram uma forma de detecgédo de
células viaveis de Campylobacter com base nos efeitos dos estimulos
quimiostaticos sobre a capacidade de motilidade do Campylobacter para
passar por um filtro com poro de 0,45 ym de diametro, em condigio viscosa.
O numero inicial de células viaveis por grama de carne de frango,
artificialmente inoculadas. Foi de, aproximadamente, 10 a 10* UFC.mL™,
Suplementos de mucina mais bile (1:1), uma variedade de aminoacidos e
sais de sddio foram adicionados em uma membrana de agar que revestia o
filtro. Foi usado o método de plagueamento diferencial para determinar o
numero de células viaveis de Campylobacter. Apds 6 h, os complementos de
mucina mais bile, nas concentragdes de 1, 5 e 10 % demonstraram aumento
significativo do numero de células viaveis. O numero de micro-organismos a
42 °C foi maior do que a 37 °C. Entretanto, ndo houve diferenga significativa
(p < 0,05) no numero de células observado pela adigao de aminoacidos ou
sais de sdédio.

Um método simples e rapido para a detec¢cao de Campylobacter spp.
em amostras de carne de frango naturalmente contaminadas foi
estabelecido por Kawatsu et al. (2010). Esse método consiste em uma
combinagdo de enriquecimento de duas etapas, com um ensaio
imunocromatografico disponivel comercialmente, chamado NH
Immunochromato Campylobacter (NH IC Campy, Nippon Meat Packers,
Ibaraki, Japao), por meio do qual pode-se detectar antigeno de
Campylobacter em uma cultura enriquecida por 15 min. O método de
enriquecimento nao exige adicdo de sangue ou geragao de atmosfera de
microaerofilia, diferentemente do padronizado para enriquecimento de
Campylobacter spp. em amostras de frango. Este método mostrou-se mais
sensivel do que o teste convencional. Considerando ainda que o método
combinado pode ser realizado em cerca de 48 h, do inicio do enriquecimento

até o resultado final, ele também é mais rapido do que o teste de cultivo
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convencional, que necessita de quatro a cinco dias. Além disso, a
combinacdo foi de simples execucdo. Estes resultados sugerem que a
combinagcdo do método de enriquecimento em duas etapas com NH IC
Campy pode ser utii como uma alternativa simples e rapida ao teste
convencional de cultivo de bactérias para a detec¢cao de Campylobacter spp.
em amostras de carne de frango naturalmente contaminadas (KAWATSU et
al., 2010).

Para avaliar a prevaléncia de C. jejuni em produtos carneos, Rantsiou
e colaboradores (2010) utilizaram um protocolo de PCR quantitativo, com
base na amplificacdo do gene rpoB de C. jejuni, por PCR quantitativo
(qPCR), diretamente de amostras de alimentos. O limite de quantificagdo do
método foi na ordem de 10 unidades formadoras de col6nia (UFC) por g ou
mL de amostra de alimento. O protocolo desenvolvido foi aplicado para o
levantamento de C. jejuni em amostras de frango naturalmente
contaminadas e, em paralelo, foi realizada também a analise pelo método
tradicional. Observou-se uma alta porcentagem (87 %) de positividade por
gPCR, embora nao tenha sido detectado C. jejuni pela analise tradicional
(RANTSIOU et al., 2010).

2.3.7. Estratégias para o controle de Campylobacter jejuni na cadeia
produtiva de frangos

No Brasil, ndo ha ainda um programa para controle deste patdégeno
pela industria carnea, salvo se solicitado por cliente externo. A legislagéao
brasileira vigente ndo contempla o controle de C. jejuni como agente
infeccioso. A Portaria n° 451/1997 a citou como espécie infectante e sua
presenca em qualquer alimento como indicativa de produto potencialmente
capaz de causar enfermidades transmitidas por alimentos (BRASIL, 1997b).
Esta Portaria foi revogada pela RDC — Resolu¢ao de Diretoria Colegiada —
n°® 12/2001, da ANVISA, que ndo faz referéncia alguma a este agente
(BRASIL, 2001).

A intensificagdo da produgéo avicola, com maior densidade de criagao
€ mecanizagao dos sistemas produtivos, contribuiu para o aumento das

taxas de contaminacdo. As aves domésticas tém Campylobacter spp. no
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intestino, que, por meio de manipulacdo e as operacdes de abate podem
contaminar as carcacas e as visceras (OLIVEIRA et al., 2011).

O frango vivo abriga Campylobacter em niveis elevados e uma unica
ave infectada podera contaminar, rapidamente, todo o lote. Este fato
constitui uma preocupacido para muitos abatedouros, uma vez que, se as
aves chegam contaminadas para o abate, ha grandes chances de ocorréncia
de contaminacgdes cruzadas entre os lotes (MADALOZZO et al., 2007a).

2.3.7.1. Medidas de controle de Campylobacter recomendadas
aos aviarios

O controle do Campylobacter envolve intervengdes nao s6 na industria,
mas também no campo, com objetivo de reduzir o numero de células no
conteudo intestinal das aves (WEDDERKOPP et al., 2000; VAZ, 2008). As
Boas Praticas Agricolas devem ser seguidas para que ocorra menor
incidéncia de aves Campylobacter positivas no momento do abate.

Este controle deve ser indicado a partir da produgao primaria, ja que a
auséncia do micro-organismo ou a baixa contaminagao inicial influenciarao
diretamente na probabilidade de contaminagdo durante o abate, pois o
controle da contaminagdo no campo permite reduzir a incidéncia do agente
nas carcagas de frango e em outras espécies, como suinos e bovinos
(ORTEGA, 2005; MADALOZZO et al., 2007b).

Métodos especificos de intervengdo nas granjas de produgao tém sido
eficientes para reduzir a incidéncia do patégeno em aves. As principais
medidas para o controle s&o: aumento da biosseguranga para evitar a
transmissao direta do ambiente, rotinas de higiene para os trabalhadores da
granja, controle ativo de pragas, respeitar o periodo de vazio sanitario,
trocas da cama do aviario a cada lote ou apds a saida de um lote
contaminado, desinfecgdo de bebedouros, utilizagdo de agua potavel e
clorada e desinfecgédo de gaiolas de transporte (MADALOZZO et al., 2007b;
ANDRADE, 2008).

Estes procedimentos, denominados Boas Praticas Agricolas (BPA),
diminuiram em 60 % os casos de Campylobacter em aves na Suica e, em
outros paises, entre 10 e 50 % (MADALOZZO et al., 2007b).
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Dentre as diversas observagdes relacionadas a biosseguranga nas
granjas, algumas ag¢des sao mais criticas na questdo do Campylobacter e
podem ser mais bem descritas.

A agua fornecida as aves € um ponto fundamental, a qual deve ser
dada uma atencao especial, e inclui ndo sé o tratamento adequado, mas
também o sistema de fornecimento. A qualidade da agua pode alterar
considerando-se o seu trajeto, superficial ou subterraneo, e também ao
longo do tempo. Portanto, €& essencial a avaliagdo da qualidade
microbiolégica e fisico-quimica da agua utilizada na produgcdo animal
(OLIVEIRA, 2006).

Alguns dados sugerem que bactérias do género Campylobacter podem
difundir-se entre as carcagas de frango por meio da agua de bebida. Deve-
se realizar limpeza frequente dos reservatérios e das fontes nessas criagdes
e, assim, reduzir o numero de carcagas contaminadas entregues ao
mercado (CDC, 2007; CALIL et al., 2008).

Bebedores do tipo nipple ou automaticos sdo mais indicados por
diminuirem do contato com fezes e penas, assim previne-se a contaminacao
por Campylobacter (VAZ, 2008).

E importante o papel dos produtores avicolas no controle dessa
infeccdo. Dada a impossibilidade de detectar se uma criagédo de aves esta
contaminada mediante uma simples observacido, os produtores devem se
apoiar nas boas praticas de criagdo, analises e investigagdo para manter o
patdgeno controlado. Por exemplo: a cloragao da agua de bebida ndao deve
diferirde 3a 5 mg.L'1. Em quantidades menores o cloro nao resulta em acéo
bactericida efetiva e a niveis mais elevados as aves se negam a beber agua
(CALIL et al., 2008).

Aquino et al. (2005) sugeriram o tratamento da agua fornecida
diariamente as aves com hipoclorito de sodio de tal forma que a
concentragdo de cloro da agua seja de 0,2 a 0,4 mg.L'1. Propbe-se a
desinfec¢cao dos tanques e das tubulagdes do sistema com quaternarios de
amonia. Estes autores indicam a adogao do vazio sanitario com um intervalo
minimo de 3 semanas na utilizacdo das instalagcdes entre os lotes de aves, a
fim de reduzir as chances de contaminagdo ambiental, visto que C. jejuni

nao sobrevive no ambiente por longos periodos.
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Propde-se ainda que seja evitada a reutilizagdo da cama, embora
alguns autores sugiram que Campylobacter é sensivel a maravalha; que seja
impedida a presenca de passaros, roedores e outros animais nos galpoes e
que seja feita desinfecgcdo das botas dos tratadores na entrada dos galpdes
por meio de pediluvios e eficiente limpeza e desinfec¢cao das instalacdes
entre um lote e outro (CALIL et al., 2008).

De modo geral, as medidas para combater a transmissao horizontal de
Campylobacter podem ser efetivas no controle da bactéria e na redugéo do
risco de infecgdo das aves, mas nao impedem seu reaparecimento em ciclos
de producgao subsequentes. Na pratica, € dificil ou quase inviavel a producao
de lotes de frango de corte livres de Campylobacter, bem como a
manutengao dessa condigao (VAZ, 2008).

O controle de vetores é outro item a ser observado durante todo o ano,
mas pode ser intensificado nos meses de verdo, periodo naturalmente
favoravel a infec¢do pelo Campylobacter (WEDDERKOPP et al., 2000; VAZ,
2008).

Como medida de controle, ha tratamentos com antimicrobianos para
reduzir as concentragdes gastrointestinais de bactérias patogénicas, como
Campylobacter. No entanto, por causa dos residuos potenciais e questdes
relacionadas a resisténcia aos antimicrobianos, uso de antibiéticos para o
controle no pré-abate de Campylobacter € indesejavel. Portanto, o uso de
antimicrobianos deve ser criterioso, especialmente em relacdo as
fluorquinolonas, uma vez que a emergéncia de linhagens resistentes
isoladas de humanos ¢ frequentemente relacionada ao uso de enrofloxacina
nas aves (WHO, 2001; HUMPHREY et al., 2007).

Programas de monitoria sdo necessarios para identificar o status do
plantel, para tragar o perfil de risco e verificar o periodo mais critico de
colonizagdo das aves, no qual devem ser focadas as intervengoes.
Pesquisas direcionadas para melhorar a seguranga dos alimentos
explorando novos meétodos e tecnologias tém sido desenvolvidas, como
descrito a seguir.

Alguns aditivos quimicos sao eficientes em reduzir a colonizagado de
Campylobacter em animais e alguns, por exemplo, a suplementagdo com

componentes nitrogenados de cadeia curta, estdo sendo testados. Alguns
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nitrocompostos, como 2-nitro-1-propanol, diminuiram a sobrevivéncia in vitro
de C. jejuni e C. coli, bem como outros patégenos de origem alimentar, como
Salmonella Typhimurium, E. coli O157:H7, Enterococcus faecalis e Listeria
monocytogenes. Em resultados iniciais de estudos in vivo foi demonstrado o
potencial dos nitrocompostos para reduzir as concentragdes gastrointestinais
de Campylobacter e Salmonella em aves e suinos. Os nitrocompostos
inibiram consideravelmente populagbes mistas de micro-organismos
gastrintestinais, por reduzir substratos utilizados por Campylobacter para
conservagao de energia durante a respiragdo, como fumarato, nitratos,
sulfitos ou oxigénio (BLACKBURN e McCLURE, 2002).

Dada a natureza microaerdfila e termdfila do Campylobacter, a redugéo
da concentragdo gastrointestinal do micro-organismo pode ser uma boa
alternativa para reduzir a atividade microbiana no ambiente. As
concentragdes de C. jejuni e C. coli no intestino de frangos de corte e em
perus foram significativamente reduzidas quando administrado bacteriocinas
e bacteriéfagos (BLACKBURN e McCLURE, 2002).

Hagens e Loessner (2007) desenvolveram uma técnica que utiliza
bacteriéfagos para eliminar bactérias especificas de alimentos. A
especificidade dos bacteriéfagos € uma caracteristica importante e desejavel
para aumentar a seguranga do alimento durante a produgdo, ja que sao
inimigos naturais das bactérias, e podem ser utilizados para controle
biolégico sem que haja interferéncia na microbiota natural. Além disso, os
fagos também podem ser usados para detectar a presenca de patdégenos
indesejaveis nos alimentos ou em ambientes de produgéo, com identificagéo
rapida e especifica de células viaveis (HAGENS e LOESSNER, 2007;
MEDEIRQOS, 2011).

Outro tratamento possivel para redugcado de patdogenos gastrintestinais é
a administracdo de uma microbiota intestinal selecionada para promover
uma exclusdo competitiva. Esta exclusdo é calcangada pela administragéao
oral de cultura mista de bactérias para aumentar a resisténcia a infec¢ao por
patdgenos antes da colonizagao inicial. No entanto, as melhores técnicas de
exclusdo competitiva reduzem as populagdes de Campylobacter, mas nao
evitam as concentragdes de eliminagéo intestinal e cecal (BLACKBURN e
McCLURE, 2002).
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Por enquanto, exclusdo competitiva tem sido indicada, principalmente
em aves de um dia, para prevenir a colonizagdo da microbiota indesejavel,
visto que esta medida apresenta-se menos eficaz quando usada em
individuos ja colonizados pelo Campylobacter. Como o nicho primario para a
colonizagao de C. jejuni é o estrato de mucina no ceco, pesquisas buscam
uma cultura que venha competir por este nicho. A microbiota derivada deste
estrato mucoso tem alguma capacidade em proteger contra a colonizagao de
Salmonella e de C. jejuni (JORDAN e PATTISON, 1996; CALIL et al., 2008).

Existe ainda a possibilidade de suplementar as ragdes com acidos
organicos selecionados para reduzir as concentragbes fecais de
Campylobacter, mas esta pratica possui efeitos pronunciados sobre a
supressao do crescimento em frangos de corte (BLACKBURN e McCLURE,
2002).

Pesquisas de vacinas contra campilobacteriose sdo promissoras em
animais de laboratério. A determinagdo da sequéncia do genoma do C. jejuni
podera facilitar o desenvolvimento de uma vacina segura e eficaz para a
prevencao da colonizagdo de aves por Campylobacter (SCOTT, 1997; LEE
et al., 1999; BUTZLER, 2004; CHAVES, 2007).

Observa-se a necessidade da realizagao de pesquisas relacionadas a
selecdo de linhagens de frangos resistentes a colonizagcédo intestinal, a
utilizacdo da microbiota natural do trato gastrointestinal para excluséo
competitiva e a imunizagado de frangos para controlar a transmissédo de C.
jejuni MYZEWSKI e STERN, 1990; STERN et al., 1990; ALTEKRUSE et al.,
1994; CALIL et al.,, 2008). A utilizacdo de bacteriéfagos liticos (LOC
CARRILO et al., 2005; GOODE et al., 2003) e exclusao competitiva (ZHANG
e DOYLE, 2007) sdo meétodos propostos como alternativas, mas ainda
precisam de comprovagao da sua viabilidade pratica e econdmica.

2.3.7.2. Medidas de controle de Campylobacter recomendadas aos
abatedouros de aves

A incidéncia de Campylobacter em carne fresca de frango pode atingir
de 30 a 100 % das carcacas (FDA, 2004; MADALOZZO et al., 2007a). As
bactérias encontram-se principalmente na pele, pescogo, musculatura do

peito e regido da cloaca e, internamente, no figado, moela, coracéo,
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estbmago e intestino. A frequéncia de amostras positivas é diminuida
quando as aves sado resfriadas e congeladas, mas nao inteiramente
eliminadas (FRANCO e LANDGRAF, 2006; MADALOZZO et al., 2007a;
CALIL et al., 2008).

O abatedouro de aves é um ponto importante de contaminagéo pelo
Campylobacter, com indices maiores nas carcagas do que nos animais
vivos. A tecnologia de abate n&o garante produtos livres de Campylobacter
(ATANASSOVA et al., 1999). Nestes estabelecimentos, os cuidados
referem-se as Boas Praticas de Fabricagdo, a Analise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle, e um adequado plano de higienizagdo, que colabore
com a sanidade dos produtos.

As carcacgas podem ser contaminadas durante o abate pela liberagao
do conteudo intestinal das aves ou da microbiota da superficie das carcacas,
(AQUINO et al., 2005). Embora Campylobacter nao sobreviva nas
superficies de equipamentos, dada a sua caracteristica microaerofilica, o
processamento tecnoldgico possibilita a formagao de um microambiente nas
carcagas contaminadas, que permite a viabilidade deste micro-organismo
(ORTEGA, 2005).

As principais etapas do processamento que podem gerar
contaminagao sao: a sangria, a escaldagem por imersao, a depenagem, a
evisceracgao, o resfriamento em chiller e o uso de agua recirculada ou nao
tratada (KEENER et al., 2004).

Mesmo estimativas mais conservadoras apontam que 60 % da
contaminagao ocorre “pés-chiller’. A maioria dos pesquisadores concorda
que o indice real estd ao redor de 90 %. Em contraste, a contaminagao por
Salmonella esta na faixa de 25 a 40 %, de acordo com o USDA (2012).
Gracas aos esforcos da industria contribuem para reduzir este indice a
menos de 20 % (CALIL et al., 2008).

A depenagem e o resfriamento em chiller, conduzidos de forma
inadequada, funcionariam como um sistema equalizador da contaminagao
(MADALOZZO et al.,, 2007b). Neste sentido, Mead (2004) cita que
Campylobacter pode aderir e penetrar na carcagca de frango e assim
sobreviver aos processos de escaldagem e resfriamento em chiller, os quais

deveriam manter ou reduzir o numero de micro-organismos.
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Atanassova et al. (1999) e Vashin e Stoyachev (2004) apontaram a
evisceragao como um ponto importante de contaminacdo, com indice que
varia com a eficacia do controle da dieta hidrica das aves, o que favorece o
esvaziamento do conteudo visceral e evita assim o rompimento de visceras
e do papo durante as operagdes de evisceragao.

Berrang e Meinersmann (2005) e Ortega (2005) relataram o isolamento
do micro-organismo no trato respiratério das aves, o que sugere uma fonte
importante de contaminacao por C. jejuni no interior de carcagas antes da
escaldagem. A bactéria poderia ser inalada pelas aves durante a criagéo e
transporte e contaminar outras aves por meio da agua de escaldagem, o que

ressalta a importancia do controle deste micro-organismo no campo.

- Controle nas etapas de escaldagem e depenagem dos frangos

O processo de depenagem envolve duas etapas: a escaldagem e a
depenagem propriamente dita. A escaldagem é realizada com agua
aquecida entre 56 a 62 °C por, aproximadamente, 1 min em contracorrente e
com vazdo de agua suficiente para que, a cada turno de trabalho de
aproximadamente 8 h, toda agua do tanque seja renovada (BRASIL, 1998).
A utilizagdo de uma vazao maior € dificultada pela disponibilidade de agua e
pelo custo do aquecimento no tanque de escaldagem e do tratamento dos
efluentes (MADALOZZO et al., 2007b).

Os foliculos das penas permanecem abertos durante a escaldagem e
depenagem e até que a carcaga seja resfriada em chiller. Assim, o
mecanismo de adesdo envolve a retengcdo da bactéria em uma pelicula
liquida sob a pele e em microcavidades, protegendo-a apds o fechamento
dos foliculos em contato com a agua de resfriamento (MADALOZZO et al.,
2007b).

A escaldagem €& considerada um ponto de alto risco para
contaminagao cruzada, mesmo tendo uma temperatura relativamente alta,
pois o C. jejuni resiste de 1 a 3 min nesta temperatura e o tempo de
passagem do frango por esta etapa € de cerca de 1 min (MADALOZZO et
al., 2007b).

Berrang et al. (2000b) demonstraram que a escaldagem a uma

temperatura minima de 56 °C resulta em maior redu¢gdo do numero de micro-
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organismos. Entretanto, Vashin e Stoyachev (2004) relataram que a carga
de C. jejuni na superficie da pele dos frangos apds a escaldagem ainda é
significante.

No que se refere ao controle quimico, Kenner et al. (2004) obtiveram
uma reducao de 0,5 a 1 ciclo logaritmico de C. jejuni ao adicionar 0,1 % de
acido acético na agua de escaldagem, e propuseram esta técnica como
alternativa para o controle do agente.

O uso de quaternario de ambnia em um processo simulado de
escaldagem de aves, em concentracdes de 50 e 100 mg.L™, foi eficaz para
inativar C. jejuni em agua com temperatura acima de 50 °C (NACMCF,
1994). Essas concentragbes sao permitidas nos Estados Unidos
(MADALOZZO et al., 2007b) porém, nao sao aceitas pelo MAPA (BRASIL,
1998).

ApOs a escaldagem, os frangos passam por um sistema giratorio de
dedos de borracha, para remogéo das penas. A contaminagao cruzada nesta
etapa é significativa, ja que o equipamento ndo possui um sistema continuo
de desinfeccdo (ORTEGA, 2005), e pode aumentar até trés ciclos
logaritmicos a contaminagao por C. jejuni na superficie das aves (BERRANG
et al.; 2000b).

A contaminagao cruzada esta relacionada com as fezes liberadas
durante o processo de depenagem devido a pressdao que os dedos de
borracha exercem sobre a carcacga. Por¢gbes de 5 mg de conteudo fecal
podem causar um aumento significativo de C. jejuni nas carcagas, o que
reforga a necessidade de um controle rigoroso na dieta hidrica das aves com
objetivo de reduzir o conteudo gastrintestinal e o potencial de contaminagao
fecal durante o abate (KENNER et al., 2004; MADALOZZO et al., 2007b).

No Brasil, como a presenga de penas no frango apds a depenagem &
considerado um ponto de controle (PC), ha a tendéncia de utilizar-se uma
pressao maior dos dedos de borracha sobre as carcacas, o que poderia
aumentar as chances de contaminacdo por fezes (MADALOZZO et al.,
2007b).

Berrang et al. (2000b) estudaram o efeito da agua aquecida sobre as
carcagas apo0s a depenagem, por imersdo e por aspersao, mas O0s

resultados demonstraram que o processo ndo foi capaz de reduzir a
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contaminagdo superficial a indices desejados, 0 que leva a crer que a
utilizacdo de métodos fisicos corretivos € ineficiente quando a contaminagao
ja esta instalada (MADALOZZO et al., 2007b).

O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) aprovou
0 uso de fosfato trissodico (TSP) como coadjuvante para a redugao
superficial de micro-organismos. A concentragao indicada € de 8 a 12 % a
temperatura de 7 a 12 °C, aplicado por aspersdao ou imersdao por 15
segundos. O TSP é eficaz para reduzir a contaminagao superficial de C.
Jejuni em frangos, aplicado antes da escaldagem, por imersao, o que reduz a
contaminagdo entre 17 a 19,4 % (NACMCF, 1994) e, aplicado apos a

evisceragao, reduz 1 a 2 ciclos logaritmicos (BASHOR et al., 2004).

- Controle na etapa de evisceragao dos frangos

Antes da evisceragao, as carcagas devem ser lavadas por aspersao
com agua sob pressao, com jatos orientados no sentido de que toda a
carcaca seja lavada, inclusive os pés. Nas operagbes de evisceragao
devem-se observar os cuidados necessarios para evitar o rompimento de
visceras e o0 contato das carcagas com superficies contaminadas (BRASIL,
1998).

ApOs a evisceragao as carcagas devem ser eficazmente lavadas por
aspersao nas superficies internas e externas, com agua sob pressao
adequada, e em um volume de, no minimo, 1,5 L por carcaga, ndao sendo
permitido qualquer manipulagcéo apés o procedimento de lavagem (BRASIL,
1998).

A sanitizagdo da carcaga deve ser incluida como operagao de rotina,
no processo de abate de animais para consumo humano, para eliminar, ou
pelo menos reduzir a incidéncia de contaminantes. E importante ressaltar
que alguns micro-organismos que aderem a carcaga durante o abate, podem
ser removidos apos lavagem com agua potavel. Para higienizacdo de
animais abatidos permite-se usar acido acético e latico, pois estes
apresentam baixa toxidade para os humanos e alta toxicidade para os micro-
organismos. Esses acidos podem aumentar a vida de prateleira da carne de
frango (VENTURINI et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2011).
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- Controle na etapa de resfriamento em chiller

As carcagas de frango devem ser resfriadas o mais rapido possivel
apo0s os processos de abate, para prevenir a multiplicagdo bacteriana
(ORTEGA, 2005). A multiplicacdo de Campylobacter parece nao ser
relacionada ao tipo de resfriamento utilizado (imersdo em agua ou ar
resfriado). Porém, o resfriamento das carcagas com ar, que causa uma
desidratacao superficial, colabora para o controle da multiplicagéo, ja que o
C. jejuni é sensivel a redugao da atividade de agua (NACMCF, 1994). Tal
processo é pouco utilizado devido as perdas econdmicas geradas pela
desidratagéo das carcagas (MADALOZZO et al., 2007b).

O resfriamento em chiller de imersdo com agua e gelo a temperatura
de 0 a 4 °C é um ponto potencial para a contaminagdo de carcagas.
Geralmente, as carcagas de frango, com temperatura entre 40 a 42 °C
passam por um sistema de pré-resfriamento (pré-chiller), onde a temperatura
€ de 16 °C, com renovagao continua de agua de 1,5 L por carcaga, para
frangos com massa média de 2,5 a 5,0 kg, com cerca de 1 h de passagem
das carcagas pelo pré-chiller (BRASIL, 1998).

Conforme a Portaria do MAPA n° 210/1998, a utilizagdo da agua do
chiller durante um turno de producédo, de cerca de 8 h, deve ser feita com
renovagado da agua de no minimo de 1,5 L por frango no pré-chiller e 1,0 L
por frango no chiller com um limite de 5 mg.L'1 de cloro livre. O uso do cloro
em concentracdes maiores do que 1 mg.L”' normalmente ndo é praticado
pelos abatedouros brasileiros devido as barreiras impostas pelos
importadores de carne da Unido Europeia (BRASIL, 1998; MADALOZZO et
al., 2007b).

A introdugdo de resfriamento por spray de agua fria ao invés da
imersao da carcaga das aves em um tanque de resfriamento e maquinarios
com acabamento sanitario, de material resistente, desmontaveis e de facil
higienizagdo, sdo exemplos de como a contaminagdao cruzada pode ser
reduzida (CALIL et al., 2008).

O impacto do resfriamento por imersdao tem sido discutido
exaustivamente e gerado algumas confusdes. Existem dados disponiveis

que demonstram que o tanque de resfriamento pode ser uma fonte de
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contaminagdo cruzada ou uma oportunidade para descontaminar as
carcagas (HARGINS e HIGGINS, 2004; MADALOZZO et al., 2007b).

Concentragdes adequadas de cloro livre sdo essenciais para reduzir
ou controlar a contaminacéo, ainda que esse cloro venha a ser inativado
pela quantidade excessiva de matéria orgénica (HARGINS e HIGGINS,
2004). Mesmo com as imposi¢cdes do mercado de carne mais competitivo do
mundo, o europeu, o Servigo de Inspecédo e Seguranca Alimentar (FSIS) do
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos recomenda a utilizagao de
5 mg.L”" de hipoclorito de sédio na agua dos chillers (NACMCF, 1994;
MADALOZZO et al., 2007b).

Nunes (2005) demonstrou diferenga significativa na eficacia do cloro
quando avaliaram o efeito do tempo de processamento e concentragdo de
cloro na agua de resfriamento (10, 30 e 50 mg.L™") como agente bactericida
sobre C. jejuni e outros patdgenos. Estes fatores ndo sido unicos, como
afirmam Hargins e Higgins (2004) e Vanshin e Stoyachev (2004), pois micro-
organismos como C. jejuni, com habilidade e mobilidade para penetrar nos
foliculos da pele do frango, ficariam protegidos contra a agdo bacteriana do
cloro.

Em 1995, com o objetivo de prevenir a contaminagado cruzada em
chillers, o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA)
recomendou aos abatedouros a adigdo de 20 a 50 mg.L™ de cloro na agua.
E, em 1996 e 2003, respectivamente, permitiu o uso de didxido do cloro e
ozbénio também no chiller. Porém, alguns abatedouros reportaram a
dificuldade da exportacdo de frangos para diversos paises associado a
utilizagcado destes coadjuvantes (KEENER et al., 2004; MADALOZZO et al.,
2007b).

Para Oyarzabal et al. (2004), o uso de hipoclorito de sédio sobre
carcacgas apos o resfriamento tem demonstrado bons resultados, podendo
ser aplicado por aspersdao ou imersdo. No Brasil, assim como em varios
paises exportadores, o uso deste coadjuvante tecnoldgico é proibido e
segue os padrdes que a Unido Europeia impde, sendo o limite de 1 mg.L'1
de cloro na agua de resfriamento de chillers (MADALOZZO et al., 2007b).

O uso de didxido de cloro em aguas de abastecimento e de chillers se

mostrou eficaz, pois o produto ndo perde seu efeito bactericida em contato
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com a matéria organica contida na agua, o que permite um efeito residual
sanitizante. O produto foi reconhecido como seguro (Generally Recognized
as Safe — GRAS) pelo USDA em 23 de setembro de 1996, sendo aprovado
para uso em chillers com um limite de 3 mg.L™ (USDA, 1996).

Kenner et al. (2004) citam que o didxido de cloro é sete vezes mais
ativo do que o hipoclorito e em contato direto com a carne n&o promove
alteragdes no gosto, apenas um leve clareamento superficial, que tende a
diminuir em poucos minutos.

Conner e Bilgili (2004) estudaram o tratamento quimico
antimicrobiano no resfriamento de aves em chiller de imersao, utilizando
acidos organicos, latico e tartarico, em concentragdes de 0,5 e 1 %. O uso
destes acidos na agua de resfriamento eliminou até 90 % das bactérias
aderidas, o que inclui o C. jejuni e outros patdbgenos, mas ocorrem
modificagdes na aparéncia do produto.

No que diz respeito as etapas de depenagem e resfriamento, o
controle pode ser feito pela aplicagao de fosfato trissédico nos frangos antes
da escaldagem, para prevenir a adesdo dos micro-organismos aos foliculos
da pele. Isso deixaria as células de Campylobacter menos resistentes, e
aumento da eficacia do cloro que, como pesquisado, aumenta quando o
micro-organismo nao esta aderido ou protegido sob os foliculos da pele.
Para promover um maior controle, o uso de diéxido de cloro na agua dos
chillers, nas concentragdes recomendadas pelo Departamento de Agricultura
dos Estados Unidos, parece ser eficaz, ja que o mesmo permanece com um
efeito residual mesmo em contato com material organico, e é reconhecido
como seguro (GRAS) pela FSIS (MADALOZZO et al., 2007b).

2.3.7.3. Higiene industrial e medidas de controle de Campylobacter
spp. no processamento de aves

A higiene industrial é regida por um conjunto de procedimentos
obrigatérios (BRASIL, 1997a) que devem ser especificos para cada empresa
e tipo de alimento e sdo conhecidos como Procedimento Padrao de Higiene

Operacional (PPHO). Tais procedimentos, aliados as Boas Praticas de
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Fabricacdo (BPF), auxiliam na manutengdo da garantia da qualidade
microbioldgica dos alimentos (MADALOZZO et al., 2007b).

A implementagao do sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos
de Controle (APPCC) para garantia da qualidade nas plantas processadoras
de frango auxilia o controle de patdgenos, assim melhora a higiene e permite
monitorar os pontos considerados criticos (BRASIL, 1997a; MEAD, 2004).

Para desinfecgdo das superficies, recomenda-se hipoclorito de sédio e
amoénia quaternaria (VENTURINI et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2011).

A legislacdo brasileira orienta o uso do cloro, em suas diversas
apresentacdes, deve ser preparado em concentragdes de até 100 mg.L'1
(BRASIL, 2004). O uso de outros desinfetantes, como quaternario de amdnia
e acidos, deve ser feito conforme orientagdo do fabricante. Porém, tais
produtos devem, obrigatoriamente, ser aprovados pelo Ministério da
Agricultura, por meio da Autorizagdo de Uso de Produto pelo Departamento
de Inspecéao de Produtos de Origem Animal (AUP-DIPOA) (BRASIL, 2004).

Os fabricantes destes produtos recomendam concentragdes de 50 a
200 mg.L" para quaternario de amédnia e acido peracético, com tempo de
contato de cerca de 15 minutos. Concentragdes mais elevadas, com até 500
mg.L'1, seriam recomendadas apenas para locais onde nao exista contato
direto com alimentos, como superficies de caémaras de estocagem e
plataformas de recebimento. O acido peracético é altamente oxidativo, o que
diminui sua eficiéncia quando aplicado sobre locais com matéria organica
consideravel (CONTRERAS et al., 2003; MADALOZZO et al., 2007b).

O controle de pragas nos abatedouros e areas de processamento
também parece influenciar na contaminagéo por C. jejuni (ORTEGA, 2005).
Essa afirmacao pode ser reforgada por Nichols (2005) que isolou estirpes de
Campylobacter em moscas (Musca domestica) de aviarios e abatedouros.

A higiene dos funcionarios também é um método comprovado de
controle de contaminagao cruzada, ndo sé para Campylobacter como para
varios outros micro-organismos. Vashin e Stoyachev (2004) pesquisaram a
incidéncia deste agente nas maos dos colaboradores que tinham contato
direto com as carcacgas apds o chiller e identificaram 94 % de positividade
para Campylobacter em amostras coletadas de 25 pessoas.
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Lake et al. (2007) afirmaram que o controle da contaminag&o cruzada
em abatedouros € complexo e sugerem as seguintes agdes para prevengao
desta situacao:

- sistemas de escaldagem e resfriamento em fluxo contracorrente e
renovavel,

- aspersdo de equipamentos com agua clorada durante o
processamento;

- aspersdo das carcagas com agua clorada sob pressdo e abate de
lotes n&o contaminados antes dos lotes contaminados.

Na industria, o controle de Campylobacter é efetivado pela higiene no
processamento e manuseio dos alimentos, refrigeracdo adequada e
tratamento térmico dos produtos (LEITAO et al., 1988). Quanto ao produto
final, tratamentos bactericidas, como calor (cozimento ou pasteurizagao), e
irradiagcdo apresentam-se efetivos para eliminacdo do patdégeno em
alimentos contaminados (ANDRADE, 2008).

Campylobacter é mais resistente aos agentes fisicos e quimicos
quando se encontra aderido a pele da carcagca de frango, e segundo
Madalozzo et al. (2007b), os métodos fisicos de descontaminagdo parecem
menos eficientes que os agentes quimicos.

A irradiacao tem-se mostrado eficiente e tem a vantagem de destruir
também outros patdgenos. Mas ha desvantagens, e a principal € que as
pessoas passam a acomodar-se e deixam de se preocupar com a as
medidas higiene durante a producdo de aves associado a eficacia do
método, além de ndo ser muito aceita pelos consumidores (BUTZLER, 2004;
CALIL et al., 2008).

Observa-se também uma queda brusca do numero de células viaveis
de Campylobacter spp. apds o congelamento e descongelamento, resultadi
que demonstra que o congelamento das carcagas reduz significativamente a
contaminagao (REITER et al., 2005; GEORGSSON et al., 2006; FRANCHIN
et al., 2007), sendo uma intervengdo preconizada para lotes de aves
positivos, embora n&o elimine o risco do produto.

A prevengcdo da campilobacteriose envolve também o incentivo
continuo as boas praticas de preparo da carne de frango pelos
consumidores (CALIL et al., 2008).
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N&do pode ser ignorado que o envolvimento da carne de frango na
transmissao da bactéria pode ter reflexos na imagem que o consumidor tem
do produto. Pela importancia que vem recebendo em todo o mundo e
considerando a expressiva participagado do frango brasileiro no concorrido
mercado externo, é possivel que Campylobacter seja uma barreira no
comercio internacional. Neste cenario, as recomendacdes para o controle de
Salmonella na industria avicola e na seguranga dos alimentos, pode ser
empregado para melhorar o gerenciamento e Campylobacter, o que ja vem
sendo tema de debates junto as industrias e 6rgaos oficiais como forma de
antever o problema e garantir a qualidade do produto que € ofertado (VAZ,
2008).

Em 2009, a FAO/OMS instituiu o Expert Committee Joint Microbial Risk
Assessment (JEMRA), que em sua 122 reunido definiu como meta a
avaliagao de risco de Campylobacter spp. em frangos, cujo relatério técnico
foi apresentado na 422 Secdo do Codex Committee on Food Hygiene,
ocorrida em Kampala, Uganda, entre os dias 29/11 a 3/12/2010. Neste
relatério, estabeleceu-se que as medidas de controle devem ser
fundamentadas:

- nas boas praticas de higiene, que por serem geralmente qualitativas
podem diferir consideravelmente entre os paises,

- em avaliacbes de risco, desenvolvidas a partir do conhecimento
cientifico, por meio de uma base quantitativa da prevaléncia e/ou ocorréncia
de Campylobacter spp. (CAC, 2011).

2.4. Resisténcia de bactérias aos antimicrobianos

Antimicrobianos € o termo, em geral, empregado para designar
farmacos que inibem a multiplicagdo ou causam a morte de micro-
organismos. Podem ser administrados em animais para prevenir ou tratar
doencas infecciosas e, também, como aditivos, para melhorar o
desempenho zootécnico de animais de produgdo (BRASIL, 2008a).

Isto inclui a utilizacdo nado terapéutica, como para a promogao de
crescimento e o uso como profilaxia para tentar prevenir infecgcbes em

desenvolvimento em animais alimentos e uso terapéutico para o tratamento
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de animais doentes. No entanto, esta utilizacdo também inclui o uso de
agentes definidos pela OMS como ‘"criticamente importantes" para a
medicina humana (OMS, 2011).

O uso dessas substancias é objeto de grande preocupacgao na area
da saude, considerando-se os riscos de ocorréncia de residuos nos produtos
derivados dos animais e de desenvolvimento de resisténcia bacteriana, ou
seja, a capacidade de um micro-organismo continuar a multiplicar-se ou
sobreviver na presenga de concentracbes terapéuticas de determinado
agente antimicrobiano (BRASIL, 2008a).

2.4.1. Mecanismos de resisténcia a antimicrobianos

A resisténcia microbiana pode ser classificada como natural ou
intrinseca, e adquirida.

A resisténcia intrinseca decorre de uma propriedade comum aos
micro-organismos da espécie, € fundamentada em genes presentes no
cromossomo, que tipicamente ndo sao transferiveis e incluem resisténcia as
penicilinas semi-sintéticas, cefalosporinas, aminoglicosideos, clindamicina,
lincomicina, fluorquinolonas e trimetoprim-sulfametoxazol. Um exemplo é o
que ocorre com os bacilos gram-negativos (Escherichia coli e Proteus)
resistentes a penicilina G. Essas bactérias sintetizam enzimas que clivam
esse antibidtico, denominadas beta-lactamases, e possuem, além disso,
envoltérios que dificultam o acesso da penicilina ao seu alvo molecular
(PALERMO-NETO e TITZE-DE-ALMEIDA, 2002; TEIXEIRA e FACKLAM,
2003; ALEKSHUN e LEVY, 2007).

A resisténcia adquirida resulta da aquisicdo de mecanismos
normalmente ausentes nos micro-organismos da espécie em questdo, e
normalmente resulta de uma mutagao no DNA ou pela aquisigdo de um novo
gene. Esta aquisicdo pode ocorrer por transformacgéo, transdugcdo ou
conjugacgao. Por exemplo, a maioria dos isolados de Staphylococcus aureus
nao apresentava resisténcia a penicilina G, porém, ja nos primeiros anos de
uso desse antimicrobiano, foram detectadas linhagens resistentes
(MOELLERING JR, 1992; MONROE e POLK, 2000; PALERMO-NETO e
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TITZE-DE-ALMEIDA, 2002; TEIXEIRA e FACKLAM, 2003; ALEKSHUN e
LEVY, 2007).

A resisténcia microbiana pode ocorrer em fungao de trés principais
mecanismos: inativagao enzimatica da molécula do antimicrobiano, alteragao
do alvo celular deste agente e redugdo da concentracdo intracelular do
antimicrobiano (ALEKSHUN e LEVY, 2007).

A inativacdo enzimatica decorre da acdo de enzimas bacterianas
sobre o principio ativo do antimicrobiano, como ocorre em S. aureus
produtores de enzimas beta-lactamases (penicilinase e cefaloporinase) que
hidrolisam o anel beta-lactamico de penicilinas e cefalosporinas.

O segundo mecanismo de resisténcia consiste em alterar ou
‘camuflar’ a estrutura da molécula-alvo do antimicrobiano. Por exemplo, os
enterococos resistentes a vancomicina substituem o residuo de alanina por
lactato, reduzindo a afinidade da vancomicina pelo seu alvo.

E ainda, os micro-organismos podem apresentar resisténcia quando
possuem mecanismos para reduzir a concentragdo intracelular do
antimicrobiano, por uso das bombas de efluxo. Este mecanismo é presente
em estafilococos resistentes a antibidticos macrolidios, como a eritromicina
(WALSH, 2000; WHITE et al., 2006).

2.4.2. Possiveis consequéncias para a saude humana

A possivel transferéncia da resisténcia microbiana dos animais para
0 homem é um tema de grande importancia e que tem mobilizado esforgos
de controle por parte de varias instituigdes internacionais, incluindo OMS,
OIE e Codex Alimentarius (OMS, 2011).

As duas maiores preocupagdes sédo a selegdo de micro-organismos
resistentes que podem, assim, causar uma infecgao de dificil controle, e a
transferéncia de genes de resisténcia dos micro-organismos de origem
animal para os micro-organismos de origem humana.

Quanto ao primeiro aspecto, sabe-se que doencas infecciosas de
origem alimentar ocorrem quando bactérias patogénicas ou oportunistas do
hospedeiro sao ingeridas e, posteriormente, superam barreiras organicas

como, por exemplo, o pH e as enzimas gastricas, o muco, a microbiota
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normal do Trato Gastrointestinal (TGIl) e a agdo de leucdcitos do sistema
imune, podendo, assim, causar intoxicagao ou infecgdo (BRASIL, 2008a).

As infeccbes sdo a primeira preocupagdo no que se refere a
ingestao de alimentos contaminados com micro-organismos resistentes, uma
vez que a terapia antimicrobiana pode ser ineficaz. Porém, a instalagdo de
um processo infeccioso causado por bactérias resistentes € um processo
que depende de varias etapas sucessivas.

A segunda preocupacao é a transferéncia de genes de resisténcia
das bactérias de origem animal para aqueles presentes na microbiota
humana que, posteriormente, poderiam causar a infecgdo. A transferéncia
de genes entre bactérias ja foi demonstrada experimentalmente, mas a
magnitude deste fendmeno, em termos de saude publica, ainda nao foi
estabelecida (BARTON, 1998; APPLEY et al., 2001).

Vale destacar que o risco de ocorréncia de uma infeccéo a partir da
ingestdo de alimentos varia de acordo com o0 micro-organismo em questao.
Assim, a OMS dividiu os agentes microbianos considerados prioritarios para
monitoramento de resisténcia em duas categorias, aqueles zoonoticos,
incluindo Salmonella spp. e Campylobacter spp. e aqueles indicadores de
contaminagdo, que compreendem Enterococcus e Escherichia coli (OMS,
2011).

Apesar destes quatro géneros possuirem potencial de causar
infecgbes a partir de alimentos de origem animal, o risco esta mais bem
caracterizado para os zoondéticos. As infecgdes alimentares causadas por
linhagens de Salmonella spp. e de Campylobacter spp. com resisténcia a
antimicrobianos ja estdo caracterizadas na literatura cientifica (OMS/FAO,
2011; OMS/FAO, 2012).

Como a incidéncia de resisténcia bacteriana a antimicrobianos
representa risco a saude humana e animal, o tema tem sido objeto de
atencao de instituicdbes como a OMS, OIE e Codex Alimentarius, que vém
discutindo solugdes globais para o problema. A legislagao brasileira prevé a
fiscalizagdo de produtos de uso veterinario desde o final da década de 1960,
no que diz respeito a utilizacdo, fabricagcdo e comercializagdo (BRASIL,
2008a).
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Dentre as drogas de uso veterinario autorizadas no Brasil, destaca-
se o grupo dos antimicrobianos, farmacos que vem sendo utilizados para
prevencao e tratamento de doencas infecciosas, bem como para melhorar o
desempenho de animais produtores de alimentos. A utilizagdo dos
antimicrobianos tem como base informagdes cientificas e técnicas, e devem-
se respeitar as boas praticas de uso de medicamentos veterinarios. Na
escolha devem-se considerar a eficacia, aplicabilidade, seguranga e custo
(BRASIL, 2008a).

2.4.3. Uso de antimicrobianos na produc¢ao animal

De acordo com Bottezini et al. (2005), os antibiéticos possuem
também a fungcdo de estimulantes do crescimento, pois atuam no intestino
selecionando a microbiota e eliminando micro-organismos produtores de
toxinas, além de melhorar o aproveitamento dos alimentos. Sua introducéo
nas ragoes, para fins de beneficios no crescimento, iniciou-se a partir dos
trabalhos de Moore et al. (1946) e Stockstad e Jukes (1950), citados por
Lopes (2009). A partir dai, € comum o fornecimento na alimentagdo animal
como promotores de crescimento, para melhorar a conversdo alimentar e
para diminuir o desperdicio na produgao, além de auxiliar na terapéutica e
profilaxia de infecgbes bacterianas, pois resultados positivos tém sido
demonstrados ao longo do tempo, inclusive no controle de infecgbes
prevalentes em fazendas e estagdes experimentais de criacdo (TITZE-DE-
ALMEIDA e PALERMO-NETO, 2005; LOPES et al., 2006).

Para acompanhar a crescente demanda de producgao, a avicultura
industrial necessita, imprescindivelmente, do uso de técnicas ou acdes que
diminuam a incidéncia de doengas no plantel avicola. Por muitas décadas,
os promotores de crescimento tiveram e ainda tém grande importancia na
producdo de proteina animal dadas as diversas vantagens que oferecem,
neutralizando ou amenizando os efeitos prejudiciais desses produtos
(BRASIL, 2008a).

Contudo, a utilizacao indiscriminada e constante de antibidticos tem
ocasionado o surgimento de populagdes bacterianas resistentes, resultantes

do compartilhamento e/ou transferéncia de genes de resisténcia entre micro-
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organismos da microbiota normal e diferentes patdgenos, incluindo os de
natureza zoonética (TITZE-DE-ALMEIDA e PALERMO-NETO, 2005).

Entre os farmacos empregados, é reconhecido que alguns, como
bacitracina de zinco, clortetraciclina, oxitetraciclina, penicilina, estrepto-
micina, eritromicina, oleandomicina, virginamicina, flavomicina e lincomicina,
favorecem em torno de 10 % o ganho de peso, e cerca de 10 % uma melhor
conversao alimentar (BOTTEZINI et al., 2005; BACK et al., 2006).

Usualmente, as ragdes para produgdes avicolas contém 2, 4, 10 ou
40 g.t" de algum tipo de antibiético, para estimular o crescimento e melhorar
a conversao alimentar. O uso na terapéutica também requer o conhecimento
ou suspeita quanto ao agente infeccioso e o seu perfil de sensibilidade,
assim como a avaliagdo das condigdes clinicas do animal. Contempla um
regime posoloégico cuja dosagem e duragdo possibilitam o controle do
processo infeccioso, reduzindo-se o0s riscos de desenvolvimento de
resisténcia bacteriana (BOTTEZINI et al., 2005; TITZE-DE-ALMEIDA e
PALERMO-NETO, 2005).

Entretanto, seu uso é feito, muitas vezes, de forma desordenada, no
setor agricola, em que € utilizado por meio de asperséo direta, e na cadeia
de producgéo de alimentos de origem animal, na qual sao incorporados as
ragdes. Essa condicdo leva a selegcdo de um pool de genes, transferiveis
para bactérias comensais presentes no trato gastrointestinal humano ou
enteropatdégenos, levando a uma pressdo seletiva, que favorece a
sobrevivéncia e disseminagao na cadeia alimentar (HASMAN, 2005).

A emergéncia da resisténcia a antimicrobianos em bactérias
associadas com animais produtores de alimentos, particularmente naquelas
de caracteristicas zoonoticas, e a evidéncia de infecgdes humanas tendo
como fontes alimentos de origem vegetal e animal, tem compelido a
comunidade cientifica e os profissionais de saude publica a reavaliarem os
critérios que permitam o uso de antimicrobianos na agricultura e na
producdo de alimentos de origem animal. Por exemplo, o crescente
isolamento de estirpes de Salmonella resistentes a um ou varios
antimicrobianos a partir de fontes humanas e animais é considerado
alarmante e se tem constituido um importante problema de Saude Publica
(SCHORETER et al., 2004; LARKIN et al., 2004; VARMA et al., 2005).
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Portanto, a utilizagdo de antimicrobianos na agricultura deve ser
criteriosa, excluindo os agentes definidos pela OMS como "criticamente
importantes" para a medicina humana. Deste modo, a Organizagdo Mundial
de Saude elaborou um documento destinado as autoridades de saude
publica e de saude animal de todo mundo, voltado para os profissionais da
area médica e veterinaria, assim como outros envolvidos na gestdo da
resisténcia antimicrobiana, para garantir que os antimicrobianos criticamente
importantes sejam utilizados de forma prudente, na medicina humana
veterinaria (OMS, 2011).

2.4.4. Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos de
Campylobacter spp.

O desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos em
campilobactérias termofilicas, em especial em C. jejuni e C. coli, esta
tornando-se um grande problema em todo o mundo, pela sua resisténcia as
fluoroquinolonas e aos macrolideos. A resisténcia aos antimicrobianos
também é comum entre campilobactérias isoladas de aves. Por esta razéo a
FDA proibiu 0o uso de suplemento de fluoroquinolonas como promotores de
crescimento na produgcdo de aves. As espécies Campylobacter causam
diarreia auto-limitada em aves, portanto, o tratamento com antibiéticos em
geral ndo é necessario. No entanto, o antibiético € necessario para os casos
humanos graves como infecgdes prolongadas ou sistémicas. Como
Campylobacter € um patégeno zoondtico, sua transmissdo aos seres
humanos levanta uma questao grave, visto que os antibiéticos mais comuns
podem ser ineficazes para o tratamento da campilobacteriose (BHUNIA,
2008).

O aumento da taxa de infeccbes humanas causadas por estirpes
resistentes a antimicrobianos de C. jejuni faz o manejo clinico dos casos de
campilobacteriose cada vez mais dificil. A resisténcia a antimicrobianos pode
prolongar a doenga e comprometer o tratamento de pacientes com
bacteremia (ALTEKRUSE et al., 1999).

A taxa de resisténcia a antimicrobianos a infec¢des entéricas é mais

alta nos paises em desenvolvimento, em que o uso de antimicrobianos em
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humanos e animais é relativamente livre. Estudo realizado em 1994 foi
constatado que a maioria dos isolados clinicos de C. jejuni na Tailandia era
resistente a ciprofloxacina. Além disso, quase um tergco dos isolados foi
resistente a azitromicina. No mundo industrializado, o surgimento de cepas
resistentes a fluoroquinolona de C. jejuni ilustra a necessidade de uso
prudente de antimicrobianos na producdo animal para consumo como
alimento. Evidéncias experimentais demonstram que cepas de C. jejuni
suscetiveis a fluoroquinolona facilmente tornam-se resistentes em frangos,
quando estes farmacos sao administrados. Depois que o uso da
flouroquinolona foi aprovado na Europa para uso em aves de granja, cepas
resistentes de C. jejuni surgiram rapidamente nos seres humanos, durante o
inicio dos anos 1990. Da mesma forma, apds o prazo de dois anos da
homologacéo, em 1995, do uso das fluoroquinolonas em aves de granja nos
Estados Unidos, o numero de casos humanos de campilobacterioses
resistentes a ciprofloxacina dobrou em Minnesota. Em 1997, um estudo
realizado em Minnesota, 12 (20 %) de 60 amostras de C. jejuni isoladas de
frango comprado em mercearias foram resistentes a ciprofloxacina
(ALTEKRUSE et al., 1999).

Com o objetivo de verificar a susceptibilidade a antimicrobianos de
Campylobacter spp., Kuana et al. (2008) avaliaram 62 amostras isoladas de
22 lotes de frango de corte pelo método de difusdo em Agar. As amostras
foram isoladas de frangos com idade entre 3 e 5 semanas, a partir de swabs
cloacais, fezes e descarga cecal obtidos nas granjas e de rinsagem de
carcacas no abatedouro. O perfil de susceptibilidade a antimicrobianos
apresentou 62,5 % de resisténcia para, no minimo, uma droga, sobretudo
para enrofloxacina (71 %), neomicina (50 %), lincomicina (50 %), tetraciclina
(43 %), penicilina (42 %), ceftiofur (33 %) amoxicilina (27 %), espiramicina
(20 %), ampicilina (18 %) e norfloxacina (14 %), enquanto uma percentagem
menor foi observada frente eritromicina (10 %) e doxiciclina (10 %). Todas as
amostras foram sensiveis a gentamicina e linco-espectinomicina e 80% a
colistina (KUANA et al., 2008b).

Em outro trabalho, Marini e colaboradores (2009) isolaram cepas de
Campylobacter de carcagas suinas em diferentes etapas da linha de abate,

que foram caracterizadas e identificadas mediante testes bioquimicos e
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enzimaticos, os quais foram confirmados por reacdo de polimerase em
cadeia (PCR). As cepas também foram avaliadas quanto a resisténcia a
antimicrobianos pela técnica de disco-difusdo. Foram testados 15 diferentes
principios ativos (amoxicilina, amoxicilina + acido clavulanico, ampicilina,
azitromicina, cefalotina, ciprofloxacina, clindamicina, cloranfenicol,
estreptomicina, gentamicina, &acido nalidixico, norfloxacina, tetraciclina,
trimetropina e vancomicina) e a formacédo de halo ao redor do disco de
antibiético foi medida para a verificagao da acgao inibitéria do antimicrobiano.
De um total de 196 amostras coletadas, foram isoladas 8 cepas que depois
foram identificadas como pertencentes aos géneros Campylobacter e
Arcobacter das espécies C. coli, C. jejuni e A. cryaerophilus. Todas as cepas
isoladas apresentaram multirresisténcia antimicrobiana, sendo resistentes a
cefalotina, &acido nalidixico, norfloxacina, tetraciclina, trimetropina e
vancomicina. Apenas 2 antimicrobianos, acido clavulanico + amoxicilina e
cloranfenicol, mostraram inibicdo a todas as cepas isoladas (MARINI et al.,
2009).
Gomes e colaboradores (2009) estudaram o perfil de sensibilidade de
238 estirpes de C. jejuni / C. coli, isoladas de 4 lotes de frangos na fase do
abate, pelo método de difusdo em agar, usando discos impregnados com
substancias antimicrobianas disponiveis no mercado. Em 136 estirpes
provenientes destes lotes foram realizados, pelo mesmo método, testes para
a determinagao da susceptibilidade as quinolonas Enrofloxacina (5 mcg) e
Ciprofloxacina (5 mcg). O perfil de resisténcia das cepas de C. jejuni/ C. coli
isoladas de frangos no momento do abate mostrou que 100 % das estirpes
foram resistentes a Cefalotina, 97,9 % ao Trimetoprim/Sulfametoxazol, 59,2
% ao Acido Nalidixico, 20,2 % a Ampicilina, 5,9 % a Tetraciclina, 0,4 % a
Eritromicina e Kanamicina. Nenhuma estirpe foi resistente ao Cloranfenicol.
Em relacéo especificamente as quinolonas testadas, 26,5 % das estirpes
avaliadas apresentaram resisténcia a Enrofloxacina e 27,2 % a
Ciprofloxacina (GOMES et al., 2009).
Em trabalho sobre a prevaléncia e a resisténcia a antimicrobianos de
Campylobacter spp. em frangos de corte, na China, Chen et al. (2010)
avaliaram 767 amostras de material do ceco de frangos de corte, em que no

total foram identificadas 208 amostras contendo C. jejuni, 53 amostras com
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C. coli, e outras 14 amostras com Campylobacter spp. nao identificados. Foi
realizado teste de susceptibilidade a antimicrobianos com 202 isolados de C.
Jejuni e 52 de C. coli. Todos os isolados foram resistentes a tetraciclina, e
98% dos Campylobacter isolados testados foram resistentes as quinolonas
(acido nalidixico, ciprofloxacina e enrofloxacina) e as tetraciclinas
(tetraciclina e doxiciclina). Observaram ainda que as cepas de C. jejuni
também apresentaram uma alta taxa de resisténcia aos antibidticos fenicois
e uma taxa moderada de resisténcia aos macrolideos e a gentamicina. Ja os
isolados de C. coli apresentaram uma alta resisténcia aos macrélideos e
gentamicina e pouca resisténcia aos antibioticos fenicéis. A grande maioria
dos isolados de Campylobacter foi classificada como resistente a multiplas
drogas. Estes resultados revelam uma ampla extensdo de resisténcia
antimicrobiana dos exemplares de Campylobacter isolados de aves de
granja na China, e destacam a necessidade de utilizagdo mais racional e
cautelosa de antibidticos na avicultura para minimizar a disseminagéo de

cepas de Campylobacter resistentes a antibioticos (CHEN et al., 2010).

2.4.5. Teste de sensibilidade bacteriana a antimicrobianos: técnica
de difusdao em agar

Os testes de sensibilidade s&o indicados para micro-organismos que
contribuem para processo infeccioso que justifiquem terapéutica
antimicrobiana, sempre que sua sensibilidade n&do possa ser predita de
maneira confiavel a partir do conhecimento da identidade do organismo. Os
testes de sensibilidade sado indicados, com maior frequéncia, quando se
acredita que o organismo em questao pertence a uma espécie capaz de
apresentar resisténcia aos agentes antimicrobianos geralmente usados
(CLSI, 2008).

Ha diversos métodos laboratoriais usados para medir a sensibilidade
in vitro das bactérias aos agentes antimicrobianos. Aqui esta descrita a
técnica padrao de difusdo em agar de acordo com padronizado pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI). Esta técnica é muito utilizada por
laboratérios de microbiologia por ser um teste relativamente simples, de
rapida resposta e apresenta bons resultados para bactérias patogénicas

fastidiosas.
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O teste por difusdo em agar utiliza discos impregnados por
concentracdes conhecidas do antibidtico a ser testado. Baseia-se na
medi¢cao da zona de inibicdo do crescimento microbiano, podendo ainda ser
correlacionada com as concentragdes minimas inibitérias (MICs) pelo uso de
tabelas padronizadas (CLSI, 2008; OPLUSTIL et al., 2010).

A técnica é destinada a determinagao da sensibilidade bacteriana in
vitro frente a agentes antimicrobianos, conhecida por teste de Kirby e Bauer
ou Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos (TSA). E a mais difundida e
utilizada na rotina de analises clinicas, dada a sua praticidade de execucao,
baixo custo e confiabilidade de seus resultados. Embora seja relativamente
simples sua execugdo, a técnica exige que a metodologia seja seguida
rigorosamente de forma que os resultados obtidos correspondam a realidade
e possam ser comparados com as tabelas internacionais (OPLUSTIL et al.,
2010; LABORCLIN, 2011).

O procedimento consiste no preparo de uma suspensao de bactérias
de cultivo recente, inoculagdo desta suspensao na superficie de uma placa
de Agar Mdueller Hinton, e adigdo dos discos de papel impregnados com
antimicrobianos com uma concentragdo padronizada. Cada disco possui
impresso seu codigo e o valor numérico de sua concentragdo. Apds a
incubacdo em estufa, € analisado o padrado de crescimento ou inibigdo ao
redor de cada disco, sendo entdo medido o didmetro de cada halo e o
resultado pesquisado em tabelas apropriadas segundo a espécie bacteriana
em analise (CLSI, 2011, LABORCLIN, 2011).

Na escolha dos discos a serem utilizados para antibiograma, existem
sugestbes de padrbes adotados pelo CLSI, e indicados pelo Foods and
Drugs Administration (FDA) e pela ANVISA. Sao referenciados no grupo A
as drogas de primeira escolha para o antibiograma, no grupo B as de
segunda escolha e no grupo C as drogas suplementares, testadas quando o
primeiro e segundo grupos nao se apresentarem eficazes (CLSI, 2011). No
Quadro 1 encontram-se listados os agentes antimicrobianos recomendados
para a familia Enterobacteriaceae. Na Tabela 4 encontram-se o0s
antimicrobianos com resisténcia intrinseca esperada para a familia
Enterobacteriaceae e na Tabela 5 os valores de halos inibitérios para este

grupo de micro-organismos, segundo CLSI (2007; 2011).
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Quadro 1. Sugestdo do FDA Clinical Indications para a familia
Enterobacteriaceae

Grupo A* Grupo B* Grupo C*
Ampicilina Amicacina Aztreonam
Cefazolina Amoxicilina-clavulanato Ceftazidima
Gentamicina ou Ampicilina-sulbactam Cloranfenicol

Tobramicina Piperacilina-tazobactam Tetraciclina
Ticarcilina-clavulanato
Cefuroxima
Cefepime
Cefotetam
Cefoxitina
Cefotaxima ou Ceftriaxona
Ciprofloxacin
Levofloxacin
Ertapenem
Imipenem
Meropenem
Doripenem
Piperacilina
Sulfazotrim

Enterobacteriaceae

* GrupoA: Drogas de primeira escolha; Grupo B: Drogas de segunda escolha;
Grupo C: Drogas suplementares, testadas quando drogas dos Grupos A e B ndo séo eficazes.
Fonte: CLSI, 2011.

Tabela 4. Resisténcia intrinseca para Enterobacteriaceae

Agente EE N = o | o
antimicrobiano* o .gé & £ g g _g gg @ gc é g g é 2 o
= = = 42 S = = S5 5 = S =
_ E|ER|EZ| & | € 3385388 83|58 |£8
Organismo <O | < o 3 3 fgo|-|Z2|g
O
Citrobacter freundii R R R R R R
Citrobacter koseri R R R R R
Enterobacter aerogenes R R R R R R
Enterobacter cloacae R R R R R R
Escherichia coli Nao ha resisténcia intrinseca para beta-lactamicos neste micro-organismo
Escherichia hermannii R R
Hafnia alvei R R R R R
Klebsiella pneumoniae R R
Morganella morganii R R R R R | R R
Proteus mirabilis Nao ha resisténcia intrinseca para beta-lactamicos neste micro-organismo R R
Proteus penneri R R R R R
Proteus vulgaris R R R R | R R
Providencia rettgeri R R R R | R R
Providencia stuart R R R R | R R
Salmonella e Shigella spp. | N&o ha resisténcia intrinseca para beta-lactamicos neste micro-organismo
Serratia marscens R R R R R R R R
Yersinia enterocolitica R R R R
_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________]
* Observagao: Cefalosporinas Il (3° geragéo), cefepime, aztreonam, ticarcilina-clavulonato,

piperacilina-tazobactam e carbapenémicos n&o estéo listados por ndo apresentam
resisténcia intrinseca em Enterobacteriaceae. Fonte: CLSI, 2011.

63



Tabela 5. Diametros de halos de inibicao para Enterobacteriaceae

. Concentragio Halos de inibigdo (mm)

Agente Codigo nos discos " = pvem
Acido Nalidixico NAL 10 ug <13 14-18 =19
Amicacina AMI 30 ug <14 15-16 =17
Amoxicilina + Clavulanato AMC 20/10 pg <13 14 -17 218
Ampicilina AMP 10 ug <13 14 -16 217
Ampicilina + Sulbactam ASB 10/10 ug <M1 12-14 215
Aztreonam ATM 30 ug <17 18-20 =221
Cefaclor CFC 30 ug <14 15-17 218
Cefalotina CFL 30 ug <14 15-17 =18
Cefamandole - 30 ug <14 15-17 =18
Cefazolina CFz 30 ug <19 20-22 223
Cefepime CPM 30 ug <14 15-17 =18
Cefetamet CFT 10 pg <14 15-17 =18
Cefixime CFM 5 ug <15 16 - 18 219
Cefmetazole - 30 ug <12 13-15 216
Cefonicid - 30 ug <14 15-17 =18
Cefoperazona - 75 ug <15 16 - 20 =21
Cefotaxima CTX 30 ug <22 23-25 =26
Cefotetan - 30 ug <12 13-15 =16
Cefoxitina CFO 30 ug <14 15-17 =18
Cefpodoxima - 10 ug <17 18-20 =221
Cefprozil - 30 ug <14 15-17 =18
Ceftazidima CAZ 30 ug <17 18-20 221
Ceftriaxona CRO 30 ug <19 20-22 223
Cefuroxima axetil (oral) CRX 30 ug <14 15-22 =18
Cefuroxima sédica (parenteral) CRX 30 ug <14 15-22 223
Ciprofloxacina CIP 5 pg <15 16 - 20 =21
Cloranfenicol CLO 30 ug <12 13-17 =18
Doripenem - 10 ug <19 20-22 223
Doxiciclina DOX 30 ug <10 11-13 =14
Ertapenem - 10 ug <19 20-22 223
Gatifloxacin - 5 ug <14 15-17 =18
Gentamicina GEN 10 pg <12 13-14 =215
Imipenem IPM 10 ug <19 20-22 223
Kanamicina - 30 ug <13 14 -17 218
Levofloxacin LVX 5 g <13 14 -16 =17
Lomefloxacina LMX 10 pg <18 19-21 =22
Meropenem MER 10 ug <19 20-22 =23
Netilmicina NET 30 ug <12 13-14 215
Nitrofurantoina NIT 300 ug <14 15-16 217

* R = Resisténcia; ** | = Reacéao intermediaria; *** S = Sensibilidade Continua...
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Continuagao:

Agente Codigo ngged,:tsrgggo l:’I‘alos de ir:it:igéo (mt:z**
Norfloxacin NOR 10 ug <12 13-16 =17
Piperacilina + Tazobactam PPT 100/ 10 ug <17 18 - 20 =21
Ofloxacin OFX 5 ug <12 13-15 =16
Sulfametoxazol + Trimetoprim SUT 23,75/1,25 ug <10 11-15 =16
Sulfonamidas SUL 250 ou 300 pg <12 13-16 217
Ticarcilina + Clavulanato TIC 75/10 ug <14 15-19 =20
Tetraciclina TET 30 ug <1 12-14 =15
Tobramicina TOB 10 ug <12 13-14 =15
Trimetoprim TRI 5 g <10 11-15 =16

* R = Resisténcia; ** | = Reagao intermediaria; *** S = Sensibilidade
Fonte: CLSI, 2007.
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CAPITULO Il

OCORRENCIA E PERFIL DE RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS
DE Campylobacter jejuni DE CARCACAS DE FRANGO ABATIDAS
EM MINAS GERAIS

1. INTRODUGCAO

As doencas de origem alimentar (DOA) preocupam os agentes de
saude publica no mundo todo. Surtos de DOA ocorrem diariamente em todos
os paises. Entretanto, como a maior parte destes casos nao ¢é relatada, a
verdadeira dimens&o do problema é desconhecida (OMS, 2009). Alimentos
de origem animal podem ser fontes de transmissdo de muitos micro-
organismos responsaveis pelas DOA, o que os colocam entre os que mais
preocupam os servicos de saude publica.

Associado ao seu alto valor biologico, pH, atividade de agua e seu
potencial redox, a carne de frango constitui um substrato para a
multiplicagdo de muitos micro-organismos. Assim, as diversas operagdes
que a carne € submetida, desde o abate das aves até a sua
comercializagdo, podem comprometer a qualidade e a inocuidade do produto
final, caso ndo sejam seguidas as Boas Praticas de Fabricagao (PARDI et
al., 2001a).

Varios micro-organismos patogénicos ja foram relatados como
agentes causadores de doengas associadas ao consumo de carne de frango
e derivados, destacando-se Salmonella spp., Listeria monocytogenes,
Escherichia coli produtora de toxina Shiga e Campylobacter spp. (ICMSF,
2005).

Causadores de enterite no homem, Campylobacter jejuni e
Campylobacter coli ttm um significado especial, pois juntos, compreendem
mais de 95 % das infecgbes humanas. Atribui-se como via de transmisséao

para o ser humano a ingestdo de carnes de aves cruas ou mal cozidas, leite
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néo pasteurizado, consumo de agua e alimentos de origem animal e vegetal
contaminados e o contato direto com animais portadores (KUMAR et al.,
2001; PARK, 2002; SCARCELLI et al., 2005a; CARVALHO, 2009; COSTA,
2012).

Sua presenga em lotes de frangos é bastante variavel, com taxas de
positividade variaveis entre lotes abatidos e pontos ao longo da linha de
abate, como por exemplo, a depenadeira e o tanque de resfriamento, que
atuam como importante fator de contaminacado de carcagas negativas para
este agente (KUANA, 2008; PERDONCINI, 2012).

No Brasil, também tem sido observada a presenca de C. jejuni e C.
coli em amostras de alimentos (CASTRO et al., 1997; CARVALHO et al.,
2002; FRANCHIN et al., 2005; SCARCELLI et al.,, 2005a e 2005b;
FONSECA, 2006; GOMES et al.,, 2006; OLIVEIRA, 2006; SANTOS,
2006; CHAVES, 2007; FRANCHIN et al., 2007; KUANA et al., 2008;
CARVALHO, 2009; LOPES, 2009; MOURA, 2010; MEDEIROS, 2011;
COSTA, 2012) e em individuos assintomatomaticos, o que evidencia a
existéncia de portadores assintomaticos desses micro-organismos
(MADALOZZO et al., 2007a; COSTA, 2012).

A produgdo e o consumo de carne de aves tem aumentado
consideravelmente, uma vez que esta fonte proteica tornou-se a mais
econdmica entre as proteinas de origem animal. O Brasil apresenta um
consumo per capta de 47,5 kg/habitante/ano, o que em 1989 era 10
kg/habitante/ano. A produgdo avicola brasileira representa 55 % da
producado da América Latina, sendo responsavel anualmente por mais de 13
milhdes de toneladas de carne de frango, e ocupa o 3° lugar no ranking
mundial, sendo os Estados Unidos os maiores produtores, com o volume
total de 16,6 milhdes de toneladas, seguido pela China, com 13,3 milhdes de
toneladas (UBABEF, 2012).

O Brasil € o maior exportador deste produto. Segundo a Uniao
Brasileira de Avicultura / Associagdo Brasileira dos Produtores e
Exportadores de Frangos (UBABEF), as exportagbes de carne de frango
totalizaram, no ano de 2011, 3,8 milhdes de toneladas. A receita cambial
gerada foi de US$ 6,7 bilhdes, com um incremento de 35 % em comparagado

com o ano anterior. Os Estados Unidos da América ocupam o segundo lugar

90



no ranking, totalizando 3,2 milhdes de toneladas exportadas (UBABEF,
2012).

Em fungdo das exigéncias crescentes do mercado internacional da
carne de frango, o monitoramento e o controle da contaminagdo das
carcacas com Campylobacter jejuni sao preocupacdées em todo mundo
(SCARCELLI et al., 2005a). Embora o Brasil esteja entre os maiores
produtores e ocupe posigao de destaque no panorama mundial, dados sobre
a incidéncia de Campylobacter em aves no Brasil ainda sdo limitados
(CARVALHO, 2009; UBABEF, 2012).

Pelo exposto, o objetivo do presente estudo foi verificar a ocorréncia
de C. jejuni em carcagas de frango provenientes de abatedouros de Minas
Gerais, e avaliar o perfil de resisténcia antimicrobiana dos isolados obtidos;
avaliar a qualidade da agua utilizada nos tanques de resfriamento dos
abatedouros; isolar, identificar e avaliar a resisténcia a antimicrobianos das
espécies de contaminantes entéricos, e obter informagdes sobre as granjas,

abatedouros e processos envolvidos no abate de frango.
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2. MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Analises
Microbiolégicas de Patogenos de Origem Alimentar e Hidrica do
Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA), e no Laboratério de
Genética Molecular e de Micro-organismos do Departamento de

Microbiologia, ambos da Universidade Federal de Vigosa — MG.

2.1. Obtencao das amostras

Foram coletadas amostras de 15 abatedouros, representando 44 %
(15/34) do total de estabelecimentos de abate de aves em Minas Gerais,
selecionados aleatoriamente por sorteio. Destes, oito abatedouros eram
fiscalizados pelo Servigo de Inspecédo Federal — SIF, e os outros sete sao
inspecionados pelo Instituto Mineiro de Agropecuaria — IMA. Na Figura 4
ilustra-se a distribuicdo destes estabelecimentos por Mesorregides do
Estado de Minas Gerais (MINAS ON LINE, 2010).

MESORREGIOES DO ESTADO

1 —Triangulo / Alto Paranaiba

2 — QOeste de Minas

3 — Metropolitana de Belo Horizonte
4 - Zona da Mata

5 — Campo das Vertentes

6 — Sul / Sudoeste de Minas

X IMA ¥ SIF

Figura 4. Distribuicdo geografica dos abatedouros de frango fornecedores
das amostras avaliadas na pesquisa, considerando as
Mesorregides do Estado de Minas Gerais e o tipo de Inspecéo
dos estabelecimentos.
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Foram realizadas duas coletas de amostras em cada um dos
estabelecimentos, intervaladas de seis meses (janeiro/fevereiro e
agosto/setembro de 2012). Cada unidade amostral continha 5 carcagas de
frangos inteiros e crus, coletadas imediatamente apds o abate, logo apés a
embalagem e antes do congelamento, portanto, foram avaliadas, 10
carcagas de cada estabelecimento.

As amostras foram armazenadas, individalmente, em sacolas
plasticas esterilizadas, pesadas e mantidas sob refrigeragdo monitorada a 6
1+ 2 °C, em recipiente isotérmico contendo gelo reciclavel, transportadas até
o laboratdrio. As analises foram realizadas com o maximo de 24 h apés a
coleta.

Durante a segunda coleta de amostras foi aplicado um questionario,
para obter dados sobre os estabelecimentos e sobre os lotes/granjas de
origem das carcacgas (Apéndice A).

Em cada estabelecimento também coletou-se amostras de agua na
saida do sistema de resfriamento (pré-chiller e chiller), e de abastecimento
da unidade. Foram coletados 500 mL de agua em frascos esterilizados
contendo 0,5 mL de solugdo de Tiossulfato de Sodio 10 % (p/v), mantidos
em refrigeragdo monitorada a 6 = 2 °C, em recipiente isotérmico. As

amostras foram analizadas com no maximo 24 h apés a coleta.

2.2. Detecgao, isolamento e quantificagao do Campylobacter jejuni
em carcagas de frango

Foram realizados testes laboratoriais piloto para definicdo da melhor
metodologia a ser empregada durante a pesquisa para detecgao, isolamento
e quantificagcdo do Campylobacter jejuni em amostras de carne de frango.
Isto foi necessario em razdo da grande dificuldade de se recuperar a
atividade das células de Campylobacter nas amostras avaliadas pelos
métodos recomendados como referéncia pela International Organization for
Standardization (ISO 10272-1 e ISO 10272-2, 2006).

Empregou-se a deteccdo e enumeragdo pela metodologia de

contagem do Numero Mais Provavel (NMP), de acordo com recomendacgdes
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contidas no Compendium of Methods for the Microbiological Examination of
Foods (APHA, 2004) e do Bacteriological Analytical Manual Online (BAM,
2003), seguido de plagueamento seletivo, tendo como referéncia os
protocolos adaptados de Scherer et al. (2006) e Tang et al. (2010), conforme
representado no esquema da Figura 5 e descrito a seguir:

As carcagas de frango foram retiradas da embalagem original de
forma asséptica, acondicionadas em sacos plasticos de polietileno
previamente esterilizados e submetidas ao procedimento de rinsagem das
carcagas, segundo recomendado por USDA/FSIS (2004). Para isto,
adicionou-se 200 mL de caldo Brucella ao saco contendo a carcaga, agitou-
se durante 1 min (35 rpm), de forma a rinsar toda a superficie externa e
interna da carcacga. O liquido de rinsagem obtido foi filtrado para remog¢ao de
particulas de gordura e tecidos que por ventura tenham se soltado das
carcacgas durante a friccdo (BAM, 2003 APHA, 2004; SILVA et al., 2010).

Aliquotas do caldo de rinsagem das amostras foram utilizadas para
detecgdo e enumeracdo de Campylobacter. Esta solugdo corresponde a
diluicdo 107 (1:10) e a partir dela foram preparadas diluicbes seriadas em
agua peptonada 1 % (p/v) tamponada, até a diluigdo 10 (1:1000) (SILVA et
al., 2010).

Aliquotas de 1 mL de cada diluigao foram adicionadas em 3 séries de
3 tubos de ensaio contendo 9 mL de caldo Preston (Extrato de carne [10
g.L", Peptona bacteriolégica [10g.L™"] e Cloreto de sédio [5 g.L™)
suplementado com solugao redutora FBP (Sulfato ferroso, Metabissulfito de
sodio e Piruvato de Sodio [0,25 g.L™" de cada]), carvao bacterioldgico [4g.L™]
e suplemento seletivo contendo os seguintes antimicrobianos: Lactato de
trimetoprim [20 mg.L'1], Cefalotina [15 mg.L'1], Anfotericina B solubilizada [2
mg.L™"], Vancomicina [20 mg.L™"] e Polimixina B [2.500 1U.L™"] (BAM, 2003;
HUNT et al., 2001).

Os conteudos dos tubos foram entdo homogeneizados em agitador
tipo vortex (Bio Braun Biotech International) e incubados a 42 + 1 °C, por 24
h, em condigdes de microaerofilia na estufa da cédmara de anaerobiose
(Thermo Scientific), empregando-se gas contendo 5 % (v/v) de O, 10 %
(v/v) de CO; e 85 % (v/v) de N2 (White Martins).
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200 mL Caldo

Sacola Brucella

plastica

Amostra esterilizada

Filtragdo em
gaze esterilizada

mL
9 mL H,O
pep 1%

Diluigio 10™

Diluigio 10 Diluigdo 10°

'

9 mL Caldo Preston
+ Carvao + FBP +
Suplementos

Agar Campy Base +
Carvio + FBP +
Suplementos

Incubagéo em microaerofilia
42 °C /24 horas

Estrias por esgotamento

—— — —— — —

K Diluigio 10" Diluigio 10 Diluigiio 10° /

Incubagéo em microaerofilia
42 °C /48 horas

v | v

| Aspecto das colonias | Morfologia tipica das células pela
coloracdo com Fucsina

v v v v v

Teste de Teste de Sensibilidade ao Sensibilidade Hid'r(')lise do
Catalase Oxidase Acido Nalidixico a Cefalotina Hipurato

v

Identificagdo Molecular

Extragdo do Quantifica¢do do N X
DNA DNA Reagdo de PCR Sequenciamento dos produtos da PCR

Figura 5. Representacdo esquematica das metodologias utilizadas na
pesquisa para deteccdo, enumeracdo e identificacdo de
Campylobacter spp. nas amostras de carcagas de frango.



Apos a incubacao dos tubos, foi realizado o plaqueamento por estrias
em meio seletivo. Inoculou-se 0,01 mL de cada tubo em placas contendo
Agar Campylobacter Base (Himedia) (Agar Campy), suplementado com
solugao redutora FBP, carvao bacteriolégico e suplemento seletivo contendo
os antimicrobianos e concentragdes adicionados ao caldo Preston (HUNT et
al., 2001; BAM, 2003). As placas foram entdo incubadas a 42 + 1 °C, por 48
h, em estufa da cAmara de microaerofilia.

Colbnias tipicas foram submetidas a coloracdo com fucsina (BAM,
2003) e testes de confirmagdo bioquimica por meio de testes
complementares de oxidase, catalase, hidrolise do hipurato, resisténcia ao
acido nalidixico (30 ug) e a cefalotina (30 ug) (CLSI, 2008; SILVA et al.,
2010).

As colbnias que apresentaram as caracteristicas esperadas em todos
estes testes foram entdo consideradas positivas e os tubos que Ihes deram
origem recebiam a classificacdo de presenga do Campylobacter,
procedendo-se o calculo do resultado do teste de diluigdo multipla utilizando
a tabela de Numero Mais Provavel (NMP) com intervalo de confianga de 95
% de probabilidade, para séries de trés tubos (BAM, 2003).

2.3. Deteccao e isolamento de Campylobacter jejuni em
amostras de agua

As amostras de agua obtidas do sistema de abastecimento, do pré-
chiller e do chiller do abatedouros, durante a 22 coleta, foram avaliadas
quanto a presenga de Campylobacter jejuni segundo protocolo descrito por
BAM (2003), como descrito a seguir e representado na Figura 6.

Ap6s homogeneizar adequadamente a amostra, era realizada filtragao
para remogao de particulas de gordura e tecidos que por soltos das
carcagas durante a passagem pelos sistemas de resfriamento. Em seguida,
100 mL de agua foram submetidos a centrifugagédo a 3.075 g, a 25 °C, por
15 min. Removeu-se o0 sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em 1 mL
de solucédo salina 0,85 % (p/v) e passado em agitador tipo vortex (Bio Braun

Biotech International) para homogeneizagao.
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Figura 6.

Representacdo esquematica das metodologias utilizadas na
pesquisa empregada para deteccdo e identificacdo de
Campylobacter spp. nas amostras de agua dos abatedouros
avaliados.
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Este volume foi entdo transferido para tubo de ensaio contendo 9 mL
de Caldo Preston suplementado com solugdo redutora FBP, carvao
bacteriolégico e suplemento seletivo contendo os mesmos antimicrobianos
listados anteriormente (BAM, 2003).

O conteudo dos tubos foram entdo homogeneizados em agitador tipo
vortex e incubados a 42 + 1 °C, por 24 h, sob microaerofilia. Em seguida, foi
realizado o plaqueamento por estrias em meio seletivo, inoculando 0,01 mL
de cada tubo em placas contendo Agar Campy, suplementado com solugao
redutora FBP, carvéo bacteriologico e suplemento seletivo (BAM, 2003). As
placas foram incubadas a 42 + 1 °C, por 48 h, sob microaerofilia (Figura 6).

As etapas seguintes de avaliagdo microscopica e identificagao
bioquimica (testes complementares de oxidase, catalase, hidrélise do
hipurato) foram idénticas ao procedimento realizado com as amostras de
carcagas de frango, no entanto, o resultado da analise da agua era fornecido
apenas de forma qualitativa, ou seja, presengca ou auséncia de

Campylobacter em 100 mL de amostra de agua.

2.4. Manutencgao das cepas bacterianas utilizadas como controle e
das cepas obtidas pelo estudo

Como controle, foram empregadas as cepas padrao de
Campylobacter jejuni ATCC 33291 (Campy 419), Campylobacter coli ATCC
33559 (Campy 1003) e Campylobacter lari NCTC 11352 (Campy 1012),
todas exemplares da colecdo de Campylobacter do Instituto Oswaldo Cruz,
cedidas para a realizacio deste estudo.

Para manutencdo, estas cepas controle e as cepas isoladas
identificadas como Campylobacter foram armazenadas de duas formas:

- armazenamento por longo periodo de tempo: congeladas e mantidas
a -18 °C em Caldo BHI adicionado de 20 % de Glicerol (p/v) (Synth);

- utilizadas durante a realizagao do experimento: mantidas ativas em
Agar Brucella semissélido com vermelho neutro 0,2 % (p/v), por 14 dias em
estufa bacteriolégica a 37 °C, pois assim multiplicam-se lentamente abaixo

da superficie do meio, permanecendo viaveis.
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Quando necessario, eram reativadas em Agar Columbia enriquecido
com carvao bacteriolégico, e incubadas sob atmosfera microaerofila a 42 °C,
por 24 h sob microaerofilia. Apds esta reativagdo, eram novamente mantidas
em Agar Brucella semissolido, repetindo-se este procedimento durante toda
execucao da pesquisa, de forma a manter as cepas utilizadas como padrao
sempre ativas.

Os isolados como contaminantes foram armazenadas em microtubos,
congeladas e mantidas a -18 °C, em Caldo BHI adicionado de 20 % de
Glicerol (p/v) (Synth).

2.5. Identificagdao molecular dos isolados de Campylobacter spp.

2.5.1. Preparo e extragao do DNA

Os isolados suspeitos de pertencerem ao género Campylobacter e as
cepas controle foram semeados em Agar Campy e incubados a 42 + 1 °C,
por 24 h, em condicdes de microaerofilia. Colonias de células obtidas deste
cultivo foram diluidas em microtubos contendo 1 mL de solugao salina 0,85
% (p/v) para obter uma concentragdo de 10® a 10° UFC.mL™ (escala 4 de
McFarland). As analises moleculares foram realizadas no Laboratério de
Genética Molecular e de Microrganismos — BIOAGRO/UFV.

Para extragdo do fragmento correspondendo ao rDNA 16S das
amostras contidas nos microtubos, foi utilizado o kit comercial Wizard®
Genomic DNA Purification Kit (Promega, USA) de acordo com as instrugdes
do fabricante, a saber:

Os microtubos contendo a suspenséo de células foram centrifugados
a 15.000 g, por 4 min em centrifuga (Eppendorf 5415D). Descartou-se o
sobrenadante e ao pellet formado adiciou-se 0,6 mL da Nuclei Lysis
Solution, pipetando-se varias vezes, cuidadosamente, até ressuspender as
células e dissolver o pellet.

Em seguida, os microtubos foram incubados em banho maria a 65 °C
por 15 min para lisar as células. Apds resfriar-se a temperatura ambiente de
23 £ 1 °C, adicionaram-se 3 uL da RNAse Solution, invertendo o microtubo

5x para misturar bem. Incubou-se a 37 °C, por 60 min.

99



Ap0s resfriar-se a temperatura ambiente (23 £ 1 °C) adicionaram-se
200 pL de Protein Preciptation Solution nos microtubos, e em seguida,
agitou-se em vortex durante 20 segundos.

Incubou-se os microtubos em gelo, por 5 min, e seguiu-se para
centrifugagdo a 15.000 g, por 5 min em centrifuga Eppendorf (5415D).
Transferiu-se o sobrenadante, aproximadamente 750 uL, para um microtubo
esterilizado, adicionou-se 600 uL de isopropanol a temperatura ambiente,
misturou-se por inversdo dos microtubos, formando uma pequena massa
visivel no liquido. Centrifugou-se a 15.000 g, por 3 min e logo apdés
descartou-se o sobrenadante e secaram-se o0s microtubos com ajuda de
papel absorvente. Adicionou-se 600 pL de etanol 70 % (v/v) e inverteram-se
os microtubos varias vezes para lavar o pellet de DNA. Centrifugou-se a
15.000 g, por mais 2 min, e descartou-se o etanol.

Secou-se o microtubo com papel toalha absorvente e secou-se ao ar
por 15 min. Em seguida, adicionou-se 100 puL de DNA Rehydratation
Solution para rehidratar o DNA e incubou-se em banho-maria a 65 °C por
uma hora. Periodicamente, os microtubos eram invertidos para misturar o
seu conteudo e facilitar a rehidratagdo do DNA.

Depois desta etapa, procedeu-se a quantificagdo em gel de agarose.

2.5.2. Quantificagao do DNA extraido em gel de agarose

Em um gel preparado com 0,8 % (p/v) de agarose (Sigma) contendo
brometo de etideo [0,2 ug.mL™"] (Sigma), distribuiu-se o marcador de
quantidade A de 25 ng (Promega), usando 1 pL, 2 yL e 4 pL (25, 50 e 100
ng, respectivamente), e 3 yL de tampao de carregamento. De cada amostra,
foi dispensado nas canaletas da placa do gel de agarose 1 pL de DNA
extraido com 3 pL do tampéao de carregamento.

A placa foi entdo submergida em uma cuba com tampé&o TBE (Tris +
EDTA + Acido bdrico) e realizada a corrida em eletroforese em tampéo TBE
0,5X [0,9 M Tris, 0,9 M &cido bodrico, 0,02 M EDTA — pH 8,2] disposto em
cuba horizontal por 30 min a 60 V. Em seguida, a placa foi fotografada no
fotodocumentador L-PIX CHEMI (Loccus Biotecnology Molecular Imagim)

sob transiluminacao a UV 302 nm.
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Compararam-se as bandas formadas com os marcadores A e
quantificou-se, aproximadamente, o volume de DNA obtido na extracdo.
Para realizacdo da reacdo de PCR, as amostras muito concentradas foram
diluidas com agua Milli-Q esterilizada (Millipore, EUA) até uma concentracéo
final entre 25 e 50 ng.uL™".

As amostras de material genético foram entdo armazenadas a -20 °C
até o momento da realizagcdo da amplificagéo.

2.5.3. Amplificagao e sequenciamento dos fragmentos de DNA
extraidos das amostras

Para identificagcdo molecular dos isolados de bactérias, o fragmento
correspondendo ao rDNA 16S extraido e quantificado foi amplificado pela
técnica de PCR, utilizado-se os oligonucleotideos iniciadores PO27F
(Forward primer 5’-3: 5-GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) (LANE et al.,
1991) e 1492R (Reverse primer 5-3": 5 — TACGGTTACCTTGTTACGACTT-
3’) (TURNER et al., 1999), de acordo com a lista de primers universais da
Macrogen (MACROGEN INC, 2008).

A reacao de amplificagao foi realizada para um volume final de 25 pL
contendo:

- 5 L do tampao Colorless Go Taq® Flexi Buffer [5X] (Promega);
- 2,5 pL de MgCl; [25 uM] (Promega);

- 1,0 yL de dNTPs [2,5 uM cada ANTP — A, C, G e T] (Promega);
- 1,0 uL do oligonucleotideo P027F [5 uM] (IDT - Integrated DNA
Technologies);

- 1,0 yL do oligonucleotideo 1492R [5 uM] (IDT - Integrated DNA
Technologies);

- 0,25 pL de Go Taq® DNA Polymerase [5 U.uL™"] (Promega);

-1 uL de DNA gendémico [25 ng.uL']; e

- 13,25 yL de agua ultrapura autoclavada.

Um controle negativo, com mistura do PCR sem o DNA, foi incluido
em todos os experimentos de PCR.

Utilizou-se o termociclador 1000 Series Thermal Cycling Plataform
(Bio-Rad, USA), programado para realizar uma desnaturagao inicial a 94 °C
por 4 min, seguido de 30 ciclos a 94 °C por 30 segundos, 63 °C por 1 min e
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30 segundos para anelamento, e 72 °C por 1 min e 30 segundos, sendo que
apods os ciclos houve uma extenséo final a 72 °C por 7 min. A temperatura
ao final foi mantida a 12 °C.

Apds a amplificacdo, os produtos da PCR, juntamente com o
marcador de 1 kb plus DNA Ladder (Invitrogen), foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1,2 % (p/v) contendo brometo de etideo [0,2
pg.mL'1] em tampéao TBE 0,5X por 30 min a 100 V. Apés a eletroforese, o gel
foi observado com auxilio do fotodocumentador L-PIX CHEMI (Loccus
Biotecnology Molecular Imagim) sob transiluminag&o a UV 302 nm.

O produto de PCR foi enviado para purificagdo e sequenciamento na
empresa Macrogen® Inc., em Seul, Coreia do Sul, onde foi utilizado o
sequenciador Applied Biosystems 3730XL.

Os produtos do sequenciamento de ambas as fitas de DNA foram
agrupados em contiguos, alinhados e corrigidos manualmente, utilizando o
programa Sequencher versao 4.1.4 (Genecodes Corporation, Ann Arbor,
Michigan, USA).

A identificagdo dos isolados foi realizada por comparagdo com duas
bases de dados: do GenBank, utilizando um algoritmo de alinhamento local
para as sequéncias de nucleotideos (BLAST-n) da National Center for
Biotechnology Information (NCBI); e do Ribossomal Database Project (RDP)
do Center for Microbial Ecology — Michigan State University, utilizando o
aplicativo Sequence Match, para verificar a similaridade das sequéncias
obtidas com aquelas armazenadas nos bancos de dados e classifica-las a

nivel de espécie.

2.6. Determinagédo da resisténcia a antimicrobianos das cepas de
Campylobacter jejuni
Os isolados foram avaliados quanto a resisténcia a antimicrobianos
pela a metodologia de disco de difusdo em placas conforme recomendado
pelo Instituto de Padronizac&o Clinica e Laboratorial (CLSI, 2008).
As culturas a serem testadas foram ativadas em Agar Columbia
suplementado com 5 % de sangue de carneiro desfibrinado com pérolas de

vidro, obtido no Departamento de Veterinaria da UFV. Foi realizada a técnica
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de semeadura por esgotamento e em seguida as placas foram incubadas a
37 °C por 24 h em condi¢cdes de microaerofilia.

A massa de células obtida foi entdo ressuspendida em solugdo de
NaCl 0,85 % (p/v), e a turbidez ajustada para 0,5 na escala padréo de
McFarland, equivalente a 1,5 x 102 UFC.mL™", utilizando-se a medida de 0,08
a 0,1 de densidade optica (DO) em espectrofotdmetro (Bioespectro, SP-22)
a 625 nm.

Apods o ajuste da turbidez, o indculo foi espalhado com auxilio de um
swab esterilizado sobre a superficie das placas de Agar Mdueller-Hinton
suplementado com 5 % de sangue de carneiro, de modo a formar uma
camada uniforme de células. Deixou-se as placas secarem por,
aproximadamente, 5 min e, em seguida, discos de antimicrobianos
comerciais foram dispostos sobre a superficie das placas de Agar inoculadas
com Campylobacter (6 discos / placa), de forma que os halos de inibicéo de
crescimento ndo se sobrepusessem.

Foram utilizados discos de antimicrobianos padrao contendo os
antibioticos listados na Tabela 6. A escolha destes compostos se deu pelo
fato de que a maioria se trata de antimicrobianos frequentemente indicados
para tratamentos de infecgdes em humanos e em terapia animal, juntamente
com aqueles empregados como agentes seletivos nos meios de cultura
utilizados para isolamento do Campylobacter spp..

As placas contendo os discos foram incubadas a 37 °C por 48 h em
condi¢gdes de microaerofilia e avaliadas quanto a presenca e tamanho de
halo de inibicdo de crescimento.

Para interpretacdo dos resultados de inibicdo para espécies de
Campylobacter, foram utilizados critérios propostos no CLSI (2008a) para os
antimicrobianos avaliados, sendo que os didmetros dos halos de inibicdo
foram considerados os mesmos empregados pelo CLSI para familia
Enterobacteriaceae (CLSI, 2008b). As cepas de Campylobacter jejuni
(Campy 419) e de Campylobacter coli (Campy 1003) foram utilizadas como
especies de referéncia nos testes de sensibilidade a antimicrobianos.
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Tabela 6. Diametros dos halos de inibicdo (mm) determinantes de
resisténcia (R), reagao intermediaria (I) ou sensibilidade (S),
segundo antimicrobiano ou quimioterapico e sua concentragao.

Concentragio Diametro do halo de inibigéo (mm)

Antibioéticos Classes
(Hg) R | S

Acido Nalidixico Quinolonas 30 <13 14-18 =19
Amoxicilina + Betalactamico +

Ac. clavulanico Inibidor de betalactamases 30 =13 14-17 =18
Ampicilina Aminopenicilinas 10 <13 14 -16 217
Aztreonam Monobactan 30 <17 18 - 20 =21
Cefalotina Cefalosporina 12 geragéo 30 <14 15-17 =18
Cefepime Cefalosporina 42 geragéo 30 <14 15-17 =18
Cefotaxima Cefalosporina 32 geragéo 30 <22 23-25 =26
Cefoxitina Cefalosporina 22 geragéo 30 <14 15-17 =18
Ceftazidima Cefalosporina 32 geragéo 30 <17 18-20 =21
Cefuroxima Cefalosporina 22 geragéo 30 <14 15-17 =18
Ciprofloxacina Fluorfenicol 5 <15 16 - 20 =21
Cloranfenicol Fenicol 30 <12 13-17
Gentamicina Aminoglicosideo 10 <12 13-14 215
Imipenem Carbapenens 10 <19 20-22 =23
Polimixina B Polipeptideo poliénico 300 <08 09 - 11 212

asico

o orazol ¥ Inibidores do 4cido félico 25 <10 11-15 > 16
Tetraciclina Tetraciclinas 30 <11 12-14 215
Vancomicina Glicopeptideos 30 <09 10 - 11 212

Fontes: Classes — Oplustil et al. (2010).
Concentragao dos antibiéticos — Fabricantes dos discos.
Diametros dos halos de inibigdo — CLSI, 2008a.

2.7. Identificagdo dos contaminantes entéricos isolados das placas
de cultivo de Campylobacter spp.

Durante os procedimentos analiticos para avaliar a prevaléncia de
Campylobacter nas amostras de carcagas de frango, observou-se que,
mesmo ao adotar procedimentos de seletividade para reduzir a multiplicagao
de contaminantes, naturalmente presentes nas amostras, varios micro-
organismos desenvolviam-se na presenga dos suplementos seletivos
empregados, assim como em ambiente de microaerofilia.

Estes contaminantes foram entdo investigados, por analises
morfolégicas, bioquimicas e moleculares para identificacdo de
Enterobacteriaceae, assim como avaliacdo da resisténcia antimicrobiana

destes isolados.
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As colénias que nao apresentaram morfologia tipica de
Campylobacter pela coloragdo com fucsina foram isoladas apdés o
plagueamento por estrias em Agar para Contagem Padrao (PCA) e
avaliadas pela coloragdo de Gram convencional, e em seguida foram
realizados os testes bioquimicos indicados para bactérias de origem
entérica, a saber: producdo de oxidase, produgdo de catalase, teste de
citrato, fermentacao da lactose e de acucares, indol, urease, LIA, motilidade,

vermelho de metila e Voges-Proskauer (SILVA et al., 2010).

2.7.1. Identificagcao molecular dos contaminantes isolados

Dentre os isolados obtidos como contaminantes, foram selecionadas
26 cepas diferentes apds a triagem realizada com os testes bioquimicos
acima. Estas cepas foram estriadas em placas com Agar Infuso Cérebro
Coracdo (BHI) e incubadas a 35 + 1 °C, por 24 h em estufa de cultivo
microbiano. Para garantir a pureza da cepa a ser avaliada, uma coldnia
isolada obtida deste plagueamento foi reincubada em tubos contendo Agar
BHI inclinado a 35 £ 1 °C, por 24 h em estufa de cultivo microbiano. Uma
porcao celular deste cultivo foi transferida para microtubos contendo 1 mL de
solucdo salina 0,9 % (p/v) a fim de obter uma concentracdo de,
aproximadamente, 10® a 10° UFC.mL™, correspondente a escala 4 de
McFarland, e conduzidas até o Laboratorio de Genética Molecular e de
Microrganismos - BIOAGRO/UFV, para realizacdo das analises

moleculares, de acordo com as etapas descritas no item 2.5.

2.8. Determinagdo da resisténcia a antimicrobianos dos
contaminantes isolados
Apos o isolamento, identificagdo bioquimica e molecular dos
contaminantes, 26 cepas foram avaliadas quanto a resisténcia a
antimicrobianos segundo a metodologia de disco de difusdo em placas
conforme recomendado pelo Instituto de Padronizagao Clinica e Laboratorial
(CLSI, 2008).
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As culturas a serem testadas foram ativadas em meio sélido, utilizando-
se placas com Agar BHI, pela técnica de semeadura por esgotamento, e
incubadas a 37 °C, por 24 h.

Uma colbnia isolada foi entdo inoculada em 4 mL de Caldo BHI e
incubado a 35 °C, por 2 a 4 h, até a turbidez desejada de 0,5 na escala
padrdo de McFarland, equivalente a 1,5 x 102 UFC.mL", utilizando-se a
medida de 0,08 a 0,1 de densidade Ooptica (DO) a 625 nm em
espectrofotbmetro (Bioespectro, SP-22). Quando se excedia a esta
densidade celular, utilizou-se solugdo salina 0,9 % (p/v) esterilizada para
obter a turbidez adequada.

Apds o ajuste da turbidez, o indculo foi espalhado com auxilio de um
swab esterilizado sobre a superficie das placas de Agar Mueller-Hinton de
modo a formar uma camada uniforme de células. Deixou-se as placas
secarem por, aproximadamente, 5 min e, em seguida, discos de
antimicrobianos comerciais foram dispostos sobre a superficie das placas de
agar inoculadas com a cepa a ser testada (6 discos / placa), de forma que os
halos de inibicdo de crescimento ndo se sobrepusessem. Foram utilizados
0s mesmos antimicrobianos listados na Tabela 6.

As placas contendo os discos foram incubadas a 35 °C por 18 h em
estufa bacteriolégica e avaliadas quanto a presenca e diametro dos halos de
inibicdo de crescimento. Para interpretagdo dos resultados, foram
considerados os critérios usados pelo CLSI para familia Enterobacteriaceae
(CLSI, 2008b) que estabelece a referéncia nos testes de sensibilidade a

antimicrobianos, também descritos na Tabela 6.

2.9. Dados sobre as granjas e abatedouros de origem das amostras

As informacbdes obtidas por meio da aplicagdo do questionario
(Apéndice A) foram tabuladas em planilhas do programa Microsoft Office
Excel 2007®, fornecendo indices de estatistica descritiva (média, desvio
padrdo e variancia), e produzindo-se tabelas e graficos para facilitar a

apresentacao e discussao dos resultados.
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2.10. Analise estatistica

Para a analise estatistica dos resultados obtidos, inicialmente foi
aplicado o teste Shapiro-Wilk a todos resultados obtidos dos conjuntos de
variaveis para verificar se apresentavam distribuicdo normal.

Nos casos em que os valores amostrais apresentaram uma
distribuicdo normal, foram aplicados os testes paramétricos para avaliar se
havia ou nao diferengca entre as médias. Aos conjuntos em que o teste de
Shapiro-Wilk indicava que os dados nao provinham de populagbes com
distribuicdo normal, aplicou-se testes ndo-paramétricos para avaliar se existe
diferenga entre as medianas.

Para comparacédo de proporcdes dos resultados entre os diferentes
abatedouros, entre tipos de inspecédo (estadual ou federal), e entre as
amostras da 12 e 22 coleta, foi empregado o teste do Qui-quadrado (x?), que
€ indicado para obter um valor da dispersdo para duas variaveis nominais,
avaliando a associac&o existente entre variaveis qualitativas. E um teste néo
paramétrico, ou seja, ndo depende dos parametros populacionais, como
média e variancia.

Em todas estas avaliagdes o nivel de significancia foi de a = 5 %,
utilizando-se o programa R-Commander, versao 2.10.1 (R-COMMANDER,
2009; FOX, 2005).

2.11. Aspectos éticos

Os responsaveis pelos abatedouros assinaram termo de anuéncia
referente a permissdo de entrada dos pesquisadores no estabelecimento
para realizagao da coleta das amostras, garantindo a confidencialidade dos
dados e o anonimato dos estabelecimentos participantes do estudo.

Para o levantamento das informacbes sobre os lotes abatidos, foi
aplicado um questionario aos funcionarios do servico de inspeg¢ao, com
informagdes sobre a granja e manejo adotado com o lote das amostras, e
sobre o abatedouro e o processo de abate.

Os residuos laboratoriais gerados pelo estudo foram acondicionados
em sacos plasticos, autoclavados e enviados para o descarte pelo setor de

residuos solidos da Universidade Federal de Vigosa — UFV.

107



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracteristicas dos abatedouros avaliados no estudo

Como o questionario foi aplicado de forma voluntaria aos funcionarios
do servigo de inspegao do frigorifico, apenas 10 abatedouros, dentre os 15
participantes da pesquisa, responderam. Destes, seis estavam sob inspe¢ao
estadual e quatro sob inspecgao federal.

A capacidade de abate variou entre 1.500 a 90.000 aves/dia, com
média de 34.350 aves. Considerando o numero médio de aves abatidas,
pode-se observar que 4 abatedouros excediam sua capacidade de abate
diario, o que pode afetar o processo e os controles de seguranga e eficiéncia
adotados na linha de abate.

De modo geral, o tempo decorrido do inicio do abate até o momento
da coleta das amostras variou de 1 a 7 h. Desta forma, amostras coletadas
proximo ao final do periodo de abate tiveram contato com mais de uma
provavel fonte de contaminagao cruzada, como superficie de equipamentos
contaminados e insuficientemente higienizados, bem como a agua do chiller
que nado é completamente trocada entre lotes. Este tempo pode ter
influenciado no grau de contaminagao das carcagas, visto que em varios
estudos demonstram que alguns pontos da linha de abate podem facilitar a
contaminacdo das carcagas (SCARELLI et al., 2005; FRANCHIN et al.,
2005; GOMES et al., 2006; CORTEZ et al., 2006; MADALOZZO et al.,
2007b; FRANCHIN et al., 2007; CALIL et al., 2008). Em relagdo aos
procedimentos de limpeza e sanitizagdo, foi informado que os tanques séo
completamente esvaziados e limpos no maximo a cada 8 h, ou seja, ao final
de cada turno de trabalho. Foi citado que para sanitizagdo eram utilizados
produtos comerciais a base de Aménia quaternaria, Acido peracético e
Hipoclorito de Sddio, nas diluicdes e tempos de contato indicados pelos
fabricantes.

Quanto a procedéncia das aves, 50 % dos abatedouros, localizados
nas regides Campos das Vertentes, Metropolitana, e Sul/Sudoeste de Minas,
recebiam frangos de granjas do municipio de Para de Minas, e o percurso de

transporte era de 10 a 310 km até a entrega nos abatedouros. As demais
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amostras foram de aves originarias de varias outras cidades do estado,
percorrendo a distancia entre 2 e 200 km. O transporte € uma das etapas
importantes na cadeia produtiva de aves para abate, pois pode afetar o seu
estado geral, seja por lesbes fisicas, seja pelo estresse causado pelo
movimento ndo habitual dos animais.

A idade dos lotes variou de 40 a 47 dias, com média de 44,2 + 2,4
dias, e alimentacgao foi suspensa com um minimo de 15 h antes do abate. O
peso médio das carcagas avaliadas neste estudo foi 2,012 kg, compativel
com a idade média de abate e classificando os frangos como Tipo Médio
(TIBURCIO, 2011).

Com relacao as instalagdes do abatedouro e ao processo de abate,
todos utilizavam o resfriamento por imersdo das carcagas (tipo chiller).
Destes, 50 % possuem hidrobmetros para medi¢gdo adequada da vazao de
agua no chiller. Os demais abatedouros, ou nao possuiam controle
adequado do volume de agua recirculada, assim trabalhavam com
estimativas (30 %) ou desconheciam se o volume de agua circulado no
sistema de resfriamento atendia a legislacdo pertinente (20 %). Em todos, o
sistema de resfriamento possuia renovagédo da agua que circulava contra o
fluxo das carcacgas, e com a temperatura inferior a 4 °C.

Para Madalozzo et al. (2007), a depenagem e resfriamento em chiller
conduzidos de forma inadequada funcionam como um sistema equalizador
da contaminagao. Neste sentido, alguns autores citam que Campylobacter
pode aderir € penetrar na carcaga de frango e assim sobreviver aos
processos de escaldagem e de resfriamento em chiller, procedimentos estes
indicados para manter ou reduzir o numero de micro-organismos (MEAD,
2004; HARGINS e HIGGINS, 2004; MADALOZZO et al., 2007b; CALIL et al.,
2008).

Todos os frigorificos mantinham sistema de monitoramento da
temperatura e da cloragdo da agua de abastecimento do abatedouro. Como
apresentado na Figura 7, a temperatura da agua medida no pré-chiller variou
entre 8 °C e 19 °C (média de 11,66 °C + 2,96 °C) e no chiller variou entre 0,1
°C a 5 °C (média de 2,77 °C = 1,27 °C). Considerando que a temperatura da
agua no pré-chiller deve ser < 10 °C e no chiller < 4 °C, observou-se que em
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um dos abatedouros pesquisados (E2) estes limites ndo estavam de acordo
com a legislacao vigente (BRASIL, 1998).
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Figura 7. Temperatura da agua nos tanques de resfriamento por imersao
(pré-chiller e chiller) dos abatedouros avaliados.

A temperatura das carcagas ao final do resfriamento deve ser < 7 °C
(BRASIL, 1998). Nas amostras coletadas a temperatura variou de 2,7 °C a
10 °C, sendo a média 6,47 °C £ 1,82 °C (Figura 8).
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Figura 8. Temperatura das carcagas de frango na saida do sistema de
resfriamento por imersao dos abatedouros avaliados.

Estudos realizados no Brasil e em outros paises tém demonstrado

que a incidéncia de C. jejuni e C. coli em carcagas e visceras de frangos
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analisadas imediatamente apos a evisceracéo € alta, com variagcédo entre 60
% a 100 % de positividade. Entretanto, a frequéncia diminui de 15 % a 20 %
em amostras armazenadas sob refrigeragao ou congelamento por diferentes
periodos de tempo (ORTEGA, 2005; CARVALHO, 2009), dados que
reforgcam a importancia do resfriamento das carcagas tdo logo seja concluido
o procedimento de abate, e se manutenha a condigado de congelamento.

O resfriamento em chiller de imersdo com agua e gelo a temperatura
de 0 a 4 °C é um ponto em potencial para a contaminagcédo de carcagas. O
tempo de passagem das carcagas pelo sistema de resfriamento deve ser de,
no maximo, 30 min. Nos abatedouros avaliados este tempo variou de 15 min
a1h,eem40 % (4/10) dos abatedouros excede os 30 min (Figura 9).
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Figura 9. Tempo médio, em minutos, de permanéncia das carcagas nos
tanques de imersdo do sistema de resfriamento (chiller e pré-
chiller) nos abatedouros avaliados.
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No entanto, o fator tempo nao interferiu na absor¢do de agua pelas
carcagas, pois a porcentagem de agua absorvida variou de 3 % a 7 %, com
média de 5,7 % = 1,3 %. Em nenhum dos abatedouros excedeu-se o limite
de maximo de 8 % de absorcao, estabelecido pela legislacao (Figura 10).

O uso de resfriamento por spray de agua fria ao invés da imersao das
carcagas em tanque de resfriamento e maquinarios com acabamento
sanitario, ou seja, de material resistente, desmontaveis e de facil

higienizacdo, permitem reduzir a ocorréncia de contaminagdo cruzada
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(BERRANG et al.; 2000b; KENNER et al., 2004; ORTEGA, 2005;
MADALOZZO et al., 2007b CALIL et al., 2008).
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Figura 10. Porcentagem de agua absorvida pelas as carcagas apds o seu
resfriamento em tanques de imerséo.

Apenas um abatedouro possuia sistema de cloragdo automatico, com
controle da quantidade de cloro adicionada ao sistema de resfriamento. O
teor de cloro variou entre 0,5 a 10 mg.L™" (Figura 11), com média de 3,98 +
2,71 mg.L‘1. Em 6 dos abatedouros, a concentragédo apresentou-se abaixo
de 5 mg.L™", indicada pela legislacéo brasileira (BRASIL, 1998).

O uso de concentracbes adequadas de cloro livre € imprescindivel
para reduzir ou controlar a contaminacgao, ainda que esse cloro venha a ser
inativado pela quantidade excessiva de matéria organica (HARGINS et al.,
2004). Mesmo com as imposi¢cées de um mercado de carne competitivo, o
europeu, o Servico de Inspecdo e Seguranca Alimentar (FSIS) do
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos e o MAPA recomendam a
utilizacdo de 5 mg.L™" de cloro residual livre na agua dos chillers (NACMCF,
1994; BRASIL, 1998; MADALOZZO et al., 2007a).
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C. jejuni pode apresentar 99 % de inativacdo com 1 mg.L'1 de cloro
livre apos 15 min de contato (MADALOZZO et al., 2007a). Porém, C. jejuni e
outros patdégenos bacterianos demonstraram aumentar a resisténcia (mais
de 50 vezes) e a sobrevivéncia em agua clorada, utilizando espécies de
protozoarios como um reservatorio temporario (BLACKBURN e McCLURE,
2002).

O aumento da concentragdo de cloro na agua destinada ao
processamento das aves, aliada a melhoria das condi¢gdes de higiene dos
abatedouros, permitem reduzir significativamente a contaminagdo das
carcacas (MEAD et al., 1995). No entanto, Peyrat et al. (2008)
demonstraram que algumas estirpes de Campylobacter spp. podem resistir
aos procedimentos de limpeza e desinfecgcdo em matadouros de aves, com
consequente contaminagao das carcagas durante o processamento.

Nunes (2005) observou diferenga significativa na eficacia do cloro ao
avaliar o efeito do tempo de processamento e da concentragao de cloro na
agua para controle de C. jejuni e outros patdgenos. Estes fatores ndo sao
unicos, de acordo com Hargins et al. (2004) e Vansin et al. (2004), pois,
micro-organismos como C. jejuni, que tém capacidade e mobilidade para
penetrar nos foliculos da pele de frango, sdo protegidos contra a agéo

bacteriana do cloro.
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Para Oyarzabal et al. (2004), o uso de hipoclorito de sédio em
carcagas apos o resfriamento tem bons resultados e pode ser aplicado por
meio de aspersao ou imersao.

Em todos os abatedouros a etapa de embalagem é realizada
imediatamente apds o gotejamento. Observou-se, durante as coletas de

amostras que esta etapa durava, em média, 2 min.

3.2. Ocorréncia de Campylobacter jejuni

3.2.1. Avaliacao da contaminagao em carcagas de frango

As 30 unidades amostrais avaliadas proviam de dois periodos de
coleta de amostra. Na primeira coleta (jan-fev/2012), dentre as 15 unidades
amostrais, 7 (46,7 %) foram positivas para a presenca de Campylobacter
spp. Na segunda coleta (ago-set/2012), dentre as 15 unidades amostrais, 4
(26,7 %) foram positivas para presenca do patéogeno (Figura 12). No total,
36,7 % (11/30) das unidades amostrais apresentaram-se contaminadas pelo

agente pesquisado.
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Figura 12. Porcentagem de unidades amostrais avaliadas que
confirmaram a presenga de C. jejuni, por coleta.

A contaminagao da carne de frango pode ocorrer durante o abate,

sendo mais comum durante o escaldamento e a evisceragédo, quando ha a
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possibilidade da transferéncia de micro-organismos do intestino para a
superficie das carcagas (CASTRO et al., 1997; CORTEZ et al., 2006;
PRENCIPE et al., 2007; CARVALHO, 2009).

Considerando o grau de contaminagao das carcagas que compunham
as unidades amostrais, e o tipo de inspegdo vigente nos abatedouros,
observou-se que 20 % (15/75) e 13,3 % (10/75) das carcagas da primeira e
segunda coleta, respectivamente, estavam contaminadas com
Campylobacter spp. (Tabela 7). Na confirmagao por técnicas moleculares,

todos isolados foram identificadas como Campylobacter jejuni (Tabela 8).

Tabela 7. Numero e porcentagem de carcagas de frango contaminadas com
C. jejuni, de acordo com local de coleta, tipo de inspecao,
producédo diaria estimada e mesorregidao do Estado de Minas

Gerais.
Unidade amostral (n° de carcacas .
Local Tipo de contaminadas por unidade amostral) Prggl:igaao Mesorregido
Coleta IMSPecao 12 22 Total %de  gstimada® de Minas Gerais
coleta coleta Contaminagao
E1 IMA® 1 (1/5) 0 1(1/10) 10 28.000  Campos das Vertentes
E2 IMA 1(1/5) 1(1/5) 2(2/10) 20 15.000  Campos das Vertentes
E3 IMA 0 0 0 0 20.000 Oeste de Minas
E4 SIF® 0 0 0 0 85.000  Metropolitana de BH
E5 SIF 0 0 0 0 90.000 Metropolitana de BH
E6 IMA 0 0 0 0 4.800 Sul / Sudoeste
E7 SIF 1(1/5) 0 1(1/10) 10 64.000 Metropolitana de BH
E8 SIF 0 0 0 0 19.200 Metropolitana de BH
E9 IMA 0 0 0 0 10.000° Sul / Sudoeste
E10 IMA 0 0 0 0 1.500 Sul/ Sudoeste
E11 IMA 0 0 0 0 16.000 Metropolitana de BH
E12 SIF 1(1/5) 1(1/5) 2(2/10) 20 180.000° Triangulo Mineiro
E13 SIF 1(4/5) 1(3/5) 2(7/10) 70 130.000° Zona da Mata
E14 SIF 1 (3/5) 0 1 (3/10) 30 120.000°  Campos das Vertentes
E15 SIF 1(4/5) 1(5/5) 2(9/10) 90 80.000° Triangulo Mineiro
Total 7 4 11 36,7

(15/75) (10/75) (25/150) (16,67)

a = Instituto Mineiro de Agropecuaria

b = Servigo de Inspecgdo Federal

¢ = Numero de aves abatidas por dia

d = Producgao estimada (dados obtidos de fontes n&o oficiais)
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Tabela 8. Resultado da identificagdo molecular dos isolados suspeitos por
carcaga contaminada segundo o abatedouro e ordem de coleta.

Coletas I:;‘:)Zg:o Abatedouro/lsolado Mi?;g;::ﬁ?:;imo
IMA E1d Campylobacter jejuni

IMA E2c Campylobacter jejuni

SIF E7e Campylobacter jejuni

SIF E12b Campylobacter jejuni

SIF E13 a Campylobacter jejuni

~ SIF E13c Campylobacter jejuni

E 3 SIF E13 d Campylobacter jejuni
§ E SIF E13e Campylobacter jejuni
s <Zt SIF E14 a Campylobacter jejuni
- SIF E14 b Campylobacter jejuni
SIF E14 e Campylobacter jejuni

SIF E15a Campylobacter jejuni

SIF E15b Campylobacter jejuni

SIF E15¢c Campylobacter jejuni

SIF E15e Campylobacter jejuni

IMA E2e Campylobacter jejuni

SIF E12e Campylobacter jejuni

SIF E13 a Campylobacter jejuni

I<—t % SIF E13 b Campylobacter jejuni
§ E SIF E13e Campylobacter j.ej'un/'
mo o SIF E15a Campylobacter jejuni
N 2 SIF E15b Campylobacter jejuni
SIF E15¢c Campylobacter jejuni

SIF E15d Campylobacter jejuni

SIF E15e Campylobacter jejuni

IMA = Instituto Mineiro de Agropecuéria, SIF = Servigo de Inspecéo Federal;
a,b,c,d,e = Identificagdo da carcaga contaminada pertencente a uma
unidade amostral.

Considerando as Mesorregides do Estado onde eram localizados
estes abatedouros, observou-se que 44 % (11/25) das carcagas positivas
para C. jejuni provinham de abatedouros do Triangulo Mineiro, 28 % (7/25)
da Zona da Mata, 24 % (6/25) Campos das Vertentes e 4 % (1/25) da

Mesorregiao Metropolitana de BH. Destaca-se ainda que as maiores
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propor¢gdes de carcagas contaminadas foram observadas em grandes
abatedouros, com maiores volumes de aves abatidas por dia (Tabela 7).

Na 12 coleta foram observadas amostras positivas em 7 abatedouros,
dos quais 2 estavam sob inspec¢ao sanitaria do IMA e 5 sob inspec¢éo do SIF,
resultando em um total de 15 carcagas contaminadas (Tabela 7).

Nado foi possivel estabelecer uma correlagdo entre os dados
apresentados e as informagdes obtidas dos abatedouros, pois entre as
carcagas coletadas nos 10 abatedouros, apenas 4 % (4/100) apresentaram-
se contaminadas com C. jejuni, com o maior grau de contaminagdo em
abatedouros que nao se dispuseram a responder ao questionario (Tabelas 7
e 8).

Na Figura 13 apresenta-se o tipo de inspegao predominante no

abatedouro por coleta e percentual de carcagas contaminadas.
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Figura13. Numero de -carcagas positivas para a presenga de
Campylobacter jejuni em cada coleta e tipo de inspeg¢ao dos
abatedouros. (IMA = Instituto Mineiro de Agropecuaria; SIF = Servigo de
Inspecéo Federal)

Considerando-se o tipo de inspe¢ado dos abatedouros pesquisados,
constatou-se que maior quantidade de amostras positivas (88 %, n = 22) foi
de abatedouros com inspecao federal (SIF) e 12 % (n = 3) foram de

abatedouros com inspecgao estadual (IMA) (Figura 14).

117



| .

Figura 14. Percentual de amostras positivas, de acordo com o tipo de

inspecao dos abatedouros. (IMA = Instituto Mineiro de Agropecuaria;
SIF = Servigo de Inspecgéo Federal).

Ao se proceder a analise estatistica destes dados, pelo teste do Qui-
quadrado (a = 0,05), quando se comparou a propor¢do de amostras
contaminadas oriundas dos diferentes tipos de inspec¢do, observou-se que
houve diferenca significativa (p < 0,05), com menor propor¢cao de amostras
contaminadas entre as obtidas nos abatedouros com inspegao estadual, em
relacdo aquelas oriundas dos abatedouros com inspecgéo federal (Tabela 6).
Também pode-se observar que houve diferenca ao nivel de 5 % de

significancia, entre o tipo de inspe¢ao quando se avaliou a 12 e 22 coleta,
separadamente.

Tabela 9. Teste de comparagao de proporgdes (Qui-quadrado) aplicado aos
dados obtidos no estudo, utilizando-se o R-Commander.

N° total de Proporcao de

. . 2
Variaveis amostras contaminados Valor de p X
Tipo de Inspegéao SIF =80 27,5 %
14* 14,4857
IMA =70 4,3 % 0,000 A85
. ~ a — o,
Tipo de Inspecao na 12 coleta SIF =40 32,5 % 0,001907* 8.3705
IMA = 35 572 %
P 2 a = o
Tipo de Inspecao na 22 coleta SIF =40 22,5 % 0,0063* 6.2328
IMA = 35 2,86 %
Ordem de coleta 12 Coleta = 75 20 % 0,1367 1.2
22 Coleta =75 13,3 %

* Diferiram a nivel de 5 % de significancia

Em estudo conduzido por Cortez et al. (2006), ndo houve diferenca

significativa (p > 0,05) quanto a presenga de Campylobacter spp. nos

118



produtos avaliados de abatedouros de aves com Servico de Inspecao
Federal (SIF) e Inspecédo Estadual (SISP), em S&o Paulo, diferentemente
dos dados obtidos neste estudo.

As contagens para C. jejuni nas amostras positivas variaram de 3,6
NMP.g™" a 36 NMP.g™", com intervalo de confianga de 95 % de probabilidade
variando de 0,17 a 94 NMP.g™" (Tabela 10).

Tabela 10. Contagens de C. jejuni pelo numero mais provavel, com intervalo
de confianga de 95 %, separados por coleta.

Tibo d Diluigio Ndmero Intevalo de
Abatedouro 'po ,e Carcaga mais confianga (95 %)
Inspecao = =) = el
10 10 10 provavel Minimo Maximo

E1l IMA d 1 1 0 7,4 1,3 20

E2 IMA C 2 2 2 35 8,7 94

E7 SIF e 1 1 1 11 3,6 38

E12 SIF b 1 1 1 11 3,6 38

E13 SIF a 1 1 0 7,4 1,3 20

E13 SIF [¢ 1 1 0 7,4 1,3 20

‘g E13 SIF d 1 0 0 3,6 0,17 18

:°, E13 SIF e 1 2 0 11 3,6 42

b E14 SIF a 1 0 0 3,6 0,17 18

E14 SIF b 1 1 1 11 3,6 38

E14 SIF e 1 1 0 7,4 1,3 20

E15 SIF a 0 1 1 6,1 1,2 18

E15 SIF b 1 1 0 7,4 1,3 20

E15 SIF [¢ 2 2 1 28 8,7 94

E15 SIF e 1 1 1 11 3,6 38

E2 IMA e 1 1 1 11 3,6 38

E12 SIF e 2 3 1 36 8,7 94

E13 SIF a 0 1 1 6,1 1,2 18

E13 SIF b 1 1 0 7,4 1,3 20
@

E E13 SIF e 1 1 1 11 3,6 38
o

© E15 SIF a 1 1 0 7,4 1,3 20
N

E15 SIF b 2 3 1 36 8,7 94

E15 SIF [¢ 1 1 1 11 3,6 38

E15 SIF d 2 2 1 28 8,7 94

E15 SIF e 1 1 1 11 3,6 38

IMA = Instituto Mineiro de Agropecuaria; SIF = Servigo de Inspecao Federal
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Quanto aos valores obtidos nas contagens microbianas pelo numero
mais provavel, observou-se apds a aplicagao do teste de Shapiro-Wilk que
os dados ndo apresentaram distribuicdo normal (p = 2,6 x 10°). Também
nao foi observada correlagdo entre as contagens obtidas e a Mesorregides
onde eram localizados os abatedouros de origem das amostras.

Estes resultados estdo semelhantes aos de outros estudos, em que
as contagens variaram de 1,9 a 2,5 UFC.g" (ATANASSOVA et al., 2007), <
10 UFC.g"a 10° UFC.g™" (HABIB et al., 2012) e 3,5 x 10 UFC.g™" até = 10°
UFC.g" (BARE et al., 2013), em carcacas avaliadas ap6s chiller.

A frequéncia de positividade de carcagas de frango observada neste
estudo foi semelhante a observada em alguns resultados de outros autores
brasileiros. Em Belo Horizonte foi observada a ocorréncia do agente em 20
% (20/100) das amostras (DIAS et al., 1990); em S&o Paulo, 8,3 % (5/60)
(CARVALHO e COSTA, 1996) e 36 % (18/50) (CARVALHO et al., 2002); em
Belém-PA, 8,73 % (11/126) das amostras (CHAVES, 2007).

Em outros estudos os percentuais de isolamento sao superiores aos
deste estudo, como 83 % (199/241) (JORGENSEN et al.; 2002); 81,8 %
(27/33) (ZORMAN e MOZINA, 2002); 71,9 % (194/270) (GHAFIR et al.;
2007); 98,3 % (57/58) (KUANA et al., 2008), 100 % (21) (SIMOES, 2010);
92 % (52/57) (PERDONCINI, 2012) e 56,3 % (135/240) (KOVALENKO et
al., 2013). Essas diferengas de resultados obtidos em diferentes estudos
podem estar relacionadas ao grau de controle de qualidade adotado nos
abatedouros industriais.

Jorgensen et al. (2002) também observaram que Campylobacter spp.
€ mais prevalente em frangos refrigerados 83 % (199/241) do que
Salmonella spp. 25 % (60/241). Estes dados colaboram com as afirmativas
de que Campylobacter spp. € o maior contaminante em frangos e que pode
suportar baixas temperaturas mantendo-se viavel nos alimentos refrigerados
e congelados.

Os resultados deste estudo sdo semelhantes aos de Kovalenko et al.
(2013), que também observaram uma maior propor¢do de amostras
positivas nos meses de verdo. Porém, ao comparar a 12 coleta (n = 75) e a
22 coleta (n = 75), nao foi observada diferencga significativa (p > 0,05) entre

os resultados das diferentes coletas pelo teste do Qui-quadrado (Tabela 9).
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Vale ressaltar que as peculiaridades e dificuldades de detecgao e
enumeragao deste micro-organismo faz com que nao seja tdo comumente
pesquisado e torna-se um desafio a adogédo de técnicas mais efetivas para
este tipo de diagndstico. As comparagbes e discussbes a respeito da
incidéncia e prevaléncia partem desta premissa.

Em algumas espécies, como C. jejuni e C. coli, a diferenciagcao
baseia-se apenas no teste da hidrélise do hipurato e, em alguns casos, a
identificacdo definitiva ndo é possivel com os testes laboratoriais utilizados
pela metodologia convencional, fazendo destes organismos candidatos
ideais a identificagdo por PCR (ENGLEN e KELLEY, 2000; STERN et al.,
2001).

Scarcelli et al. (2005a) observaram 6,75 % (5/74) amostras positivas
pela técnica de PCR para C. jejuni e nenhuma positiva pelo exame
bacterioldgico, resultado indicativo da susceptibilidade do micro-organismo
as condicbes adversas como o0 congelamento, aditivos, excessiva
contaminagao, alta tensdo de oxigénio ou ressecamento (SCARCELLI et al.,
2005a; FONSECA et al., 2007). Os autores também demonstraram as
vantagens da técnica de PCR como técnica mais sensivel e especifica, pois
nao € necessario que a bactéria esteja viavel e gera maiores indices de
deteccao.

As metodologias convencionais, de acordo com meétodos analiticos
oficiais, sdo muito utilizadas. Entretanto, as técnicas moleculares sdo cada
vez mais adotadas em complementagcédo as tradicionais com o objetivo de
proporcionar resultados mais precisos em menor tempo na detecgdo de
patdbgenos alimentares, bem como em laboratérios de pesquisas e de
analises clinicas (MEDEIROS, 2011).

A diferenciagao das espécies de Campylobacter é dificil associado ao
crescimento lento e fastidioso desse patégeno (NAYAK, 2005). Em pesquisa
realizada sobre os genomas de varios tipos de micro-organismos concluiu-se
que o C. jejuni requer maior atencédo no que se refere a fisiologia e as
propriedades metabdlicas, ja que elas estdo relacionadas com a causa da
doenga e com o conhecimento da patogenicidade (KELLY, 2008).

Por ser um micro-organismo de dificil cultivo, a combinagdo da

complexidade nutricional associado a caracteristica de microaerofilia faz com
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que o C. jejuni tenha uma grande importancia econbmica e médica
(MOURA, 2010). Andrade et al. (2010), em estudo sobre comparagdo de
métodos de diagndstico para patdgenos em alimentos, concluiram que o
desenvolvimento de técnicas mais precisas sao cada vez mais necessarias
para melhor elucidagcdo de surtos e estimular os estudos de ocorréncia e
prevaléncia deste micro-organismo em alimentos.

Gongalves et al. (2012) em Campo Mourao-PR, utilizaram o teste
imunoenzimatico pelo método Enzime Linked Fluorescent Assay (ELFA) com
o sistema automatizado VIDAS® Campy, e foi possivel detectar uma
contaminagdo de 79,16 % em 24 amostras de frango, o que confirmou a
grande incidéncia de Campylobacter em carnes de frangos refrigerados
destinados ao consumo humano. Como o limite de deteccdo do método
imunoenzimatico € baixo, os autores citaram que foram detectadas minimas
quantidades do micro-organismo, que normalmente ndo conseguiriam se
multiplicar pelo método convencional por se tratar de um agente de dificil

cultivo.

3.2.2. Avaliagdo das amostras de agua do sistema de
resfriamento por imersao

Foram avaliadas as amostras de agua oriundas dos 10 abatedouros
que responderam aos questionarios, sendo uma amostra da agua de
abastecimento do abatedouro, uma do pré-chiller e uma do chiller,
totalizando 3 amostras por abatedouro. Em nenhuma das 30 amostras de
agua foi observada a presenca de Campylobacter spp. pela metodologia
empregada. Mesmo assim, isolou-se uma carcaga com presenga de C.
Jejuni, com 11 NMP.g'1 entre aquelas coletadas em abatedouros que
responderam ao questionario.

Os resultados negativos nas amostras de agua poderiam ser
justificados pela intensidade de cloracdo realizada nos respectivos
abatedouros, pela temperatura da agua do chiller e pré-chiller (Figuras 7 e
11) elou pelo alto grau de contaminantes na agua dos sistemas de
resfriamento, pois C. jejuni € um fraco competidor na presenca de

contaminagdes muito elevadas de outros micro-organismos.
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Resultados diferentes foram encontrados em abatedouro de Belém-
PA, com 27,8 % (10/36) (CHAVES, 2007) e em abatedouro de S&o Paulo,
com 26,6 % (15/57) das amostras de agua do chiller contaminadas com este
agente (CARVALHO et al., 2002). Os autores destacaram que o principal
ponto de contaminagao dos abatedouros pesquisados era a agua do chiller.

Segundo Lopes (2009), a contaminagdo cruzada ocorre
principalmente durante o resfriamento no chiller, pois a contaminagéo
cumulativa de Campylobacter no tanque de resfriamento promove o
aumento da contaminagdo superficial do frango com células do micro-
organismo presentes na agua.

Conforme a Portaria n° 210/1998 do MAPA, a agua do chiller deve
apresentar o minimo de 5 mg.L™' de cloro residual livre (BRASIL, 1998).
Mead et al. (1995) verificaram que o aumento na concentragao de cloro nas
aguas de processamento das aves, aliado a melhoria das condigbes de
higiene do abatedouro, promoveram diminuicdo da contaminagdao das
carcagas.

Nunes et al. (2005) demonstraram diferenca significativa (p>0,05) na
eficacia do cloro quando avaliaram o efeito do tempo de processamento e
concentragdo de cloro na agua de resfriamento (10, 30 e 50 mg.L™") como
agente bactericida para C. jejuni e outros patdgenos.

O impacto do resfriamento por imersdao tem sido discutido
exaustivamente e gerado algumas contradigbes, pois a passagem das
carcacas pelo tanque de resfriamento pode ser um fator de contaminagao
cruzada (CARVALHO et al., 2002) ou uma oportunidade para descontaminar
as carcagas (MADALOZZO et al., 2007b). Carvalho et al. (2002) e Reich et
al. (2008) ressaltaram que o maior ponto de contaminagdo das carcagas é
apos a escaldagem e depenagem, e com posterior decréscimo ao passar
pelo processo de resfriamento.

Alguns estudos tentam explicar este tipo de decréscimo, como a
sensibilidade ao cloro (HARGINS et al., 2004; NUNES et al., 2005;
MADALQOZZO et al., 2007b), a reducdo da temperatura (SAUMYA et al.,
2004; GEORGSSON et al., 2006; SAMPERS et al., 2007) e a sensibilidade
ao oxigénio, alcangcando redugao de 1 ciclo Logiy na contagem inicial
(GEORGSSON et al., 2006; SAMPERS et al., 2010; PERDONCINI, 2012).
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3.3. Perfil de resisténcia a antimicrobianos de Campylobacter jejuni
isolados de carcacas de frango

Dentre os 25 isolados das carcagas identificados como
Campylobacter jejuni, todos obtidos na 22 coleta (10) e um igual numero (10)
referentes aos abatedouros da 12 coleta, foram submetidos ao teste de
resisténcia a 18 antimicrobianos pela técnica de difusdo em disco.

Nas Tabelas 11 e 12 podem ser observardos os resultados do teste
de resisténcia a antimicrobianos. Em geral, ocorreu alto grau de resisténcia
das estirpes isoladas aos antimicrobianos testados. Todas as cepas (20/20)
apresentaram-se resistentes aos antimicrobianos Aztreonam, Cefalotina,
Cefoxitina, Sulfametoxazol + Trimetoprim e Vancomicina; e 95 % (19/20)
foram resistentes ao Acido Nalidixico, & Cefotaxima, a Cefuroxima e a
Ciprofloxacina.

Apenas a Polimixina B mostrou-se eficiente contra todas as cepas e
os outros antimicrobianos apresentaram diferentes porcentagens de
sensibilidade, como Cloranfenicol (95 % - 19/20), Gentamicina (85 % -
17/20), Imipenem, Cefepime e Amoxicilina + Acido clavulanico (75 % -
15/20).

Os demais antibidticos testados apresentaram diferentes graus de
resisténcia e sensibilidade frente as cepas de Campylobacter jejuni isoladas

das carcagas de frango (Tabela 11).
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Tabela 11. Resultados do antibiograma realizado com as 20 cepas de Campylobacter jejuni isoladas, de acordo
com tipo de antimicrobiano utilizado.
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Tabela 12. Resultados do antibiograma realizado com as 20 cepas de
Campylobacter jejuni, de acordo com a resisténcia (R),
reacao intermediaria (I) ou sensibilidade (S), segundo o
antimicrobiano utilizado.

% de cepas

Classes Antibiéticos

R | S
Quinolonas Acido Nalidixico 95 0 5
Betalactamico + Inibidor de betalactamases Amoxicilina + Ac. clavulanico 25 0 75
Aminopenicilinas Ampicilina 45 5 50
Monobactan Aztreonam 100 0 0
Cefalosporina 12 geragéo Cefalotina 100 0 0
Cefalosporina 42 geragéo Cefepime 25 0 75
Cefalosporina 32 geragéo Cefotaxima 95 5 0
Cefalosporina 22 geragéo Cefoxitina 100 0 0
Cefalosporina 32 geragéo Ceftazidima 90 5 5
Cefalosporina 22 geragéo Cefuroxima 95 5 0
Fluorfenicol Ciprofloxacina 95 0 5
Fenicol Cloranfenicol 5 0 95
Aminoglicosideo Gentamicina 15 0 85
Carbapenens Imipenem 25 0 75
Polipeptideo poliénico basico Polimixina B 0 0 100
Inibidores do acido félico Sulfametoxazol + Trimetoprim 100 0 0
Tetraciclinas Tetraciclina 55 0 45
Glicopeptideos Vancomicina 100 0 0

Campylobacter spp. € uma das causas mais comuns de doenga
humana esporadica associado ao consumo de alimentos nos paises
industrializados, e uma preocupagao crescente com o surgimento de cepas
resistente a antimicrobianos. A Organizagao Mundial da Saude (OMS) tem
considerado como problema de saude publica a resisténcia a estas drogas
dado o crescente numero de relatos em diversos paises (OMS, 2004;
TAREMI et al., 2006; HAN et al., 2007; SANCHEZ et al., 2007; MOURA,
2010).

Deve-se considerar que a indicacdo de tratamento com
antimicrobianos é feita normalmente em casos de campilobacteriose com
diarreia severa, prolongada e recidivante, sendo os macrolideos e as
fluoroquinolonas os principais grupos de antibiéticos de escolha. No entanto,

estas drogas tém sido utilizadas de forma empirica em gastroenterites sem
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diagnodstico. Para estes grupos, observou-se que 95 % (19/20) das cepas
foram resistentes a Ciprofloxacina (fluoroquinolona).

Smith et al. (1999) também observaram que macrolideos e
fluoroquinolonas s&o utilizados na criagdo das aves com finalidade
terapéutica e profilatica contra varias doengas bacterianas.

Em pesquisa realizada por Engberg et al. (2001) foi demonstrado que
existe uma associacao entre a introdugao de antimicrobianos na alimentacao
animal com o aumento da resisténcia de Campylobacter isolados de fezes
humanas a estes mesmos medicamentos.

Como as aves sao produzidas em escala industrial, com alta
densidade dos aviarios e condicbes propicias oferecidas, houve o
desenvolvimento de varias doengas que acometem os animais, com redugao
do ganho de peso e da eficiéncia da producdo, podendo em alguns casos
aumentar os indices de mortalidade a numeros inviaveis para o sistema.
Para controlar estas enfermidades, diversos antimicrobianos séo utilizados
na produgao, como terapéuticos na ragao ou na agua.

Ao se considerar cada cepa avaliada (Tabela 13), observou-se que
uma cepa apresentou-se resistente a 77,8 % (14/18) dos antimicrobianos
testados, outras 6 cepas apresentaram-se resistentes a 72,2 % (13/18) e 5
cepas foram resistentes a 66,7 % (12/18) dos antibidticos testados,
destacando-se portanto, uma alta proporcdo de cepas resistentes a
antimicrobianos.

Com relacdo a sensibilidade, todas as estirpes apresentaram
sensibilidade a algum tipo de droga, sendo que 5 delas foram sensiveis a
8/18 (44,4 %) dos antibidticos testados, e 2 foram sensiveis a apenas 4/18
(22,2 %) tipos de drogas antimicrobianas testadas.

Os perfis de resisténcia verificados neste estudo ndo demonstraram
relacdo com as Mesorregides do estado, pois diferentes proporgcbes de
resisténcia/sensibilidade ocorreram nas diversas regides de origem das
amostras, ndo sendo possivel inferir um padrao de resisténcia em fungao da
localizac&o dos abatedouros.

Moura (2010) avaliou 16 isolados de C. jejuni obtidos de carcagas de
frango do Distrito Federal — DF, e observou que 5 (31,2 %) delas foram

resistentes aos antibiéticos Acido nalidixico, Estreptomicina, Gentamicina,

127



Eritromicina, Amoxicilina, Cloranfenicol, Ciprofloxacina e Tetraciclina, e que,
semelhante ao presente estudo, nenhuma das cepas foi sensivel a todas as
drogas testadas. Todos isolados avaliadas naquele estudo foram
multirresistentes, com diferentes porcentagens de resisténcia, sendo menor

para o Cloranfenicol, semelhante a este trabalho.

Tabela 13. Resultados de Resisténcia e Sensibilidade das 20 cepas de
Campylobacter jejuni aos 18 antimicrobianos avaliados.

. o Antibiéticos com Antibiéticos com
Tipode Amostras Mesorregido do Resisténcia Sensibilidade
Inspecao avaliadas Estado
N* %** N %

IMA 1d Campos das Vertentes 13 72,2 5 27,8
IMA 2c Campos das Vertentes 13 72,2 5 27,8
SIF 7e Metropolitana de BH 14 77,8 4 22,2
© SIF 12b Triangulo Mineiro 13 72,2 5 27,8
% SIF 13a Zona da Mata 13 72,2 5 27,8
mo SIF 13e Zona da Mata 12 66,7 6 33,3
T SIF 14a Campos das Vertentes 10 55,6 8 44 4
SIF 14b Campos das Vertentes 11 61,1 6 33,3
SIF 15a Triangulo Mineiro 12 66,7 6 33,3
SIF 15e Triangulo Mineiro 9 50,0 8 44 4
IMA 2e Campos das Vertentes 10 55,6 8 44 .4
SIF 12e Triangulo Mineiro 11 61,1 7 38,9
SIF 13a Zona da Mata 12 66,7 6 33,3
© SIF 13b Zona da Mata 12 66,7 6 33,3
% SIF 13e Zona da Mata 12 66,7 6 33,3
mo SIF 15a Triangulo Mineiro 13 72,2 5 27,8
N sIF 15b Triangulo Mineiro 11 61,1 7 38,9
SIF 15¢ Triangulo Mineiro 9 50,0 8 44 .4
SIF 15d Triangulo Mineiro 13 72,2 4 222
SIF 15e Triangulo Mineiro 10 55,6 8 44 .4

* Numero de antibidticos
** Porcentagem (N/18) de antibidticos
Dados daquele estudo sdo semelhantes aos da presente pesquisa, no

que se refere a resisténcia ao cloranfenicol, pois 95 % delas foram sensiveis
a este agente e apenas uma cepa foi resistente. Esta baixa resisténcia pode
ser explicada pelo fato de esta droga ter tido seu uso proibido na medicina
veterinaria pela Instrucdo Normativa n° 9, de 27 de junho de 2003, do MAPA
(BRASIL, 2003).
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A resisténcia de cepas de C. jejuni as diversas drogas tem se
demonstrado um problema de saude publica em todo o mundo, fato este
relatado por Taremi et al. (2006), Han et al. (2007) e Sanchez et al. (2007), e
€ uma constante preocupacgao da Organizagdo Mundial da Saude.

Portanto, os resultados sobre a resisténcia a antimicrobianos devem
ser mais bem investigados. A crescente prevaléncia de resisténcia de
Campylobacter as quinolonas ameagca o futuro desta classe de drogas com a
sua indiscriminada utilizagao, principalmente no setor avicola.

Varios sdo os estudos realizados no mundo sobre o perfil de
resisténcia deste agente. No entanto, a comparagédo dos resultados entre
diferentes trabalhos sobre Campylobacter jejuni torna-se dificil, pois existe
diferenca na forma de coletar as amostras, nos métodos de isolamento e no
teste de susceptibilidade aos antimicrobianos (MOURA, 2010).

Segundo Ge et al. (2003), os resultados de resisténcia aos
antimicrobianos podem apresentar variacdo entre espécies e subsespécies
de Campylobacter, portanto, prejudica a padronizagédo do teste para este
agente. Alguns exemplos de trabalhos sobre a resisténcia do Campylobacter
aos antimicrobianos de interesse encontram-se a seguir.

Taremi et al. (2006) obteveram 69,4 % de resisténcia para
ciprofloxacina, 75 % para acido nalidixico, 4,2 % para estreptomicina, 45,8 %
para tetraciclina e 1,4 % para gentamicina, 11,1 % para amoxicilina, 2,8 %
para o cloranfenicol e auséncia de resisténcia para eritromicina, em estudo
realizado no Ira.

Han et al. (2007) demonstraram, na Coreia do Sul, a resisténcia de C.
Jejuni isolados em carcacas de aves aos antibidticos tetraciclina, acido
nalidixico, ciprofloxacina, ampicilina e para amoxicilina. As cepas avaliadas
se apresentaram sensiveis para eritromicina e gentamicina, semelhante a
este trabalho, com 85 % das cepas sensiveis a este antibiotico.

Em Trinidade e Tobago, Rodrigo et al. (2007) observaram que 86,5 %
das cepas de C. jejuni, isoladas de carcagas de aves durante o processo de
abate, eram resistentes a ciprofloxacina, 5,4 % a gentamicina, 30 % a
estreptomicina e 26,8 % a enrofloxacina, sendo que dados semelhantes a
este trabalho foram observados quanto a elevada resisténcia a

ciprofloxacina (95 %).
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Mackiw et al. (2012) observaram que de 143 isolados Campylobacter
spp., 97,9 % apresentaram resisténcia a ciprofloxacina, 64,3 % a tetraciclina,
9,1 % a eritromicina e 6 % a gentamicina. Além disso, alguns dos isolados
testados apresentaram-se multirresistentes, a 3 ou mais dos antibiéticos
testados.

Adzitey et al. (2012) pesquisam 116 cepas de Campylobacter spp. e
maioria dos isolados de C. jejuni foi resistente a cefalotina (99 %),
tetraciclina (96 %), sulfametoxazol / trimetoprim (96 %), e poucas foram
resistentes a gentamicina (5 %), cloranfenicol (7 %) e eritromicina (1 %).

Zendehbad et al. (2013) observaram que 96,6 % dos isolados de
Campylobacter testados foram resistentes a um ou mais agentes
antimicrobianos. A resisténcia a ciprofloxacina foi a mais comum (81,9 %),
seguida pelo acido nalidixico (73,2 %) e tetraciclina (67,8 %).

Bolton et al. (2013) investigaram a base molecular que definiria o alto
nivel de resisténcia as quinolonas e aos macrolideos apresentado por cepas
de Campylobacter isolados de aves. Os autores trabalharam com 17
isolados de Campylobacter que exibiam alto nivel de resisténcia ao acido
nalidixico, ciprofloxacina e eritromicina, e observaram que o alto grau de
resisténcia a estes antibidticos € definido por determinadas sequéncias de
determinados aminoacidos, o que ampliou a compreensdao da base
molecular de resisténcia as quinolonas e aos macrolideos em
Campylobacter spp.. Os autores sugerem ainda que outros fatores que
envolvem a estrutura molecular deste género devem ser elucidados, para
também contribuir na identificacdo de fendtipos resistentes.

Nobile et al. (2013) observaram a menor resisténcia para o
cloranfenicol (32,6 %) e para a gentamicina (27,9 %) e apenas 20,9 % dos
isolados foram sensiveis a ciprofloxacina e a eritromicina. Este estudo
destaca que cepas multirresistentes tem se disseminado de forma
alarmante, o que indica a urgente necessidade de intervengbes em niveis
multidisciplinares.

Estudo realizado na Polénia demonstrou que as cepas de
Campylobacter spp. avaliadas eram mais resistentes a quinolonas e
fluoroquinolonas (acido nalidixico e ciprofloxacina, 38,3 % cada) seguido de

estreptomicina (24,3 %) e tetraciclina (20,9 %). A resisténcia a eritromicina e
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a gentamicina foi observada em 4,3 % e 2,6 % das cepas, respectivamente
(WIECZOREK et al., 2013).

Estratégias para controlar cepas de Campylobacter resistentes aos
antibiéticos devem comecar no pré-abate, na producédo primaria da cadeia
alimentar. Em pesquisas futuras deve-se tentar identificar os mecanismos
que desempenham papel importante na resisténcia aos antimicrobianos pelo
Campylobacter, assim como entender melhor como as mudangas que
conferem esta resisténcia especifica ndo conferem resisténcia universal a

todos os compostos dentro de uma mesma classe de antibidticos.

3.4. Ocorréncia e perfil de resisténcia a antimicrobianos dos
contaminantes entéricos isolados no cultivo de Campylobacter

spp.

Investigou-se 86 contaminantes que, apds analises morfolégicas
(coloragdo de Gram e visualizagdo em microscopio Optico) e testes
bioquimicos, foi possivel isolar 26 diferentes micro-organismos suspeitos,
que encaminhados para identificagdo molecular e para avaliagcdo da
resisténcia antimicrobiana.

Quanto a origem destes isolados, observou-se que 14/26 (53,85 %)
eram de amostras oriundas de abatedouros sob inspecdo do SIF e 12/26
(46,15 %) sob inspecao do IMA. Também se observou que 9/26 (34,62 %)
foram isolados das carcagas da 12 coleta, mesmo numero 9/26 (34,62 %)
das carcagas da 22 coleta e que 8/26 amostras (30,77 %) foram das
amostras de agua, sendo que somente a amostra obtida do E8 foi isolado da
agua do chiller, as demais foram das amostras de agua do pré-chiller
(Tabela 14).

Apods a identificagdo molecular, observou-se que tratavam-se de 7
diferentes espécies, como pode ser observado na Tabela 14. Metade (13/26)
dos isolados avaliados foram identificados como Proteus mirabilis, 26,9 %
(7/26) como Escherichia coli, 7,7 % (2/26) como Klebsiella pneumoniae. As
demais espécies foram identificadas como Escherichia fergusonii,
Enterobacter asburiae, Shigella sonnei e Vibrio sp., com um isolado de cada
(3,8 %).
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Tabela 14. Tipo de Inspecéo e origem das 26 cepas de contaminantes das
carcacas de frango e amostras de agua do sistema de

resfriamento.
Camostrag Abatedouro  MESRIERZO0 epeso identiicadas
E4 Metropolitana de BH SIF* Proteus mirabilis
E5 Metropolitana de BH SIF Proteus mirabilis
E6 Sul / Sudoeste IMA** Shigella sonnei
Carcagas da E7 Metropolitana de BH SIF Proteus mirabilis
1? Coleta E8 Metropolitana de BH SIF Escherichia coli
(9 isolados) o )
E9 Sul / Sudoeste IMA Escherichia coli
E11 Metropolitana de BH IMA Escherichia fergusonii
E12 Triangulo Mineiro SIF Escherichia coli
E12 Triangulo Mineiro SIF Proteus mirabilis
E1 Campos das Vertentes IMA Proteus mirabilis
E2 Campos das Vertentes IMA Proteus mirabilis
) E3 Oeste de Minas IMA Klebsiella pneumoniae
2aAC?cl;llzta E5 Metropolitana de BH SIF Proteus mirabilis
(8 isolados) E6 Sul / Sudoeste IMA Vibrio sp.
E7 Metropolitana de BH SIF Klebsiella pneumoniae
E8*** Metropolitana de BH SIF Proteus mirabilis
E10 Sul / Sudoeste IMA Proteus mirabilis
E1 Campos das Vertentes IMA Proteus mirabilis
E2 Campos das Vertentes IMA Escherichia coli
E3 Oeste de Minas IMA Proteus mirabilis
Carcacas da E4 Metropolitana de BH SIF Proteus mirabilis
2% Coleta E7 Metropolitana de BH SIF Proteus mirabilis
(9 isolados) E9 Sul/ Sudoeste IMA Escherichia coli
E12 Triangulo Mineiro SIF Escherichia coli
E13 Zona da Mata SIF Enterobacter asburiae
E15 Trigngulo Mineiro SIF Escherichia coli

* SIF = Servigo de Inspecgdo Federal
** IMA = Instituto Mineiro de Agropecuaria.
*** = Amostra de agua do chiller, as demais sao do pré-chiller.

Proteus mirabilis € um patégeno oportunista presente em feridas e
infeccdes do trato respiratério em individuos imuno-comprometidos. E a
terceira causa mais comum de infecgdes complicadas do trato urinario e a
segunda causa mais comum de bacterilria associada a longos prazos de
uso de cateter em pacientes cateterizados (ROZALSKI et al., 1997;
JACOBSEN et al., 2008).
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Casos de tuberculose multirresistente causada por P. mirabilis tem
sido cada vez mais relatados nos ultimos anos (KIM et al., 2005; PARK et
al., 2006; ARAGAO et al., 2008; TONKIC et al., 2010).

A maior preocupagao com este agente € o aumento de resisténcia
aos B-lactamicos e as fluoroquinolonas, uma vez que estes antimicrobianos
sao opcgdes de tratamento contra infecgdes clinicas tipicas provocadas por
Proteus. Diferente de outros patdogenos Gram-negativos, o desenvolvimento
da resisténcia aos antibioticos em P. mirabilis tem sido associado ao uso
clinico de antibidticos em humanos, acreditando-se que nao seja associado
a utilizacdo de agentes antimicrobianos em animais (TUMBARELLO et al.,
2012).

Sabe-se da contaminagdo por P. mirabilis de diferentes tipos de
alimentos, em particular, os produtos a base de carne, como carne de suino
e frango, que tem sido implicados como veiculos deste agente (KIM et al.,
2005). Wang et al. (2010) relataram que P. mirabilis é associado a
intoxicagao alimentar, e a sua prevaléncia em alimentos € no ambiente pode
contribuir para infecgdes clinicas em humanos.

No entanto, pouco se sabe sobre a taxa de contaminacdo de P.
mirabilis em produtos carneos e sua susceptibilidade a antimicrobianos, em
especial, os agentes geralmente usados para o tratamento de infeccbes
clinicas por P. mirabilis (WONG et al., 2013).

A espécie Escherichia coli foi a segunda mais frequente (26,9 %)
dentre os isolados, sendo o principal agente etioléogico de infeccoes
entéricas causadas pela agua e alimentos contaminados, principalmente em
grupos populacionais que nao dispdem de sistema de saneamento, ou se
apresentam vulneraveis como os idosos, as criangas e 0s imuno-
comprometidos (VIEIRA et al., 2004). Esta espécie € ainda o indicador de
contaminagao de origem fecal mais comumente utilizado, pois ocorre em
grande numero na microbiota intestinal de humanos e animais (AMARAL et
al., 2003; VASCONCELOS et al., 2010).

E. coli esta incluida no grupo dos coliformes totais e dos coliformes
termotolerantes. Seu habitat natural € o trato gastrointestinal de animais de
sangue quente, embora também possa ser introduzida nos alimentos a partir

de fontes nao fecais. Foi inicialmente introduzida como indicador em 1892,
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na Australia, e em 1895 nos Estados Unidos, servindo para indicar a
contaminagao da agua por matéria fecal e, consequentemente, alertar para a
presencga potencial de patdégenos entéricos, como Salmonella, por exemplo.
Da agua foram estendidos aos alimentos, e atualmente, é utilizada como
indicador de contaminagao fecal em alimentos in natura, mas nao em
alimentos processados (SILVA et al., 2010).

O trato gastrointestinal € o principal reservatorio de E. coli e ja foi
responsavel por surtos, dentre outros alimentos, a carne bovina mal-cozida e
outros produtos a base de carne, inclusive de aves, leite cru, hortalicas
(especialmente aquelas consumidas cruas), molhos para saladas, maionese
e suco de maca. Geralmente a contaminacdo cruzada das carcacas se da
no momento do abate, quando ha contato das visceras intestinais com a
carne e com a superficie de equipamentos e utensilios na planta de
processamento (USDA, 1994; SANDERSON et al., 1995; SILVA et al,
2010).

A outra espécie identificada em 7,7 % das amostras foi Klebsiella
pneumoniae  um  bacilo  Gram-negativo, membro da familia
Enterobacteriaceae, encontrado em locais como agua, solo, plantas e esgoto
(PODSCHUM e ULLMANN, 1998). A contaminagdo da agua, alimentos e
meio ambiente é uma via importante de sua propagacao, seja de pessoas ou
de animais, e é, portanto, uma area crucial para o controle.

A resisténcia apresentada por essa bactéria a antimicrobianos nos
ultimos anos tornou-se um problema de saude publica e preocupacédo em
todos os campos da saude. Noticias sobre mortes provocadas por esta
espécie, produtora da enzima carbapenemase (KPC), provocaram alarde em
varias partes do Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Ja Escherchia fergusonii foi recentemente reconhecida como novo
agente patogénico, pertencente a familia Enterobacteriaceae (FARMER et
al.; 1985, FRENEY et al., 1987; KOTH et al., 2012), e esta intimamente
relacionada a E. coli podendo ser diferenciada a partir de alguns testes
bioquimicos. E. fergusonii tém sido isolada de amostras clinicas e do
conteudo intestinal de humanos e animais de sangue quente. Sao patégenos
oportunistas e tém sido ocasionalmente associados a infecgcbes de feridas

em humanos. Em estudo realizado com material clinico, a maioria foi isolada
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de infeccdo de feridas, seguido de urina, fluido pleural e do sangue
(MAHAPATRA et al., 2005).

Shigella sonnei, um bacilo gram-negativo, ndo moével e n&o formador
de esporos, é responsavel por cerca de 90 % dos casos de shiguelose,
doenga bacteriana aguda que envolve o intestino delgado, conhecida como
disenteria bacilar. Algumas cepas sao responsaveis por uma taxa de
letalidade de 10 a 15 % e, produz uma enterotoxina tipo Shiga que pode
causar a sindrome hemolitico-urémica (SHU), a Doenca de Reiter e artrite
reativa (FDA/CFSAN, 2003; SES-SP, 2013).

De distribuigdo mundial, estima-se que shiguelose & responsavel por
cerca de 600.000 mortes no mundo; cerca de dois tercos dos casos e a
maioria de mortes ocorre em criangas menores de 10 anos de idade. Ocorre
em locais com precarias condi¢ées de higiene e problemas de saneamento
basico; € endémica em paises em desenvolvimento e de clima tropical,
especialmente, as espécies S. sonnei e S. dysenteriae (SES-SP, 2013).

Todo o tipo de alimento tem sido relatado como via de transmissao,
principalmente, quando muito manipulado por mé&os mal lavadas de
portadores sem higiene. Agua contaminada por fezes e manipuladores sem
higiene sdo a causa mais comum de contaminag¢ao alimentar e surtos por
essa bactéria (SES-SP, 2013; APHA, 1995).

Enterobacter asburiae pertence a familia Enterobacteriaceae e faz
parte da microbiota normal do trato gastrointestinal, e também tem sido
isolado em agua e solo, sendo mais frequentemente encontrado em
pacientes imunocomprometidos, e esta associado com a utilizagdo crénica
de antimicrobianos, estado geral debilitado e complicagdes respiratorias
(KOTH et al., 2012). A significancia de Enterobacter asburiae na area de
alimentos ainda ndo é conhecida, e necessita de mais estudos sobre a sua
ocorréncia em alimentos (KOTH et al., 2012).

Varias espécies de Vibrio sp. sdo patdogenos de seres humanos,
incluindo V. cholerae, V. parahaemolyticus e V. vulnificus, conhecidos por
causar doencgas originadas de frutos do mar, como septicemia e infec¢oes
de feridas.

Causada pela espécie Vibrio cholera, a colera € uma doenca diarreica

aguda que ocorre quando o agente coloniza o intestino delgado e produz
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enterotoxinas. Estima-se que de 3 a 5 milhdes de casos e mais de 100 mil
mortes ocorrem a cada ano, em todo o mundo. O V. cholerae é geralmente
encontrado em agua ou alimentos que tenham sido contaminados por fezes
de uma pessoa infectada com célera, sendo que ocorre mais comumente em
lugares com tratamento de agua inadequado, falta de saneamento basico e
higiene inadequada. Muitos antimicrobianos sao ineficazes para o
tratamento da célera (CDC, 2013a).

V. wulnificus pode causar doengas em pessoas que consomem
mariscos contaminados ou ter uma ferida aberta que esta exposta a agua do
mar. Em pessoas saudaveis, a ingestdo de V. wulnificus pode causar
vomitos, diarreia e dor abdominal. Em pessoas imunodeprimidas pode
causar septicemia e ser potencialmente fatal em cerca de 50 % dos casos
(CDC, 2013b).

Ja o V. parahaemolyticus, quando ingerido, causa diarreia aquosa
muitas vezes com colicas abdominais, nduseas, vomitos, febre e calafrios. A
doenca grave é rara e ocorre mais comumente em pessoas com sistema
imunoldgico debilitado. A maioria das pessoas € infectada pela ingestao de
mariscos crus ou mal cozidos, principalmente ostras (CDC, 2013c).

Em relagdo ao antibiograma realizado com estes 26 isolados, pode-se
observar na Tabela 15 o perfil de resisténcia e sensibilidade de cada um
deles.

Observou-se que dois isolados de E. coli da primeira coleta
apresentaram-se resistentes a 72,22 % (13/18) dos agentes antimicrobianos
testados. Também foi um isolado de E. coli, obtido na 22 coleta, que
apresentou maior porcentagem de sensibilidade aos antimicrobianos
testados - 77,78 % (14/18).

Os perfis de resisténcia observados também n&o demonstraram
relacdo com as Mesorregides do Estado, pois diferentes proporgbes de
resisténcia/sensibilidade ocorreram nas diversas regides de origem das
amostras. Assim, ndo € possivel inferir um padréo de resisténcia em funcao
da localizacdo dos abatedouros. Pode-se observar uma maior proporcao de
cepas resistentes na primeira coleta em relagdo a segunda, porém, nao

houve diferenga significativa (p > 0,05) pelo teste do Qui-quadrado (a =
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0,05), quando se comparou a proporgao de cepas resistentes e sensiveis
das diferentes coletas.

Tabela 15. Resultado do antibiograma realizado com os contaminantes
isolados, de acordo com a resisténcia (R), reacéo intermediaria
(I) ou sensibilidade (S), por origem das amostras e espécies

identificadas.
. Cepas de
aﬂ;ifrr;‘s Abatedouro con.ta'r)ninantes N*R(%)** NI(%) NS(%)
isolados
E4 Proteus mirabilis 11 (61,11) 1 (5,56) 6 (33,33)
ES5 Escherichia coli 13 (72,22) 0 (0) 5 (27,78)
E6 Proteus mirabilis 11 (61,11) 3 (16,67) 4 (22,22)
E7 Proteus mirabilis 10 (55,56) 5 (27,78) 3 (16,67)
Carcagas
12 Coleta ES8 Proteus mirabilis 10 (55,56) 3 (16,67) 5 (27,78)
E9 Escherichia coli 13 (72,22) 0 (0) 5 (27,78)
E11 Escherichia coli 8 (44,44) 1 (5,56) 9 (50)
E12 Enterobacter asburiae 7 (38,89) 3 (16,67) 8 (44,44)
E12 Escherichia coli 12 (66,67) 0 (0) 6 (33,33)
E1 Proteus mirabilis 9 (50) 3 (16,67) 6 (33,33)
E2 Proteus mirabilis 9 (50) 4 (22,22) 5 (27,78)
E3 Klebsiella pneumoniae 11 (61,11) 1 (5,56) 6 (33,33)
Agua ES5 Proteus mirabilis 10 (55,56) 2 (11,11) 6 (33,33)
2% Coleta E6 Vibrio sp. 11 (61,11) 1 (556) 6 (33,33)
E7 Klebsiella pneumoniae 11 (61,11) 0 (0) 7 (38,89)
E8***  Proteus mirabilis 10 (55,56) 3 (16,67) 5 (27,78)
E10 Proteus mirabilis 9 (50) 2 (1111) 7 (38,89)
E1 Proteus mirabilis 11 (61,11) 1 (5,56) 6 (33,33)
E2 Escherichia coli 4 (22,22) 0 (0) 14 (77,78)
E3 Proteus mirabilis 5 (27,78) 1 (5,56) 12 (66,67)
E4 Shigella sonnei 4 (22,22) 1 (5,56) 13 (72,22)
Carcacas L
22 Coleta E7 Proteus mirabilis 5 (27,78) 1 (5,56) 12 (66,67)
E9 Proteus mirabilis 6 (33,33) 2 (11,11) 10 (55,56)
E12 Escherichia coli 6 (33,33) 1 (5,56) 11 (61,11)
E13 Escherichia fergusonii 5 (27,78) 1 (5,56) 12 (66,67)
E15 Escherichia coli 5 (27,78) 0 (0) 13 (72,22)

* Numero de antibiéticos
** Porcentagem (N/18) de antibidticos

Em relagdo aos tipos de antimicrobianos avaliados (Tabela 16),

observou-se que todas cepas de contaminantes avaliadas foram resistentes
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ao Acido Nalidixico e a Vancomicina, 92,3 % foram resistentes a
Sulfametoxazol + trimetoprim e 88,5 % foram resistentes a Tetraciclina.
Observou-se maior sensibilidade dos isolados ao Aztreonam (96,2 %)
seguido pela Cefepime e Cloranfenicol, ambos com 80,8 % de
contaminantes sensiveis. Ao observar os dados das Tabelas 16 e 17, pode-
se notar um numero consideravel de contaminantes multirresistentes, a pelo

menos 4 bases de antibibticos.

Tabela 16. Resultado do antibiograma realizado com as 26 cepas de
contaminantes isolados, de acordo com a resisténcia (R),
reagao intermediaria (I) ou sensibilidade (S), segundo o
antimicrobiano utilizado.

Resultado baseado no halo de inibigao (%)

Antibiéticos

R I S
Acido Nalidixico 100 0 0
Amoxicilina + Ac. clavulanico 46,15 26,92 26,92
Ampicilina 80,77 0 19,23
Aztreonam 3,85 0 96,15
Cefalotina 69,23 3,85 26,92
Cefepime 15,38 3,85 80,77
Cefotaxima 65,38 0 34,62
Cefoxitina 19,23 15,38 65,38
Ceftazidima 23,08 26,92 50
Cefuroxima 34,62 11,54 53,85
Ciprofloxacina 38,46 26,92 34,62
Cloranfenicol 19,23 0 80,77
Gentamicina 15,38 7,69 76,92
Imipenem 3,85 30,77 65,38
Polimixina B 53,85 0 46,15
Sulfametoxazol + Trimetoprim 92,31 0 7,69
Tetraciclina 88,46 0 11,54
Vancomicina 100 0 0

O termo bactéria multirresistente € usado para determinar os
organismos resistentes a um numero expressivo de antimicrobianos. A
expressdo de resisténcia em bactérias pode ser originada de diversas
formas, como por exemplo, o uso inadequado de antimicrobianos
(DIENSTMANN et al., 2010).
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Desta forma, as infeccbes causadas por K. pneumoniae
multirresistentes representam um sério problema de saude publica e um
grande desafio terapéutico (KEYNAN e RUBINSTEIN, 2007). Por apresentar
um importante mecanismo de resisténcia, a pesquisa desta espécie
multirresistente é relevante a fim de limitar sua disseminagcdo e assim
contribuir para a redugéo dos indices de morbidade e mortalidade ligados a
diferentes doencgas infecciosas (DIENSTMANN et al., 2010).

Bactérias multirresistentes entéricas foram isoladas de carcacas de
frango e produtos carneos do varejo de Stillwater, Oklahoma - EUA. Entre as
espécies isoladas, Klebsiella pneumoniae foi a espécie multirresistente
isolada a partir da maioria das amostras avaliadas, e 132 isolados de K.
pneumoniae foram caracterizados quanto a resisténcia a antibioticos. Todos
os isolados foram resistentes a ampicilina, tetraciclina, estreptomicina,
gentamicina e canamicina (SHIN-HEE et al., 2005).

No trabalho de Vasconcelos et al. (2010), sobre a resisténcia
antimicrobiana de 43 cepas de Escherichia coli, os autores observaram
resisténcia a tetraciclina (25,6 %), ao sulfazotrin (18,6 %), ao acido nalidixico
(9,3 %) e a ciprofloxacina (4,7 %). Nenhuma resisténcia foi observada aos
betalactdmicos. Nove (21 %) cepas apresentaram multirresisténcia e 67,4 %
delas apresentou sensibilidade a todos 8 antimicrobianos testados.

Wong et al. (2013) avaliaram a prevaléncia de P. mirabilis em
carcagcas de frango e a sua susceptibilidade aos antimicrobianos mais
utilizados na producédo avicola. Observaram que 50 isolados obtidos no
estudo apresentaram-se resistentes a um amplo espectro de agentes
antimicrobianos como a tetraciclina (100 %), sulfametoxazol (80 %),
cloranfenicol (66 %), acido nalidixico (66 %), ampicilina (60 %),
estreptomicina (56 %), a ciprofloxacina (52 %), canamicina (46 %),
gentamicina (38 %), a ceftriaxona (36 %), cefotaxima (34 %), ceftiofur (22
%), e amoxicilina+acido clavulanico (16 %). Os autores destacaram ainda
que o alto grau de resisténcia a antimicrobianos de P. mirabilis isolados de
alimentos pode representar uma ameaga potencial para a saude publica. P.
mirabilis € geralmente susceptivel a maioria dos antibioticos, no entanto 10
% a 20 % das cepas P. mirabilis também sao resistentes as cefalosporinas

de primeira geragéo e ampicilina (FRENOD, 2006).
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Tabela 17. Resultado do antibiograma das espécies isoladas como contaminantes, segundo o antimicrobiano utilizado.

Proteus mirabilis Escherichia coli KIebsigIIa Escheric"hia Entero_bacter Shigella sonnei Vibrio sp. (%)
Antibiéticos (%) (%) pneumoniae (%) fergusonii (%) asburiae (%) (%)

R* I* S* R | S R | S R 1 S R | S R | S R 1 S
Acido Nalidixico 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Amoxicilina + Ac. clavulanico 53,8 16,7 23,1 429 286 286 50 50 0 0 100 0 100 0 0 0 0 100 0 0 100
Ampicilina 76,9 0 23,1 85,7 0 14,3 100 0 0 100 0 0 100 0 0 0 0 100 100 0 0
Aztreonam 0 0 100 0 0 100 50 0 50 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100
Cefalotina 76,9 0 23,1 57,1 0 42,9 100 0 0 0 0 100 100 0 0 0 100 0 100 0 0
Cefepime 154 56 76,9 0 0 100 50 0 50 0 0 100 0 0 100 0 0 100 100 0 0
Cefotaxima 76,9 0 23,1 57,1 0 42,9 100 0 0 0 0 100 0 0 100 0 0 100 100 0 0
Cefoxitina 77 222 615 42,9 0 57,1 0 0 100 0 0 100 100 0 0 0 0 100 0 0 100
Ceftazidima 7,7 33,3 46,2 42,9 0 57,1 100 0 0 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 100 0
Cefuroxima 23,1 16,7 53,8 57,1 0 42,9 50 0 50 0 0 100 0 0 100 0 0 100 100 0 0
Ciprofloxacina 23,1 33,3 308 714 0 28,6 50 0 50 100 0 0 0 100 0 0 0 100 0 0 100
Cloranfenicol 7,7 0 92,3 28,6 0 71,4 50 0 50 0 0 100 0 0 100 0 0 100 100 0 0
Gentamicina 154 56 76,9 14,3 0 85,7 50 0 50 0 0 100 0 100 0 0 0 100 0 0 100
Imipenem 7,7 389 385 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 100 0 0 0 100 0 0 100
Polimixina B 100 0 0 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 100 0 0
Sulfametoxazol + Trimetoprim 100 0 0 85,7 0 14,3 100 0 0 0 0 100 100 0 0 100 0 0 100 0 0
Tetraciclina 100 0 0 85,7 0 14,3 50 0 50 100 0 0 0 0 100 100 0 0 100 0 0
Vancomicina 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0

* R = Resistente; | = Reagéo Intermediaria; S = Sensivel.
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Segundo Carneiro et al. (2007), os plasmideos podem carrear
determinantes de resisténcia simultdnea a varias drogas, levando ao
fendbmeno de selecdo cruzada e aumentando o numero de bactérias
multirresistentes em determinado ambiente.

A Tabela 17 apresenta o resultado do antibiograma de cada espécie
isolada como contaminantes das amostras de carcagas de frango e agua do
sistema de resfriamento aos 18 antibidticos avaliados.

Pode-se observar que todas as 13 cepas de P. mirabilis foram
resistentes ao Acido Nalidixico, Polimixina B, Sulfametoxazol + trimetoprim,
Tetraciclina e a Vancomicina.

Destaca-se que, nos meios de cultura Caldo Preston e Agar Campy,
foram adicionados suplementos seletivos contendo Lactato de trimetoprim
[20 mg.L™"], Vancomicina [20 mg.L™"] e Polimixina B [2.500 1U.L™"], ou seja,
trés destes antibioticos que estas amostras sao resistentes. A Cefalotina [15
mg.L™"] também foi um dos antibiéticos suplementados, e as cepas avaliadas
também apresentaram alta resisténcia (76,9 %).

Todas as 13 estirpes de P. mirabilis apresentaram sensibilidade ao
Aztreonam, e aos demais antibidticos testados as cepas apresentaram
variaveis graus de sensibilidade e resisténcia (Tabela 17).

Quanto aos 7 isolados de E. coli, todos apresentaram resisténcia ao
Acido Nalidixico e & Vancomicina, e sensibilidade ao Aztreonam, Cefepime,
Imipenem e Polimixina B.

As duas amostras de K. pneumoniae apresentaram-se resistentes ao
Acido Nalidixico, Ampicilina, Cefalotina, Cefotaxima, Ceftazidima, Sulfame-
toxazol + trimetoprim e a Vancomicina, e sensiveis a Cefoxitina, Imipenem e
Polimixina B.

Com relagdo ao perfil de multirresisténcia, foi observado que todos
isolados apresentaram resisténcia a uma combinagao de agentes antimi-
crobianos incluindo os de ultima geracdo, como a Cefepime (15,4 %),
sugerindo que a utilizagcdo de determinados agentes antimicrobianos,
principalmente de amplo espectro de acao, contribui para o aparecimento de
resisténcia (MOTA et al., 2005).

A resisténcia as quinolonas (acido nalidixico e o ciprofloxacino) tem

emergido como um importante problema de saude publica, resultante da sua
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livre utilizagdo na aquicultura e na produgcdo animal (JACOBY, 2005;
VASCONCELOS et al., 2010).

O uso indiscriminado e constante de antibiéticos em medicina humana
e veterinaria tem determinado o aumento de resisténcia bacteriana,
interferindo no tratamento efetivo das infecgbes por estes agentes. A
resisténcia bacteriana pode ser transferida por mecanismos diversos,
podendo estabelecer-se entre micro-organismos de uma mesma populagao
ou de diferentes populagdes, como da microbiota animal para humana e
vice-versa. O desenvolvimento de resisténcia bacteriana, além de determinar
menor eficacia da droga, também representa um potencial de risco a saude
publica, uma vez que o contato dos homens com os animais pode aumentar
a ocorréncia de resisténcia da microbiota destas espécies avaliadas
(BACCARO et al., 2002).

Com relacéao a situacao relatada, ndo se pode descartar que os perfis
de resisténcia constatadas estejam associados ao uso, ndo controlado ou
nao assistido, de antimicrobianos na avicultura de corte, 0 que propicia o
aparecimento de cepas resistentes destes micro-organismos pesquisados, e
dificulta o efetivo controle.

Embora ndo se disponha de dados cientificos relevantes sobre
possiveis relagdes entre o uso de antimicrobianos em animais de produgéao e
o0 aumento de resisténcia em bactérias isoladas dos seres humanos, esse é
um aspecto de saude publica que tem sido motivo de preocupacado de
organismos internacionais como a OMS, FAO, OIE e Codex Alimentarius.

A presente pesquisa traz dados relevantes a comunidade cientifica e
aos gestores de risco, indicando a necessidade de continuidade ao presente
estudo, ampliando o seu contexto, de modo a contemplar outras sequéncias
de monitoramento tanto de Campylobacter quanto de outros contaminantes
entéricos da carcagca de frango, assim como de outros patégenos com

comprovada intervengao na cadeia produtiva de frangos.
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4. CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou a presenga de Campylobacter jejuni
em amostras de frangos abatidos no estado de Minas Gerais, servindo de
alerta quanto a possibilidade de veiculagao deste patdgeno por este produto.

Observou-se que 36,7 % (11/30) das unidades amostrais
apresentaram contaminadas pelo agente pesquisado, no entanto, as
contagens foram relativamente baixas, o que ndo descarta a necessidade de
cuidados quanto a contaminagao, uma vez que a dose infectante também é
baixa.

Estes dados podem servir de alerta para a saude publica, uma vez
que a contaminacgao por C. jejuni constitui-se em um perigo para 0 consumo
de alimentos a base de frango mal cozido ou pela contaminagdo cruzada
durante a manipulagdo de alimentos crus, considerado-se que é um dos
principais fatores de risco para infecgdes por este agente.

Houve diferenga significativa (p < 0,05) entre o tipo de inspecéo do
abatedouro, sendo que em abatedouros com inspecéo federal (SIF), as
carcagas apareceram mais frequentemente contaminadas do que as da
inspecao estadual (IMA).

A detecgdo e quantificagcdo pelo método bacteriolégico do numero
mais provavel associado ao plagueamento diferencial mostraram-se uma
técnica possivel para a quantificagdo deste micro-organismo, porém mais
estudos devem ser realizados para ajustes na técnica a ser empregada,
assim como testes de validagdo do método, uma vez que a implementagao
de métodos seguros e rapidos na deteccdo deste patdgeno alimentar em
carne de frango podera contribuir para o aprimoramento de sistemas de
segurancga de alimentos, dado o seu impacto na saude publica.

Alguns estabelecimentos nao atendem as recomendagbes para
garantia da qualidade do processo de abate, principalmente no que diz
respeito a temperatura e teor de cloro da agua dos resfriadores por imerséo.

Todas cepas de C. jejuni isoladas demonstraram resisténcia as

diversas bases farmacoldgicas testadas, sendo que algumas cepas apresen-
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taram 72,2 % de resisténcia, podendo se tornar um problema para a clinica
médica.

Este estudo apresenta ainda informacbes sobre contaminantes
entéricos que desenvolveram-se nas condigdes restritivas para cultivo de C.
jejuni, sendo mais os frequentes Proteus mirabilis, Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae. Em relagdo a resisténcia antimicrobiana, todos
contaminantes avaliados foram resistentes ao Acido nalidixico e a
Vancomicina, e maior sensibilidade foi observada no Aztreonam.

Os resultados apontam para a necessidade de um efetivo
monitoramento da prevaléncia e resisténcia a antibidticos de bactérias
zoonodticas em animais e humanos, bem como de alimentos. Relatérios de
vigilancia da resisténcia aos antimicrobianos em Campylobacter e
contaminantes entéricos podem fornecer informag¢des importantes para
balizar acdes destinadas a reduzir a ocorréncia de resisténcia.

Estes dados podem contribuir para um possivel estabelecimento de
medidas de prevencdo e controle, tanto de C. jejuni quanto de outros
contaminantes entéricos nas carcagas de frango, bem como alertar as
autoridades de saude quanto ao uso indiscriminado de antibiéticos podendo
comprometer a eficacia das drogas para o tratamento de infeccbes
bacterianas humana e animal.

Por fim, sugere-se a realizagdo de mais estudos para se averiguar a

origem da alta resisténcia observada em todas as cepas isoladas.
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APENDICE A - Questionario para levantamento de informagdes sobre os
abatedouros e lotes de aves das amostras avaliadas na
pesquisa

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E TECNOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

PROJETO DE PESQUISA - DOUTORADO — Qualidade sanitaria de carcagas de frango
abatidas no estado de minas gerais: presenca de Campylobacter jejuni e perfil antimicrobiano

PESQUISADORA — Andréa Catia Leal Badaré - Médica Veterinaria

Dados do abatedouro

Nome: Registro:

Cidade:

Responsavel Inspe¢ao:

Telefone contato: E-mail:

Capacidade de abate (dia ou hora):

Dia: N° de aves abatida no dia:

Dados da granja fornecedora

Procedéncia das aves deste lote de abate:

Numero do lote ou galpao: N° total de aves da granja:

N° de aves deste lote: Total abatido no dia:
Houve algum tratamento informado: Qual:

Doencgas detectadas no lote: Tipo de tratamento realizado:

Agente terapéutico:
Tipo de tratamento:

Duracao do tratamento:

Data suspensao da ragdo com medicagao Data e hora da suspenc¢ao da
(AB ou Coccidiostaticos): alimentacgao:

Observacéao deste lote:
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Dados do procedimento de abate

Informacgao

S/N/
NA

1. Pré-resfriamento com sistema de controle de temperatura e renovagao
continua de agua, de maneira que em cada turno de trabalho (8 horas) seja
renovado o correspondente ao seu volume total.

2. Resfriadores continuos por imerséo, obedecendo ao principio da renovagao
de agua contracorrente e a temperatura maxima de 4 °C.

3. Presenca de hidrémetro para controle do volume da agua consumida, de no
minimo 1,5 (um e meio) litros por carcaga, quando trata-se de pré-resfriamento
por imersdo em agua.

4. O pré-resfriamento é efetuado através de:

( ) aspersao de agua gelada;

() imersao em agua por resfriadores continuos, tipo rosca sem fim;
() resfriamento por ar (camaras frigorificas);

() outros processos aprovados pelo DIPOA — citar

qual:

5. Caso de renovagédo de agua ou agua gelada dos resfriadores continuos tipo
rosca sem fim, durante os trabalhos, é constante e em sentido contrario a
movimentacgao das carcagas (contracorrente).

6. Na propor¢do minima de 1,5 litros por carcaga no primeiro estagio e 1,0 litro
no ultimo estagio.

7. A temperatura da agua do sistema de pré-resfriamento por imerséo é inferior
a 4°C.

8. A dgua de renovacgéo do sistema de pré-resfriamento por imerséo é clorada?

9. Qual o teor de cloro livre?
Permite-se no maximo 5 mg.L'1 de cloro livre;

10. A temperatura da agua residente, medida nos pontos de entrada das
carcagas do sistema de pré-resfriamento por imersao é inferior a 16 °C no
primeiro estagio, e observa-se o tempo maximo de permanéncia das carcagas
de trinta minutos.

11. A temperatura da agua residente, medida nos pontos de saida das carcagas
do sistema de pré-resfriamento por imersao ¢é inferior a 4 °C.

12. Cada tanque do sistema de pré-resfriadores continuos por imersao sao
completamente esvaziados, limpos e desinfetados, no final de cada periodo de
trabalho (oito horas) ou, quando se faz necessario.

13. A temperatura das carcagas no final do processo de pré-resfriamento, € igual
ou inferior a 7 °C. Tolera-se a temperatura de 10 °C, para as carcacgas
destinadas ao congelamento imediato;

14. O gotejamento garante ao final a absor¢do da agua nas carcagas de aves
submetidas ao pré-resfriamento por imerséao, inferior a 8 % de seu peso.

15. A embalagem das carcacgas se da imediatamente apds o gotejamento.
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APENDICE B - Dados sobre as amostras e contagens pelo Nimero Mais
Provavel, com intervalo de confiangca de 95 %, separados

por coleta.

12 Coleta Intervalo de
Peso Diluigdo Numero confianga (95 %)
Abatedouro | Amostra - 2 3 Mais . . .
carcaca | 10 10 10 Provavel |Minimo | Maximo

a 2,200 0 0 0 <3 9,5
1 b 2,600 0 0 0 <3 9,5
IMA c 1,800 0 0 0 <3 9,5
d 2,100 1 1 0 7,4 1,3 20
e 2,900 0 0 0 <3 9,5
a 2,000 0 0 0 <3 9,5
2 b 1,800 0 0 0 <3 9,5
IMA c 1,900 2 2 2 35 8,7 94
d 1,900 0 0 0 <3 9,5
e 1,900 0 0 0 <3 9,5
a 2,300 0 0 0 <3 9,5
3 b 2,000 0 0 0 <3 9,5
IMA c 1,900 0 0 0 <3 9,5
d 2,100 0 0 0 <3 9,5
e 1,700 0 0 0 <3 9,5
a 1,960 0 0 0 <3 9,5
4 b 1,740 0 0 0 <3 9,5
SIF c 2,220 0 0 0 <3 9,5
d 2,020 0 0 0 <3 9,5
e 1,820 0 0 0 <3 9,5
a 1,725 0 0 0 <3 9,5
5 b 1,820 0 0 0 <3 9,5
SIF c 2,010 0 0 0 <3 9,5
d 1,810 0 0 0 <3 9,5
e 1,635 0 0 0 <3 9,5
a 1,600 0 0 0 <3 9,5
6 b 1,500 0 0 0 <3 9,5
IMA c 1,900 0 0 0 <3 9,5
d 1,800 0 0 0 <3 9,5
e 1,700 0 0 0 <3 9,5
a 2,195 0 0 0 <3 9,5
7 b 2,215 0 0 0 <3 9,5
SIF c 1,895 0 0 0 <3 9,5
d 1,875 0 0 0 <3 9,5
e 2,103 1 1 1 1 3,6 38
a 1,830 0 0 0 <3 9,5
8 b 1,790 0 0 0 <3 9,5
SIF c 1,805 0 0 0 <3 9,5
d 2,115 0 0 0 <3 9,5
e 1,965 0 0 0 <3 9,5
a 1,952 0 0 0 <3 9,5
9 b 2,278 0 0 0 <3 9,5
IMA c 2,014 0 0 0 <3 9,5
d 2,148 0 0 0 <3 9,5
e 2,358 0 0 0 <3 9,5
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12 Coleta

Intervalo de

Peso Diluigdo Numero |confianga (95 %)
Abatedouro | Amostra - 2 3 Mais . -
carcagca | 10 10 10 Provavel | Minimo | Maximo

a 1,850 0 0 0 <3 9,5

10 b 1,700 0 0 0 <3 9,5
IMA c 1,700 0 0 0 <3 9,5
d 1,600 0 0 0 <3 9,5

e 1,700 0 0 0 <3 9,5

a 1,910 0 0 0 <3 9,5

1 b 2,180 0 0 0 <3 9,5
IMA c 1,990 0 0 0 <3 9,5
d 2,500 0 0 0 <3 9,5

e 1,800 0 0 0 <3 9,5

a 2,635 0 0 0 <3 9,5

12 b 2,510 1 1 1 1 3,6 38
SIF c 2,000 0 0 0 <3 9,5
d 2,130 0 0 0 <3 9,5

e 1,895 0 0 0 <3 9,5

a 2,372 1 1 0 7,4 1,3 20

13 b 2,410 0 0 0 <3 9,5
SIF c 3,094 1 1 0 7,4 1,3 20
d 2,732 1 0 0 3,6 0,17 18

e 3,098 1 2 0 1 3,6 42

a 1,330 1 0 0 3,6 0,17 18

14 b 1,720 1 1 1 11 3,6 38
SIF c 1,756 0 0 0 <3 9,5
d 1,908 0 0 0 <3 9,5

e 2,276 1 1 0 7,4 1,3 20

a 1,950 0 1 1 6,1 1,2 18

15 b 2,140 1 1 0 7,4 1,3 20
SIF c 2,715 2 2 1 28 8,7 94
d 2,615 0 0 0 <3 9,5

e 2,250 1 1 1 1 3,6 38
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22 Coleta

Intervalo de
confianga (95 %)

Peso Diluigao Numero

Abatedouro | Amostra 4 2 3 Mais .. ..
carcaca | 10 10 10 Provavel Minimo | Maximo

a 1,700 0 0 0 <3 9,5

1 b 1,700 0 0 0 <3 9,5

IMA c 1,650 0 0 0 <3 9,5

d 1,800 0 0 0 <3 9,5

e 1,700 0 0 0 <3 9,5

a 1,800 0 0 0 <3 9,5

2 b 1,900 0 0 0 <3 9,5

IMA c 1,800 0 0 0 <3 9,5

d 1,700 0 0 0 <3 9,5

e 1,900 1 1 1 11 3,6 38

a 1,985 0 0 0 <3 9,5

3 b 1,625 0 0 0 <3 9,5

IMA c 2,055 0 0 0 <3 9,5

d 2,055 0 0 0 <3 9,5

e 1,670 0 0 0 <3 9,5

a 1,860 0 0 0 <3 9,5

4 b 1,600 0 0 0 <3 9,5

SIF c 2,040 0 0 0 <3 9,5

d 1,900 0 0 0 <3 9,5

e 1,940 0 0 0 <3 9,5

a 1,505 0 0 0 <3 9,5

5 b 1,500 0 0 0 <3 9,5

SIF c 1,720 0 0 0 <3 9,5

d 1,975 0 0 0 <3 9,5

e 1,925 0 0 0 <3 9,5

a 2,500 0 0 0 <3 9,5

6 b 2,530 0 0 0 <3 9,5

IMA c 2,040 0 0 0 <3 9,5

d 2,230 0 0 0 <3 9,5

e 2,280 0 0 0 <3 9,5

a 2,594 0 0 0 <3 9,5

7 b 2,794 0 0 0 <3 9,5

SIF c 2,375 0 0 0 <3 9,5

d 2,090 0 0 0 <3 9,5

e 1,860 0 0 0 <3 9,5

a 1,815 0 0 0 <3 9,5

8 b 2,020 0 0 0 <3 9,5

SIF c 2,080 0 0 0 <3 9,5

d 1,780 0 0 0 <3 9,5

e 1,710 0 0 0 <3 9,5

a 2,116 0 0 0 <3 9,5

9 b 2,497 0 0 0 <3 9,5

IMA c 2,141 0 0 0 <3 9,5

d 2,044 0 0 0 <3 9,5

e 2,596 0 0 0 <3 9,5

a 1,800 0 0 0 <3 9,5

10 b 1,650 0 0 0 <3 9,5

IMA c 1,950 0 0 0 <3 9,5

d 1,850 0 0 0 <3 9,5

e 1,600 0 0 0 <3 9,5
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22 Coleta

Intervalo de
confianga (95 %)

Peso Diluicdo Namero
Abatedouro | Amostra 1 _2 -3 Mais o fon
carcaca | 10 10 10 Provavel Minimo | Maximo

a 2,620 0 0 0 <3 9,5

11 b 2,160 0 0 0 <3 9,5
IMA c 2,480 0 0 0 <3 9,5
d 1,660 0 0 0 <3 9,5

e 2,400 0 0 0 <3 9,5

a 1,890 0 0 0 <3 9,5

12 b 1,860 0 0 0 <3 9,5
SIF C 2,040 0 0 0 <3 9,5
d 1,785 0 0 0 <3 9,5

e 1,960 2 3 1 36 8,7 94

a 1,685 0 1 1 6,1 1,2 18

13 b 1,590 1 1 0 7,4 1,3 20
SIF C 1,560 0 0 0 <3 9,5
d 1,715 0 0 0 <3 9,5

e 1,640 1 1 1 11 3,6 38

a 1,964 0 0 0 <3 9,5

14 b 2,224 0 0 0 <3 9,5
SIF c 2,244 0 0 0 <3 9,5
d 1,948 0 0 0 <3 9,5

e 2,152 0 0 0 <3 9,5

a 2,435 1 1 0 7,4 1,3 20

15 b 2,220 2 3 1 36 8,7 94
SIF c 2,300 1 1 1 11 3,6 38
d 1,935 2 2 1 28 8,7 94

e 2,085 1 1 1 11 3,6 38
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APENDICE C - Caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas das espécies de

Campylobacter spp.
Caracteristica C. jejuni C. coli C. lari
Morfologia Todos sao bacilos pequenos e curvados
Producgao de oxidase + + +
Producao da catalase + + +
Hidrdlise do hipurato + - -
Sensibilidade ao acido nalidixico S* S* R/S*
Sensibilidade a cefalotina R R R

+ = positivo; - = negativo; S = sensivel; R = resistente

* = Um aumento na resisténcia ao acido nalidixico por C. jejuni e por C. coli tem sido
observada

# = Existem cepas de C. /ari sensiveis e outras resistentes.

Fonte: ISO 10272-1:2006.
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APENDICE D - Caracteristica das colénias de Campylobacter em Agar
Campy Base. Colbnias pequenas, puntiformes,
levemente cinzas a réseas e com brilho metalico.

Fonte: Vaz (2012).
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APENDICE E - Imagens da Fotodocumentagdo na analise molecular dos
isolados

Amostras
14

Quantificagdo do produto de DNA extraido dos isolados das amostras
submetidas a analise molecular.
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Quantificagdo do produto de PCR dos isolados das amostras submetidas a
analise molecular.

Fonte: Dados da pesquisa.
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