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RESUMO GERAL

RESUMO- Atualmente é freqlente a transmissdo de zoonoses através de
alimentos, principalmente em surtos alimentares envolvendo Salmonella sp.,
Campylobacter sp., Yersinia sp., Listeria sp. e as espécies enterohemorragicas
de Escherichia coli. Ha alguns anos, pesquisadores de paises desenvolvidos e
em desenvolvimento tém observado que o género bacteriano que mais causa
surtos de gastrenterites em humanos é Campylobacter sp. Este género é
composto por varias espécies de natureza zoonética que apresentam a forma
de bastonete Gram negativo curvo ou espiralado e movel através de flagelo
monopolar ou bipolar monotriquio. Os casos de gastrenterite ocasionados por
Campylobacter sp. geralmente estdo associados ao consumo de carne, leite ou
agua contaminados. Estudos para a deteccdo de Campylobacter sp. em
amostras oriundas de aves tem sido relatados, porém na suinocultura pouco se
sabe sobre os niveis de contaminacdo por este patdgeno. O presente trabalho
teve como objetivo a pesquisa da prevaléncia de Campylobacter sp. em
carcacas suinas durante o abate, a identificacdo das cepas e resisténcia a
antibioticos dos isolados encontrados. Neste estudo, do total de 259 amostras
coletadas em diferentes etapas da linha de abate de suinos, verificou-se que
apenas 9 amostras (3,5%) apresentaram crescimento nos meios de cultura
especificos para Campylobacter sp. Das amostras positivas, 5 (55,6%) foram
isoladas apoOs a escalda e depilacdo mecanica das carcacas, demonstrando
que essas etapas do abate de suinos sdo criticas para a contaminacdo por
Campylobacter sp., provavelmente devido a baixa frequéncia de renovacao da
adgua do tanque de escalda e/ou ma higienizacdo dos dedos de borracha da
depiladora. A ocorréncia de Campylobacter sp. mostrou-se relacionada
principalmente & contaminacéo cruzada durante algumas etapas do abate. Dos
isolados de Campylobacter foram identificadas bioquimicamente cepas
pertencentes aos géneros Campylobacter e Arcobacter, sendo 33,3%
pertencentes a espécie Campylobacter jejuni subsp. Jejuni, 33,3%
Campylobacter coli, 22,3% Campylobacter jejuni subsp. Doylei e 11,1%
Arcobacter cryoaerophilus. Porém, na confirmacdo molecular das cepas, todas
foram identificadas como pertencentes ao género Campylobacter. Todos os
isolados mostraram multi-resisténcia antimicrobiana, sendo resistentes ao
acido nalidixico, cefalotina, clindamicina, ciprofloxacina, estreptomicina,
gentamicina, norfloxacina, tetraciclina e trimetropina, podendo representar
perigo para a saude publica. Apenas 3 antimicrobianos, amoxicilina associada
a acido clavulanico, ampicilina e cloranfenicol mostraram inibicdo a todos os
isolados. Os resultados obtidos mostraram que apesar das baixas contagens
de Campylobacter sp. e da baixa frequéncia de isolamento nas amostras
avaliadas, todas as cepas apresentaram multi-resisténcia antimicrobiana e que
por tratar-se de patégeno humano emergente, o risco de contaminacao por
Campylobacter sp. pelo consumo de carne suina néo deve ser desprezado.

Palavras — chave: Campylobacter, prevaléncia, resisténcia antimicrobiana,
reacao de polimerase em cadeia.



ABSTRACT- Currently is frequent transmission of zoonosis through food, the
main bacteria involved are Salmonella sp., Campylobacter sp., Yersinia sp.,
Listeria sp. and enterohaemorrhagic species of Escherichia coli. Recently
researchers from around the world has concluded that the genus of bacteria
that causes the most outbreaks of gastroenteritis in humans is Campylobacter
sp. This genus is composed of several species of zoonotic nature that have a
rod-shaped, Gram-negative, curved or spiral, moving through scourge
monopolar or bipolar monotriquio. Cases of gastroenteritis are caused by
Campylobacter sp. is usually associated with the consumption of meat, milk or
water. Studies for the detection of Campylobacter sp. in samples from broilers
have been developed for some time, but in the swine, little is known about the
levels of contamination by this pathogen both in the question on the qualitative
and quantitative. This dissertation aimed to study of prevalence of
Campylobacter sp. in the processing line for the slaughter of pigs and analyze
the identification and antibiotic resistance of isolates found. In this study, a total
of 259 samples collected at different stages in of the pig processing of
slaughtering. It was found that only 9 samples (3.5%) increased in culture-
specific determination of Campylobacter sp. Of the positive samples, 5 samples
(55.6%) were isolated after the scalding and mechanical removal of carcasses,
demonstrating that these are critical steps in the slaughter of pigs for
contamination with Campylobacter sp., probably due to the low frequency of
renewal of water tank of scalding and / or poor hygiene of the fingers of rubber
epilator. The occurrence of Campylobacter sp. was low in the refrigerator swine
carcasses evaluated, mainly related to cross-contamination during some stages
of the slaughter. The identification of isolates by phenotypic method showed
33.3% belong to the species Campylobacter jejuni subsp. Jejuni, other
Campylobacter coli 33.3%, 22.3% and Campylobacter jejuni subsp. Doyle and
11.1% as Arcobacter cryoaerophilus, but the methodology analysis for
genotypic identified that all isolates belonged to the genus Campylobacter,
indicating that improvements in methodologies are needed. These isolates were
identified as belonging to the genus of Campylobacter and Arcobacter. All the
isolates showed multidrug resistance, being resistant to cephalothin,
clindamycin, ciprofloxacin, nalidixic acid, norfloxacin, tetracycline, trimethoprim
and streptomycin and gentamicin can pose a hazard to public health. Only 3
antimicrobials, amoxicillin combined with clavulanic acid, ampicillin and
chloramphenicol, showed inhibition of all isolates. The results showed that
despite the small number of cells of Campylobacter sp. And the low frequency
of isolation in the samples, all strains were multi-antibiotic resistance and
because it is an emergent human pathogen, the risk of contamination by
Campylobacter sp. by pork meat should not be overlooked.

Key — words: Campylobacter sp., prevalence, antimicrobial resistance to
antibiotics, polimerase chain reaction.
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RESUMO- H& alguns anos, pesquisadores de varios paises tém apontado o
género Campylobacter sp. como o maior causador de surtos de gastrenterites
em humanos. Este género é composto por varias espécies de natureza
zoonodtica que apresentam a forma de bastonete Gram negativo curvo ou
espiralado e movel através de flagelo monopolar ou bipolar monotriquio. Os
casos de gastrenterite ocasionados por Campylobacter geralmente estéo
associados ao consumo de carne, leite ou dgua contaminados. Além de ser
considerado um patdgeno emergente, diversos trabalhos cientificos sobre
Campylobacter apontaram outras questfes relevantes sobre o género como a
resisténcia a antibidticos e a dificuldade em diagnosticar corretamente a
espécie causadora das patologias. Todos estes fatores tornam o género
Campylobacter um importante alvo de estudos em diversos paises
desenvolvidos com a finalidade de preservar a saude publica. Esta revisao teve
como objetivo auxiliar no entendimento do género Campylobacter e de sua
relevancia para a saude publica.

Palavras-chave: Campylobacter, patogenia, epidemiologia
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ABSTRACT- Few years ago researchers from developed and developing
countries has concluded that the bacterial genus that causes the most
outbreaks of gastroenteritis in humans is Campylobacter sp. This genus is
composed of several species of zoonotic nature that have a rod-shaped Gram-
negative curved or spiral, moving through scourge monopolar or bipolar. Cases
of gastroenteritis caused by Campylobacter sp. usually associated with the
consumption of meat, milk or water. In addition to being considered an
emerging pathogen, studies have recorded the resistance of microorganisms to
various antibiotics and difficult to diagnose correctly the causative species of
pathologies. All these factors make the Campylobacter sp. an important target
of study and research for various agencies in order to ensure public health. This
review aims to assist in understanding with respect to Campylobacter and its
relevance to public health.

Keywords: Campylobacter, pathogenesis, epidemiology
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1 INTRODUCAO

A preocupacdo com a seguranca dos alimentos cresce a cada dia e 0
controle de micro-organismos faz-se essencial na reducdo de enfermidades
veiculadas pelos alimentos, especialmente pela carne, que constitui importante
fonte de proteinas na dieta humana e é vista como um Otimo meio de
crescimento microbiano, uma vez que 0S micro-organismos sao capazes de
realizar muitas reacfes quimicas complexas essenciais para sua perpetuacao,
obtendo nutrientes da matéria organica que constitui 0s suprimentos
alimentares (JAY, 2005).

Essa preocupacao gera novas exigéncias dentre as quais o controle de
micro-organismos patogénicos ja conhecidos e outros considerados
emergentes (Diretiva 2003/99/EC da Unido Européia). Tais micro-organismos
sdo causadores de doencgas gastrintestinais importantes no mundo todo.

Na industria de alimentos, Campylobacter sp., Listeria monocytogenes,
Escherichia coli e Salmonella sp. representam as maiores causas de doencas
de origem alimentar no ser humano (FRANCHIN et al., 2005; GHAFIR et al.,
2007), sendo o género Salmonella considerado durante muito tempo como o
principal responsavel por esse tipo de enfermidade. Contudo, na primeira
década do ano 2000, varios pesquisadores tém registrado o aumento na
prevaléncia de Campylobacter, apontando esse patbgeno como o0 maior
causador de patologias alimentares em humanos (PEZZOTTI et al., 2003;
GUEVREMONT et al., 2006; BARDON et al., 2009).

Devido a relevancia do género Campylobacter em transtornos
gastrintestinais alimentares e da preocupacdo com a inocuidade dos alimentos,
este estudo teve como objetivo apresentar uma revisdo bibliografica sobre o

género Campylobacter e mostrar sua implicacéo na saude publica.

2 Campylobacter sp.

2.1 TAXONOMIA

O género Campylobacter € composto por varias espécies de natureza

zoonotica, sendo amplamente distribuido em animais de sangue quente,
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domeésticos e silvestres como frangos, suinos, ovinos, bovinos, cédes e gatos
(SILVA et al.,, 2007). Segundo Jay (2005), atualmente cerca de quatorze
espécies compdem este género, que € mais proximo do género Arcobacter sp.
do que qualquer outro. O micro-organismo foi descrito pela primeira vez em
1886 por Escherich, mas somente na década de 70 adquiriu importancia devido
a patogenicidade de algumas espécies causadoras de diarréia nos seres
humanos (TRABULSI et al., 1999).

As espécies de Campylobacter foram incluidas no atual género em 1963
(ADAMS; MOSS, 1997). Previamente, eram classificadas como pertencentes
ao género Vibrio, sendo reorganizadas ap0s inUmeras pesquisas que
empregaram técnicas moleculares, incluindo hibridizacgdo DNA - RNAr,
analises de sequéncia do RNA ribossomico (RNAr) 16S e andlises de
imunotipagem (WINN et al., 2008) para a identificacdo das espécies.

Em culturas jovens, estes micro-organismos apresentam a forma de
bastonetes Gram negativos curvos ou espiralados, moveis por flagelo
monopolar ou bipolar monotriquio, apresentando movimento em forma de
“saca-rolha” ou “vaivém” e quando observados aos pares, adquirem o aspecto
de “asa de gaivota” ou a forma de “S” (SILVA et al.,, 2007). Em culturas de
varios dias, a morfologia cocoide é adquirida, sendo caracterizados por nao
possuirem a habilidade de esporular (FRANCO; LANDGRAF, 1996).

S&o incapazes de se proliferar na presenca de ar atmosférico,
necessitando para o seu crescimento tensdes de oxigénio de 5 a 6%, e por
serem também considerados capnofilicos, necessitam de cerca de 10% de gas
carboOnico. Estas exigéncias de atmosfera definem o género Campylobacter
como microaerdfilo (JAY, 2005). Segundo Franco e Landgraf (1996), o
crescimento destes micro-organismos € inibido quando a concentragdo de
oxigénio é menor que 3% e maior que 15%.

Seu metabolismo energético os classifica como quimiorganotroéficos, por
nao fermentarem e nem oxidarem acucares, obtendo sua energia a partir de
aminoacidos ou componentes intermediarios do ciclo do acido carboxilico;
possuem reacdo de catalase variavel, oxidase e reducdo de nitrato positivas,
sdo altamente sensiveis ao sal ndo conseguindo se multiplicar em meios que
contém 2% de NaCl a 30C e mostram-se sensiveis a 4 C em meios com 1%
de NaCl (FRANCO; LANDGRAF, 1996).
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Quando submetidos ao congelamento, resfriamento ou pH reduzido, sua
viabilidade diminui consideravelmente (ADAMS; MOSS, 1997), sendo a faixa
de pH adequada para crescimento de valores préximos a pH 5 (Jay, 2005)
(Figura 1).

Ao contrario do género Salmonella que sobrevive bem fora do ambiente
intestinal dos animais de sangue quente, este género é menos adaptado a vida
extra intestinal (OLIVO, 2006).

pH © 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12 13 14

Mofos

Levgduras

Alicyclobagillus qpp.

Salmonella spp.

Acetobactgr spp.

Listaria mqnocytggeneq

Yersinia erfterocdfitica

Escherichig coli

Clostridium botwinum

\Bacillys cerels

Campylobacter spp

\Shigela spp

Vibrio \parahgemolyticus

Vibrio [cholerhe

\ Clostridium perfringens

Figura 1 — Faixa aproximada de pH de crescimento de alguns micro-organismos encontrados
em alimentos.
Fonte: JAY, 2005.
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Dentre todas as espécies de Campylobacter, aquelas associadas as
doencas transmitidas por alimentos constituem um grupo distinto, chamadas de
termofilicas (SILVA et al., 2007).

2.2 Campylobacter sp. TERMOFILICO

No grupo de Campylobacter termotolerantes estéo incluidas as espécies
C. jejuni, C. coli, C. lari e C. upsaliensis. Estas diferenciam-se das demais
espécies por apresentarem temperatura 6tima de multiplicacéo na faixa dos 42
a 43C e ndo se multiplicarem a 30T (SILVA et al., 2007), entre outras
caracteristicas especificas (Tabela 1).

Tabela 1 — Reacgdes bioquimicas e de crescimento utilizadas na identificacdo de espécies de

Campylobacter sp. termdfilos.

Testes C. jejuni C. jejuni C. coli C. lari C.
Jejuni Doylei upsaliensis

Oxidase + + + + +
Catalase + M + + -
Uréase - - - vV -
HzS - - F - -
Indoxil acetato + + + . +
Hipurato + + - - -
Nitrato + - + + +
Crescimento i i i i i
25C
Crescimento
42T + - + + M

i [0)
Qresumento 2% M ) M + +
bile
Crescimento 2% i ) ) M i
NaCl

i [0)
Cre.sumento 1% M = + + +
glicina
Simbolos: + = 95-100% das cepas positivas, - = 0-11% das cepas positivas, V = variavel, F =

14-50% das cepas positivas, M = 60-93%das cepas positivas.
Fonte: SILVA et al., 2007.
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Segundo Franco e Landgraf (1996), embora varias espécies de
Campylobacter estejam associadas a doencas, aquelas freqlientemente

isoladas em casos de gastrenterite humana séo C. jejuni, C. lari e C. coli.

Em paises desenvolvidos, dados recentes mostram que Campylobacter
termotolerantes, principalmente C. jejuni e C. coli, apresentam-se como 0S
principais micro-organismos causadores de diarréia em adultos. O mesmo
quadro clinico € observado em criancas nos paises em desenvolvimento
(WORKMAN et al., 2008).

2.2.1 Campylobacter jejuni

Dentre todas as espécies de Campylobacter termotolerantes, C. jejuni é
a espécie mais recorrente nos casos de gastrenterites em humanos
(FORSYTHE, 2002). Também é frequentemente isolada em amostras oriundas
de animais, tendo sido encontrada em 46% dos isolados de frangos na
Republica Tcheca (BARDON et al., 2009), 85,7% dos isolados de frangos,
suinos e bovinos na Bélgica (GHAFIR et al., 2007), 34,1% de amostras ovinas
na Turquia (ACIK et al., 2006), 14,25% dos isolados de frango no mesmo pais
(ERTAS et al., 2004) e 37,74% dos isolados de carne de frango na Coréia do
Sul (HAN et al., 2007) entre outras prevaléncias registradas por outros
pesquisadores.

Como caracteristicas especificas apresenta reacfes de catalase e
oxidase positivas, diferindo de C. coli por ser capaz de hidrolisar hipurato
(SILVA et al., 2007).

Esta espécie subdivide-se em duas subespécies, Campylobacter jejuni

subsp. Jejuni e Campylobacter jejuni subsp. Doylei.

2.2.1.1 Campylobacter jejuni subs. Jejuni

A subespécie jejuni, € resistente a cefalotina, cresce a 42 e pode
reduzir nitratos. Sua importancia como patdégeno alimentar fez dessa
subespécie a primeira do grupo a ter seu genoma sequenciado, deflagrando
seu 1,64 milhdo de bases. Seu crescimento é interrompido quando submetido a
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presenca de 3,5% de NaCl ou a temperatura de 25C e inibido com 21% de
oxigénio. Morfologicamente apresenta-se como um bastonete fino, encurvado
em espiral, com um unico flagelo polar em uma ou ambas as extremidades.
N&o se trata de um organismo ambiental, sendo associado a animais de
sangue quente, principalmente os de corte que demonstraram conter este
micro-organismo em suas fezes (prevaléncia de 30 a 100% das amostras),
sendo mais proeminente em aves domésticas (JAY, 2005).

Ndo € uma espécie termorresistente, estando sua temperatura de
crescimento entre 32 e 45T, ndo demonstrando crescimento a 47<C. Seu pH
otimo varia entre 6,5 e 7,5, sendo o pH maximo entre 9,0 e 9,5; ndo cresce em
pH 4,7 e morre rapidamente em pH 4,0. Quando submetido a refrigeracédo
(4<C) sobrevive de duas a quatro semanas, se forem garantidas baixas tensdes
de oxigénio e protecao contra perda de umidade. Nas mesmas condi¢cdes pode
sobreviver de dois a cinco meses a 20T negativos ( SILVA et al., 2007).

Por ser considerada a subespécie que mais causa enfermidades em
humanos, muitos autores a tratam nominalmente apenas por Campylobacter

jejuni.

2.2.1.2 Campylobacter jejuni subsp. Doylei

As primeiras descricoes desta subespécie ocorreram em 1985 na
Europa e posteriormente na Austrdlia e na Africa, inicialmente denominado
como GCLO-2 (Gastric Campylobacter like organisms type 2). Este micro-
organismo também apresenta um udnico flagelo em uma ou nas duas
extremidades, depende da atmosfera microaerofila para seu desenvolvimento e
tem sido isolado do epitélio gastrico em pacientes com ulcera gastrica e gastrite
crbnica ativa, assim como nas fezes de criangcas com diarréia (TRABULSI et
al., 1999).

Segundo Steele et al. (1988), esta subespécie possui crescimento lento
a 35-37T (temperatura Otima), prolifera-se pobremente a 30C ou a 42C e
pode ser facilmente distinguida de Campylobacter jejuni subsp. Jejuni por sua

inabilidade em reduzir nitrato.



17

N&o demonstra crescimento em agar Mac Conkey assim como mostra-
se susceptivel a acido nalidixico e cefalotina. Por conseguinte, ndo é isolada
em meios que contenham estes antibiéticos (WINN et al., 2008).

Em 2003, Fernandez et al. descreveram pela primeira vez um caso de
diarréia aguda causada por Campylobacter jejuni subsp. Doylei em um
paciente com menos de dois anos de idade no Chile, que apresentava diarréia
extremamente aquosa, desidratacao, febre e vomito.

Os registros patogénicos gerados por esta subespécie em humanos
ainda sao raros, deixando assim ainda pouco conhecida sua capacidade em

causar enfermidades.
2.2.2 Campylobacter coli

Quando comparada a espécie Campylobacter jejuni, ndo sdo apontadas
grandes diferencas entre as duas espécies, tanto em relacdo a patogenicidade
e composicdo antigénica quanto as caracteristicas epidemiologicas
relacionadas com a forma de transmissdo e sua distribuicio em animais
(TRABULSI et al., 1999). Em estudo realizado por Engvall et al. (2002), ambas
as espécies nao demonstraram crescimento sob atmosfera microaerdfila em
uma faixa de temperatura entre 15C e 30T, obtendo -se o0 mesmo resultado
em anaerobiose com temperatura entre 30C e 37C.

O critério mais utilizado para diferenciacdo entre essas duas espécies €
a capacidade de hidrolisar hipurato!, ndo conferida ao Campylobacter coli
(JAY, 2005).

C. coli pode ser isolado de suinos, bovinos, ovinos e aves, causa
gastrenterite, septicemia e aborto em humanos. Em animais é responsavel por
quadros de gastrenterites em suinos e macacos e aborto em roedores
(EUZEBY, 20009).

Campylobacter coli é considerada a segunda espécie com maior
frequéncia de isolamento, como foi observado por Saenz et al. (2000); Ronner

et al. (2004) e Litlle et al. (2008). Porém algumas vezes também é visto como o

! sal do acido hipdrico.
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micro-organismo mais isolado do género como registraram Modolo et al. (1999)
e Shin e Lee (2007) especialmente quando associado a amostras de origem
suina como observado por Ono et al. (1999) que relataram 82,5% das
amostras contaminadas por Campylobacter coli.

2.2.3 Campylobacter lari

A espécie, anteriormente denominada Campylobacter laridis, é
conhecida como agente de diarréia e septicemia em humanos, embora sua
frequéncia de isolamento seja menor que de Campylobacter coli (TRABULSI et
al., 1999). Também é conhecida como causadora de gastrenterite em aves.
Para Franco e Landgraf (1996) esta espécie comporta-se de forma semelhante
a C. jejuni com relacdo a doenca que provoca.

As fontes de isolamento atingem varias espécies animais incluindo aves,
suinos, caes, gatos, visons, coelhos e insetos, podendo também ser isolada na
agua (EUZEBY, 2009).

Segundo Winn et al. (2008), Campylobacter lari € endémico em gaivotas
marinhas, porém € um patégeno humano infrequente. Para auxiliar na distingéo
desta espécie em relagdo as demais, testes como de crescimento em
anaerobiose e na presenca de oxido de trimetilamina sdo utilizados. Além
desses, testes de resisténcia ao acido nalidixico e cefalotina sdo utilizados por

muitos laboratoérios para diferenciar do C. jejuni e C. coli.

2.2.4 Campylobacter upsaliensis

Esse micro-organismo compartilha varias caracteristicas com as demais
espécies de Campylobacter. A principio, era denominado como grupo catalase
negativa/ catalase fraca (CNW — catalase negative/ catalase weak). Foi descrito
pela primeira vez, oriundo de amostras humanas, por Steele et al. (1988) em
1985 na Australia. Anteriormente, havia sido isolado de amostras de fezes de
cées em Uppsala na Suécia por Sandstedt et al. em 1983.

Segundo Bourke et al. (1998), esta espécie exibe, quando observada

sobre microscopia com contraste de fase, 0 movimento tipico de seu género,
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com medidas de 0,3 a 0,4 um de largura e 1,2 a 3 um de comprimento. Quando
cultivada em &gar sangue apresenta colénias pequenas em tom acinzentado
ou translucidas.

Como caracteristicas especificas, apresenta auséncia de crescimento
em agar Mac Conkey e na presenca de 0,1% de oxido de trimetilamina também
é altamente sensivel a farmacos comumente utilizados em meios seletivos
(WINN; KONEMAN, 2008).

Pesquisadores como Labarca et al. (2002) perceberam que a
contaminacdo por Campylobacter upsaliensis pode ser maior do que a
registrada. Em seus estudos com amostras humanas este micro-organismo foi
0 segundo mais recorrente, 0s pesquisadores atribuiram o baixo namero de
registros desta espécie as condicdes de cultivo e aos meios de cultura
normalmente utilizados.

Previamente a Labarca et al. (2002), outros pesquisadores como
Goossenes et al. (1990), Lastovica e LeRoux (1993) e Lindblom et al. (1995) ja
haviam isolado cepas desta espécie com maior freqiéncia do que C. coli e dos
demais enteropatégenos humanos conhecidos.

Suas fontes de isolamento apresentam maior incidéncia em animais
domésticos como cdes e gatos além do homem. Neste, € responsavel por
causar gastrenterite, septicemia, abscessos e aborto. Naqueles é conhecido

como causador apenas de gastrenterite (EUZEBY, 2009).

3 EPIDEMIOLOGIA

Ainda que a campilobacteriose ndo esteja associada a altas taxas de
mortalidade e que seja normalmente auto-limitada, ela gera importante impacto
econdmico e na saude publica dos paises mais industrializados (JOSEFSEN et
al., 2004). No Brasil, ha poucos estudos sobre a incidéncia de Campylobacter
em alimentos. Segundo dados de Scarcelli et al. (2005), cerca de 25% dos
casos de diarréia no estado de S&o Paulo estdo relacionadas a
campilobacteriose.

Segundo a WHO (World Health Organization, [2009]) Campylobacter sp.
€ a bactéria que mais causa quadros de diarréia em humanos, causando

gastrenterite e superando o numero de caso de enfermidades alimentares
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geradas por Salmonella. Sao frequentes os relatos de infeccbes por
Campylobacter em criancas menores de dois anos em paises em
desenvolvimento, resultando algumas vezes em morte e em quase todos 0s
paises desenvolvidos observa-se crescimento no numero de casos de
infeccbes por este micro-organismo.

Para Ghafir et al. (2008), a ocorréncia de Campylobacter em alimentos
mostra-se bastante freqliente em paises da Europa, tornando esse micro-
organismo um dos principais patégenos causadores de enfermidades de
origem alimentar, juntamente com Salmonella sp., nos paises industrializados.

Segundo Pezzotti et al. (2003) Campylobacter jejuni € a espécie mais
comumente isolada em enfermidades alimentares causadoras de diarréia
aguda. Os produtos de origem animal, especialmente carne de frango e leite
cru sdo reconhecidos como os veiculos primarios de contaminacdo por
Campylobacter, visto que esse género ocorre com frequéncia em frangos,
bovinos e suinos.

Em um estudo realizado por Van Nierop et al. (2005) em Gauteng na
Africa do Sul, observou-se que a contaminagdo por Campylobacter em frango
comercializado fresco em supermercados e por vendedores de rua, era maior
do que a contaminacdo por Salmonella ou Listeria monocytogenes. Ono e
Yamamoto (1999) verificaram em Saitama no Japdo, que a contaminacao por
Campylobacter jejuni em abatedouros de aves ap0s a evisceracdo chegava a
77,8% e que a cada ano, mais de cinco mil casos de infec¢gbes alimentares em
humanos, causadas por este micro-organismo, eram registradas no pais.

Little et al. (2008) verificaram que a contaminacdo de carnes vermelhas
por Campylobacter no Reino Unido era maior que a contaminagédo das mesmas
por Salmonella.

Segundo Murray et al. (1995) a incidéncia de campilobacteriose nos
Estados Unidos em 1995 estava estimada em cerca de 1.000 casos a cada
100.000 pessoas. Em 2002, segundo Forsythe (2002), o custo anual com
salude publica devido ao género Campylobacter no mesmo pais, era estimado

em 1,3 até 6,2 bilhdes de délares ao ano.
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4 PATOGENIA

Por apresentar variadas espécies, o género Campylobacter é
responsavel por causar enfermidades em diferentes oOrgaos de diferentes
espécies animais.

Em cades e gatos, foram observados casos de diarréia causada por
Campylobacter upsaliensis e Campylobacter helveticus. Por sua vez, cepas de
Campylobacter sputorum subsp. Fecalis foram isoladas a partir de casos de
dermatite digital bovina (QUINN et al., 2005).

Trabulsi et al. (1999) relatam casos de ileite proliferativa em suinos
relacionados a Campylobacter hyointestinalis e gengivite e enfermidade
periodontal em pacientes contaminados com Campylobacter concisus.

Suinos também apresentam quadros de disenteria quando afetados por
Campylobacter coli (CARTER et al., 1995).

Campylobacter fetus subsp. Fetus é responsavel por causar infertilidade
e aborto em diversos animais (QUINN et al., 2005), mais especificamente em
bovinos e ovinos, nos quais causa inflamacao do Utero, endometrite e aborto.
Nos machos bovinos uma diminuicdo do condicionamento fisico também é
verificada (HIRSH; ZEE, 2003).

O grupo de espécies termofilicas de Campylobacter é responsavel por
uma série de patologias de origem alimentar, estando relacionados a esses
micro-organismos outros quadros clinicos em humanos, além dos casos de

campilobacteriose.

4.1 CAMPILOBACTERIOSE

O quadro clinico classico gerado por Campylobacter, em especial C.
jejuni, denominado campilobacteriose ou enterite campilobacteriana, ocorre
cerca de dois a cinco dias apés a infeccdo e tem como sintomas, diarréia
(acompanhada ou nédo de sangue), dor abdominal, nauseas, vémito, dor de
cabeca e febre, persistindo os sintomas por um periodo de trés a seis dias
(WHO, [2009]; CANADIAN FOOD INSPECTION AGENCY [2009]).
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Segundo Adams e Moss (1997) e Silva et al. (2007), a dose infectiva é
baixa, estimando-se que a ingestdo de 400 a 500 células possa provocar a
doenca.

Normalmente ndo se utilizam medicamentos no tratamento humano da
campilobacteriose, consistindo apenas de hidratacdo por se tratar de uma
doenca auto limitante (RONNER et al., 2004; SHIN; LEE, 2007; LITTLE et al.,
2008). Porém, quando se faz necessario, os antibioticos utilizados para o
tratamento sdo gentamicina, cloranfenicol, eritromicina e tetraciclina
(TRABULSI et al., 1999), sendo a eritromicina considerada a droga de escolha
(GUEVREMONT et al., 2006).

A infeccdo pode acometer pessoas de todas as idades, embora criancas
menores de 5 anos e jovens entre 15 e 29 sdo os mais afetados. A ocorréncia
deve ser notificada as autoridades de vigilancia epidemiolégica municipal,
regional ou central para que as devidas medidas de controle e prevencédo
sejam tomadas (Centro de Vigilancia Epidemiolégica de Sao Paulo, [2009]).

4.2 SINDROME DE GUILLAIN- BARRE

A Sindrome de Guillain-Barré (SGB) é uma desordem dos nervos
periféricos caracterizada por acessos de paralisia, sendo considerada uma
importante desordem clinica tanto em paises desenvolvidos como naqueles
ainda em desenvolvimento (BLASER et al., 1997). Desde a redug&o no numero
de casos de poliomelite, a SGB é considerada a causa mais comum de
paralisia neuromuscular aguda, afetando de 1 a 2 em cada 100.000 pessoas
por ano em diversas partes do mundo.

Casos de SGB associados a Campylobacter vém sendo registrados em
diferentes paises como india (SHINA et al., 2004), Canada (GODSCHALK et
al., 2007), Inglaterra (TAM et al., 2003), Italia (CAPORALE et al., 2006), Japéo,
Alemanha e Estados Unidos (ALLOS et al., 1998).

Cerca de dois tercos dos casos de SGB séo precedidos por alguns dias
ou semanas de infeccdo respiratoria ou intestinal agudas e nestes casos, 0
micro-organismo com maior freqiéncia de isoladomento € Campylobacter jejuni
(TAM et al., 2003).
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Os sintomas da sindrome sdo fraqueza e disestesia’ das pernas, que
subsequentemente atinge os bracos e toda parte superior do corpo. A maioria
dos pacientes recupera-se completamente dentro de duas a trés semanas.
Entretanto, em alguns casos podem permanecer severos danos neuroldgicos,
onde se faz necessaria a respiracdo assistida, podendo resultar em Obito
(BOLAN et al., 2007).

A etiologia da Sindrome de Guillian-Barré ainda ndo esta bem elucidada.
A hipétese mais provavel entre a relacdo de Campylobacter com a sindrome é
a producéo pelo organismo de anticorpos lipopolissacarideos, como resultado
da infeccdo pela bactéria, que por mimica celular promovem uma reacgao
cruzada com os gangliosideos ou outras estruturas presentes nos nervos

periféricos gerando assim todos os sintomas (CAPORALE et al., 2006).

4.3 ARTRITE REATIVA

A artrite reativa costuma ocorrer entre duas a quatro semanas apos uma
infeccdo a distancia, geralmente localizada no intestino ou no trato
geniturinario, caracterizando-se por uma inflamacéo asséptica das membranas
sinoviais (sinovite), onde o principal sintoma observado é o aumento difuso da
articulacdo acometida. Em 60% dos casos € auto-limitada. Recaidas sé&o
observadas em cerca de 15% dos casos e cronificacbes em outros 15%.
Quando o prognostico € considerado bom, o tratamento é realizado com
antiinflamatorios ndo esteroidais (MEDICINA GERIATRICA, [2009]).

Ha muitos anos, casos de artrite reativa sao atribuidos a infeccdes por
Campylobacter sp. Van de Putte et al. em 1980 e Gumpel et al. em 1981,
faziam tal afirmacdo. Estes autores ainda concluiram que o numero de casos
desta enfermidade gerados por Campylobacter era equivalente aos causados
por Salmonella.

Recentemente, Smith (2002) afirmou que a enterite por Campylobacter

jejuni é causa de aproximadamente 2% dos quadros clinicos de artrite reativa,

! Enfraquecimento ou perda de algum dos sentidos, em especial, o tato.
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contudo Hannu et al. (2002) atribuiram uma porcentagem maior (7%) a esta

afirmacao segundo pesquisa realizada no mesmo ano na Finlandia.

5 METODOLOGIAS DE ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE
Campylobacter sp.

5.1 DETECCAO DE Campylobacter sp.

Para a deteccao de Campylobacter sp., a partir da metodologia
recomendada pela ISO (International Organization for Standardization), sao
utilizados meios para diluicdo (dgua peptonada tamponada), enriquecimento
(caldo Bolton), inoculagdo (dgar Abeyte-Hunt-Bark ou agar Campylobacter
Charcoal Diferencial Modificado), incubagcdo (sob microaerofilia, 41,5 + 1,0C
por 24 a 48 horas), selecdo (dgar sangue ou agar Muller- Hinton) e confirmacéo
das amostras. As indicacfes para isolamento sugeridas por outros 0Orgaos
como a Comissdo das Comunidades Européias por meio da Diretiva
2007/516/CE, Food and Drug Administration (FDA) e pelo United States
Department of Agriculture (USDA) nao apresentam muitas diferencas de
principios metodoldgicos.

Alguns pesquisadores como Franchin et al. (2005) realizaram
modificacbes nos meios de cultura disponiveis no mercado para garantir
melhor isolamento de Campylobacter uma vez que devido a sua sensibilidade,

o cultivo e o isolamento desse micro-organismo pode se tornar dificil.
5.2 IDENTIFICACAO DE Campylobacter sp.
Duas metodologias de identificacdo vém sendo usadas de forma mais

constante, uma baseada em testes bioquimicos e enzimaticos e outra em

meétodos utilizando diagnéstico molecular.
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5.2.1 Métodos bioquimicos e enzimaticos

Os testes bioguimicos e enzimaticos ainda sdo muito utilizados por
laboratorios comerciais e em pesquisas (VAN NIEROP et al., 2005;
TAKAHASHI et al., 2006; OLAH et al., 2006) para a identificacdo das espécies
de Campylobacter sp. Dentre eles, os mais utilizados séo a reacdo de catalase,
reacdo de oxidase, hidrélise de hipurato e indoxil acetato, geralmente
associados a testes auxiliares como a motilidade e coloracdo de Gram. Estes
testes de confirmacao sdo recomendados pela ISO 10272-1:2006(E).

Também estdo disponiveis no mercado sistemas de identificacdo de
micro-organismos como o APl Campy (Biomérieux®) (Figura 2), um Kit
composto por teste de urease, reducdo de nitratos, esterase, hipurato, gama
glutamil transferase, reducdo do cloreto de trifenil-tetrazolium, pirrolidonil
arilamilase, L-arginina arilamidase, L-aspartato arilamidase, fosfatase alcalina,
producdo de H,S, assimilacdo de D-glucose, assimilagdo de succinato de
sédio, assimilacéo de acetato de sodio, assimilacdo de propionato, assimilacéo
de malato, assimilacao de citrato de trisodio e sensibilidade a eritromicina. Esse
kit € capaz de determinar espécies dos géneros Campylobacter, Arcobacter e
Helicobacter.

O sistema API, desenvolvido hd mais de trinta anos e baseado no
conceito da identificacdo numeérica é considerado o método de identificacdo de
micro-organismos por meio de provas bioquimicas e enziméaticas mais
completo dentre todos o0s existentes nesta gama de produtos, sendo
produzidos conforme as normas exigidas pelo Food and Drug Administration,
normas da ISO 9001 e farmacopéias americanas, europé€ias e japonesas
(Biomérieux, 2010).
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Figura 2 — Galeria de testes bioquimicos e enzimaticos Api Campy (Biomérieux®).

URE, teste de uréase; NIT, reducdo de nitratos; EST, esterase; HIP, hipurato; GGT, gama
glutamil transferase; TTC, reducdo do cloreto de trifenil-tetrazolium; PyrA, pirrolidonil
arilamilase; ArgA, L-arginina arilamidase; AspAL-aspartato arilamidase; PAL, fosfatase alcalina;
H,S, producdo de H,S; GLU, assimilagcdo de D-glucose; SUT, assimilacdo de sucinato de
sodio; NAL, resisténcia ao &cido nalidixico; CFZ, resisténcia a cefazolina de sodio; ACE,
assimilacdo de acetato de sodio; PROP, assimilagdo de propionato; MLT, assimilacdo de

malato; CIT, assimilacéo de citrato de trisédio; ERO, sensibilidade a eritromicina.

5.2.2 Reacao antigeno anticorpo

A identificacdo de Campylobacter no nivel de género pode ser facilmente
conseguida utilizando-se testes rapidos como o de aglutinagdo em latex
(Oxoid) ou a imunocromatografia rapida (Singlepath — Merck).

O teste de latex é utilizado para a identificacdo de Campylobacter
enteropatogénicos previamente isolados em meio de cultura solido. O resultado
positivo ocorre pela aglutinacdo devido a reagdo antigeno anticorpo entre o
micro-organismo presente na amostra e o anticorpo contido no latex, como

pode ser observado na Figura 3.
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Amostras contaminadas com Campylobacter jejuni, Campylobacter lari,
Campylobacter coli, Campylobacter fetus e Campylobacter upsaliensis
apresentam resultado positivo caracterizado por aglutinagao, enquanto isolados
contendo outros tipos de Campylobacter como Campylobacter fetus subsp.

Fetus demonstram resultado variavel.

pﬁ W 0OS "*‘ R3

Figura 3 — Reacdo de latex positiva para Campylobacter sp.

O teste de imunocromatografia rapida também consiste de uma reacéo
antigeno anticorpo. O resultado positivo é observado pelo aparecimento de
uma tarja vermelha na area onde o anticorpo esta contido (Figura 4). Trata-se
de um teste rapido, pois o resultado € obtido em 20 minutos, necessitando
previamente apenas um enriquecimento e incubacao da amostra por 48 horas.
Seu limite de deteccdo depende do sorogrupo contido na amostra podendo

este variar entre 10* a 10’ UFC/ mL.
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Figura 4 — Reacgdo de imunocromatografia rapida positiva para Campylobacter observada pela
linha vermelha formada ao lado da letra “T” indicativa da area de realizacdo do
teste.

Fonte: MERCK, [2009].

5.2.3 Métodos de diagnostico molecular

Como alternativa aos métodos convencionais de discriminacdo de
espécies, a reacdo de polimerase em cadeia (PCR) surge como uma opc¢ao,
uma vez que os métodos convencionais muitas vezes mostram-se trabalhosos,
tediosos e com frequiéncia deflagram resultados inconsistentes.

A PCR é um método de amplificacdo de DNA sem a necessidade do
organismo vivo. Este método foi criado em 1983 e desde entdo, vem sendo
cada vez mais utilizado e aperfeicoado, surgindo assim uma gama de
diferentes metodologias para a identificagdo de micro-organismos em diversos
niveis taxondmicos (NICHOLAS, 1999).

Trabalhos com PCR em amostras contendo Campylobacter sdo cada
vez mais freqlentes, seja utilizando técnicas como o PCR em tempo real
(LOGAN et al.,, 2001; VAN NIEROP et al.,, 2005; SCHUMAN et al., 2007),
multiplex PCR (WESLEY et al., 2000; KLENA et al., 2004; MILLER et al., 2007),
Restriction Fragment Length Polymorfism PCR (TAKAHASHI et al., 2006;
RAUT et al., 2007) e Random Amplification of Polymorphic DNA PCR (ACIK et
al., 2006).
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6 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

A constante preocupac¢do das industrias alimenticias, especialmente as
carneas, em ter seus produtos livres de micro-organismos patogénicos, faz
com que as empresas utilizem grandes quantidades de antibidticos em suas
cadeias produtivas (AARESTRUP; WEGENER, 1999).

Porém, o que se observa é um aumento nos casos de infeccdes de
origem alimentar causadas por micro-organismos como Campylobacter e
Eschericia coli resistentes a antibiéticos. Segundo Pezzotti et al. (2003),
Mayrhofer et al. (2004) e Ronner et al. (2004), esta resisténcia a antibioticos
ocorre devido ao uso massivo destes medicamentos na prevencéo ou terapia
de enfermidades e na promoc¢do do crescimento de animais nos modernos
sistemas intensivos de producéo.

Para Ronner et al. (2004), ndo s6 a utilizacdo destes medicamentos na
producdo animal, mas, também a falta de restricdo com relacéo as prescri¢cdes
meédicas para tratamento humano € outro agravante. Em pesquisa realizada na
Suécia, esses autores concluiram que devido ao fato desse pais possuir
medidas preventivas contra o uso massivo de antibioticos na produgéo animal,
0s niveis de resisténcia aos antibidticos por Campylobacter séao inferiores aos
registrados em outros paises.

Os casos de Campylobacter resistentes aos antibiéticos foram
observados em estudos realizados em diferentes paises do mundo como Itélia
(PEZZOTTI et al., 2003), Dinamarca (ALBAN et al., 2007), Coréia (SHIN; LEE,
2007), Suécia (RONNER et al., 2004), Estados Unidos (OLAH et al., 2006),
Reino Unido (LITTLE et al., 2008), Austria (MAYRHOFER et al., 2004),
Australia (MIFLIN et al., 2007), Republica Tcheca (BARDON et al., 2009) e
Canadéa (INGLIS et al., 2005 e GUEVREMONT et al., 2006).

Apesar da eritromicina ser considerada a droga de escolha para o
tratamento de enfermidades provocadas por Campylobacter, alguns estudos
realizados em diferentes paises ja registraram a resisténcia desse micro-

organismo a esse medicamento como pode ser observado na Tabela 2.
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Tabela 2 - Frequéncia de resisténcia de isolados de Campylobacter a eritromicina oriundos de

amostras humanas em diferentes paises.

PAIS N° AMOSTRAS RESISTENCIA (%)
Canada (C. coli)® 16 12
Canada (C. jejuni)® 23 9
Republica Tcheca (C. jejuni)® 77 1,3

Suécia (C. jejuni e C. coli)* 108 6

Italia (C. jejuni)" 136 1,4

Italia (C. coli)® 29 24.1

2Guévremont et al. (2006), ® Bardon et al. (2009), ° Ronner et al. (2004), “ Pezzotti et al. (2003).

Y

Ndo s6 a resisténcia de cepas de Campylobacter a eritromicina
preocupa pesquisadores em todo mundo, uma vez que a resisténcia a varios
outros medicamentos tem sido registrada.

Pezzotti et al. (2003) observaram em pesquisa realizada no nordeste da
Italia, que todas as cepas de Campylobacter jejuni e C. coli encontradas em
amostras obtidas de frangos, suinos, bovinos e em amostras de humanos,
apresentavam algum grau de resisténcia a antibioticos como enrofloxacina,
ciprofloxacina, tetraciclina, acido nalidixico, cefalotina, azitromicina e
sulfametoxazol associado a trimetropina, sendo a cefalotina e o sulfametoxazol
associado a trimetropina 0s medicamentos aos quais 0s isolados
demonstraram mais resisténcia.

No Reino Unido, em estudos de resisténcia registrados por Little et al.
(2008), em 222 isolados de Campylobacter oriundos de carne suina, bovina e
ovina crua, todos apresentaram resisténcia a trimetropina, seguidos de altos
indices de resisténcia a ampicilina (40,7 a 72,2%) e a tetraciclina (14,1 a
59,4%), sendo 65,8% dos resistentes identificados como Campylobacter jejuni
e 29,3% como Campylobacter coli.

Em pesquisa realizada com amostras intestinais de suinos coletadas
diretamente do abatedouro na Coréia do Sul, Shin e Lee (2007) observaram
gue todos os isolados identificados como Campylobacter coli eram resistentes
a pelo menos um antibiético, sendo ciprofloxacina e eritromicina o0s

medicamentos que apresentaram 0s niveis mais altos de resisténcia (84,2 e
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83,3%, respectivamente) e dos sete medicamentos testados, 53,5% dos
isolados apresentavam resisténcia a no minimo trés drogas diferentes.

Guévremont et al. (2006) registraram em sua pesquisa realizada no
Canada durante os anos de 1998 e 1999, uma alta contaminacdo por
Campylobacter coli nas amostras oriundas de suinos e por Campylobacter
jejuni nas amostras oriundas de aves e humanos. Destes isolados, os maiores
niveis de resisténcia foram relacionados a tetraciclina nas trés populac¢des. Por
outro lado, os testes com eritromicina e clindamicina apontaram 6timos niveis
de susceptibilidade, com excecdo das amostras isoladas de suinos.

Dados como esses, originarios de diferentes continentes, demonstram
que a resisténcia de Campylobacter a antibiéticos € um problema de ordem
mundial e que maior nimero de pesquisas para o melhor entendimento e o
aprimoramento do controle da contaminacéo e da ocorréncia de enfermidades

por este micro-organismo devem ser realizadas.

7 CONSIDERACOES FINAIS

O género Campylobacter tornou-se alvo de estudos pelos oOrgaos
relacionados a saude publica em diferentes paises de todo o mundo por
apresentar crescente prevaléncia e resisténcia a antibioticos, juntamente com a
dificuldade em se estabelecer parametros tanto para seu isolamento quanto
para sua identificacdo, devido ao ainda limitado conhecimento sobre o
comportamento e desenvolvimento deste micro-organismo.

Por estar cada vez mais relacionado com enfermidades em humanos,
estudos epidemiologicos de Campylobacter em alimentos tornam-se de
extrema importancia.

Adicionalmente, devido a ocorréncia de outros quadros clinicos gerados
por Campylobacter além da campilobacteriose, pesquisas relacionadas a
identificacdo das espécies e a resisténcia a antibioticos devem ser incentivadas
para a garantia da saude e seguranca da populagdo ao consumir alimentos que

podem estar contaminados por esse patdgeno.
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RESUMO - Apesar do género Campylobacter estar relacionado a maioria das
infeccOes alimentares, pouco se sabe sobre a epidemiologia da infec¢do, do
momento da contaminacdo durante a cadeia produtiva dos alimentos e da
contribuicdo dos animais de producdo em sua ocorréncia. Estudos para a
deteccdo de Campylobacter em amostras oriundas de aves vém sendo
desenvolvidos ha algum tempo, porém no campo da suinocultura pouco se
sabe sobre os niveis de contaminacéo por este patdogeno. O presente trabalho
teve como objetivo avaliar a prevaléncia de Campylobacter sp. na linha de
abate de suinos pela utilizacdo de métodos de determinagcdo quantitativo e
gualitativo. Do total de 259 amostras coletadas em sete diferentes etapas do
abate de suinos, verificou-se isolamento de Campylobacter sp. em apenas 9
amostras (3,5%). Dessas amostras positivas, 5 (55,6%) foram isoladas nas
etapas de escalda e depilacdo mecanica das carcacas, demonstrando que
estas sdo etapas criticas do abate de suinos para a contaminacdo por
Campylobacter, provavelmente devido a baixa frequéncia de renovacdo da
adgua do tanque de escalda e/ou ma higienizacdo dos dedos de borracha da
depiladora. Também foi verificada a ocorréncia de contaminagdo por
Campylobacter em uma das amostras coletadas apds a refrigeracdo das
carcacas. A ocorréncia de Campylobacter mostrou-se relacionada
principalmente a contaminacdo cruzada durante algumas etapas do abate,
contudo, apesar do baixo niamero de células viaveis de Campylobacter e da
baixa frequéncia de isolamento nas amostras avaliadas, o risco de
contaminacdo por Campylobacter pelo consumo de carne suina ndo deve ser
desprezado, visto tratar-se de patdbgeno humano emergente.

Palavras-chave : Campylobacter, prevaléncia, contagem.
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ABSTRACT - Although Campylobacter is related to the majority of the
foodborne diseases, little is known about the epidemiology of infection, the
moment of contamination during pork production chain and the contribution of
pig on its occurrence. Of 259 samples collected in seven different points of pig
slaughter, Campylobacter was found in 9 samples (3.5%). Of the positive
samples, 5 (55.6%) were collected in the second step of slaughter process,
after carcass scalding and dehairing, demonstrating that the scalding and
dehairing were critical steps in pig slaughtering for Campylobacter
contamination. Campylobacter was also found in one sample collected after
carcass chilling. The occurrence of Campylobacter was related mainly to cross-
contamination during slaughter steps. Despite the low number of viable cells of
Campylobacter sp. and the low frequency of isolation in the samples, the risk of
Campylobacter contamination in the consumption of pork should not be

neglected since this is an emergent human pathogen.

Keywords : Campylobacter, prevalence, viable count.
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1 INTRODUCAO

A producéo nacional de carne suina vem crescendo a cada ano devido a
expansao interna e externa do mercado consumidor. Sob o ponto de vista
tecnoldgico, a producédo de carne suina € uma das atividades agropecuarias
que passaram pelas maiores evolucdes tanto no sistema de producdo quanto
na garantia da qualidade da carne em si (OLIVO, 2007).

Dados da Associacao Brasileira da Industria Produtora e Exportadora de
Carne Suina (ABIPECS, 2010) mostram que em 2006 houve um aumento de
6% na producdo nacional de carne suina e para o ano de 2010 espera-se um
aumento de 3% no volume a ser exportado.

Apesar do género Campylobacter estar relacionado a maioria das
infeccbes alimentares, pouco se sabe sobre a epidemiologia da infec¢cdo e do
momento da contaminacdo durante a cadeia produtiva dos alimentos (ONO;
YAMAMOTO, 1999).

O género Campylobacter pertence a familia Campylobacteriaceae. E
composto por bactérias pequenas (0,2 a 0,5 ym de largura e 0,5 a 5 um de
comprimento) em forma de bastonetes curvos ou espiralados e Gram
negativos. Em culturas jovens é possivel observar a morfologia de asa de
gaivota apresentada pelos bastonetes quando observados em microscopia. Os
flagelos que podem medir até trés vezes o comprimento da célula séo
responsaveis pelo movimento caracteristico de saca-rolha (TRABULSI et al.,
1999; HIRSH; ZEE, 2003; QUINN et al., 2005; HUMPHREY et al., 2007).

Tendo em vista que 0s suinos sao considerados reservatorios potenciais
de Campylobacter, a carne suina pode atuar como grande veiculador desse
patdogeno aos humanos (ALBAN et al., 2008).

No sentido de controlar a incidéncia de Campylobacter no mercado
europeu foi publicada em 2003 a Diretiva Européia 99 que estabeleceu o
monitoramento de zoonoses e agentes zoonoticos pelos Estados Membros da
Comunidade Européia em todos os estagios de producdo dos alimentos e
incluiu o Campylobacter entre esses agentes. No ano de 2007, a preocupacao
com contaminacfes por Campylobacter levou a Unidao Européia, mediante a
Diretiva 516, a conceder apoio financeiro aos Estados Membros para o

desenvolvimento de pesquisas de deteccdo, confirmacdo, contagem e
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suscetibilidade a antibiéticos de Campylobacter nas granjas e na linha de abate
de frango.

A relevancia atual do género Campylobacter como agente etiologico das
infeccbes de origem alimentar e a necessidade de maior conhecimento
relacionado a incidéncia deste patdégeno em carne suina no Brasil tornam o
estudo de sua prevaléncia, dos locais de ocorréncia da contaminagdo na
cadeia produtiva e das espécies associadas a essa contaminagdo de grande
importancia para o setor de carne suina e para a saude publica.

Neste contexto, o presente trabalho objetivou a investigacdo da
prevaléncia de Campylobacter termofilico na linha industrial de producdo de
carne suina, desde o abate dos animais até o inicio do processo de

espostejamento.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

Para o presente estudo foram coletadas 259 amostras de carcacas
suinas em um abatedouro de suinos com Servico de Inspecdo Federal
localizado no Estado de Santa Catarina. As amostras foram coletadas de 37
carcacas suinas em 07 diferentes etapas da linha de abate durante o periodo
de janeiro a julho de 2009.

O processo de abate de suinos € composto por diversas etapas que tém
como objetivo a reducdo no nivel de patdgenos presentes no inicio da
operacdo, garantindo assim um produto de qualidade para o consumidor. As
principais etapas da linha industrial de abate de suinos séo insensibilizacéo,
sangria, escaldagem (62C a 72C por 2 a 5 minutos), depilagéo,
chamuscamento, toalete, evisceracdo, divisdo longitudinal da carcaca,
classificacéo e refrigeracao (7C).

Na linha de abate de suinos, a coleta de amostras foi realizada nas
seguintes etapas (Figura 1):

a) apoés a insensibilizacdo e corte para sangria dos animais;

b) apos a depilacdo mecanica das carcacas;

c) ap6s o chamuscamento das carcacas,
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d) ap0s a evisceracao das carcacas;
e) apods a lavagem das carcacas;
f) apds o resfriamento das carcagas;

g) apos o corte do quarto traseiro da carcaca (inicio do espostejamento)

A escolha dos pontos de coleta de amostras entre as diferentes etapas
do abate de suinos baseou-se na definicdo desses pontos como criticos para o
controle de contaminantes microbianos no abate de suinos no local avaliado. A
coleta das amostras ao longo da linha de abate objetivou a avaliacdo da
capacidade de controle de Campylobacter em cada etapa do processo no

frigorifico estudado.
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RECEPCAO DOS MANEJO PRE - i 1 SANGRIA ESCALDAGEM
SUINOS | apate — INSENSSIBILZACAD |—s —
3° CHAMUSCADOR | — CHICOTE SECADOR |+— TEE[}J{ESS'QAO bo + FRE-TOALETE  |+—| 2° DEPILAGAO
CHICOTE UMIDO | —» TOALETE . OWlRDESﬂOQAO Do s LAVAGEM — OCLUSAC DO RETD
DESPREMDIMENTC INSPECAQ DA ABERTURA DO TORAX DESMUCAMENTD DA AMARRACAO DO
DAS VISERAS - CABEGA +—|E ABDAMEN + EI,*:JBGEUQAA ESOLTURADA |+—| RETO
4* REMOGAD DAS . REPARTIGAD DA INSPEGAD DA REMOGAQ DAS PATAS, RETIRADA DA
VISCERAS CARCACA (SERRA) ) CARCACA ) DA CABECGA E DO RABD GORDURA (BAMHA)
f° RESFRIAMENTO E . CARIMBD DA TIFIFICACED E RETIRADA DA “"
C. ACONDICIONAMENTO [ 2P LAtietel —— CARCACA *+—|  PESAGEM - MEDILILA,
7° PROCESSAMENTO
(CORTE E MATERIA- PRIMA)

Figura 1 — Etapas selecionadas para coleta de amostras no processo de abate de suinos (etapas identificadas pela cor verde).
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2.2 METODOS

2.2.1 Procedimento de coleta de amostras

As amostras foram coletadas utilizando-se um delimitador de superficie
de 100 cm?, esterilizavel por flambagem em alcool comercial 96 GL, mediante
esfregaco com swab (tipo esponja). De cada carcaca foi amostrada uma area
de 400 cm? compreendida pelas regides do lombo, pernil, papada e paleta
(Figura 2) (1 swab/ 400 cm?). Imediatamente apés a coleta das amostras, 0s
swabs foram acondicionados em sacos plasticos (Allzip) contendo &agua
peptonada tamponada 0,1% no volume de 400 mL. Toda metodologia de coleta
seguiu as recomendacdes da Diretiva 2001/471/CE da Unidao Européia para

coleta de amostras para microbiologia em carcacgas suinas.

Figura 2 — Regides da carcaca suina (em verde) utilizadas para a coleta de amostras.

2.2.2 Andlise quantitativa de Campylobacter termofilico

O numero de células de Campylobacter termofilico foi determinado
utilizando placas de agar Bolton modificado (ABM) (FRANCHIN et al., 2005).
As placas foram inoculadas com 0,4 mL da amostra diluida em agua peptonada
0,1% com o auxilio de uma alca de Drigalski e incubadas a 42+ 0,5C por 24 a

48 horas sob atmosfera microaerdfila (5% O,, 10% CO, e 85% N).
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As colbnias tipicas crescidas no agar Bolton modificado que
apresentavam coloragdo marrom e brilho metalizado dourado, de forma
arredondada, pequenas e com bordas bem definidas (Figura 3), foram
selecionadas para a realizacdo de testes de motilidade, morfologia (ao
microscopico de contraste de fase), oxidase e catalase, segundo
recomendacdo da ISO 10272-2:2006 (E) (Diretiva 2007/516/EC da Unido
Européia).

As colbnias que apresentaram crescimento tipico, morfologia
caracteristica de formato de asa de gaivota ao microscépio, motilidade com
movimentos em saca rolhas e oxidase positiva foram consideradas como
pertencentes ao género Campylobacter. A partir da confirmacdo das colbnias

tipicas, procedeu-se a contagem e a expressao dos resultados em UFC/ cm?.

Figura 3 - Colbnias caracteristicas de Campylobacter sp. cultivadas em &agar Bolton
modificado.

2.2.3 Andlise qualitativa de Campylobacter sp. termofilico

Para verificar a presenca de Campylobacter sp. nas amostras, a partir

das amostras coletadas por swab e diluidas em &gua peptonada tamponada
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0,1% no volume de 400 mL, procedeu-se pré-enriquecimento pela transferéncia
de 2 mL das amostras diluidas para caldo Bolton acrescido de suplemento
seletivo SR 208E (Oxoid), os quais foram incubados inicialmente a 36 + 0,5C
por 4 horas, seguida de nova incubacéo a 42 + 0,5C por 44 horas, ambas em
atmosfera modificada (FRANCHIN et al., 2005).

Apés a incubacdo, com o auxilio de alga de platina, transferiu-se uma
alcada da cultura de pré enriguecimento para placas de ABM e incubou-se a 42
+ 0,5C por 20 a 44 horas sob atmosfera microaerofila. Apos a incubacao,
procedeu-se a selecdo de colbnias tipicas de acordo com as caracteristicas
macroscopicas e microscépicas descritas anteriormente para confirmagdo do
resultado, que foi expresso como presenca ou auséncia de Campylobacter sp.

O uso de ambos os meétodos, quantitativo e qualitativo, para a
determinacdo de Campylobacter nas amostras avaliadas deveu-se a grande
sensibilidade do micro-organismo as condi¢des de cultivo em laboratério, o que
torna dificil seu isolamento e contagem. Neste sentido, o emprego de pré-
enriguecimento e de isolamento direto em agar permitem recuperar células
injuriadas e inibir micro-organismos competidores, possibilitando determinar a
contaminagao das amostras com maior fidelidade.

As metodologias utilizadas para a determinacao quantitativa e qualitativa
de Campylobacter sp. estdo apresentadas na Figura 4.
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Campylobacter sp.

Analise Qualitativa Analise Quantitativa

400 cm® de amostra + 400 mL de dgua peptonada 1%

Incubagdo a 3620,5°Cpor 4 horas
\| seguida de nova incubagdo a 42+
0,5°Cpor 44 horas em amostras
modificada

Caldo Bolton Agar Bolton Modificado

Incubagéoa 36  0,6°C por 4 horas,
seguida de novaincubagio ad2
05°C por 44 horas em atmosfera

modificada
Selegdo e contagem das
colbnias tipicas

Agar Bolton Modificado

l

Selegdo e contagem das
coldnias tipicas

Figura 4 — Metodologias utilizadas para a determinacdo quantitativa e qualitativa de

Campylobacter sp.

3 RESULTADOS

Das 37 carcacas avaliadas, 5 (13,5%) apresentaram contaminagao por
bactérias do género Campylobacter ou similar em uma das etapas de coleta na
linha de abate e 2 carcacas (5,4%) apresentaram contaminacdo em mais de
uma etapa de coleta.

Em relagdo ao numero total de amostras contaminadas, das 259
amostras, somente 9 (3,5%) apresentaram crescimento bacteriano nos meios
especificos para Campylobacter sp. (Tabela 1), sendo provenientes de 7
carcacas (18,9%) das 37 analisadas.



54

Tabela 1 — Prevaléncia de Campylobacter sp. em um total de 259 amostras coletadas em

diferentes pontos da linha de abate de suinos.

Etapa de coleta de amostra N°isolados  Frequéncia (%)
P6s insensibilizacao 2 0,8%

Pos depilacéo 5 1,9%

Pés chamuscamento 1 0,4%

Pos evisceracao 0 0%

Pos lavagem das carcacas 0 0%

Pos refrigeracéo 1 0,4%

Pés corte do quarto traseiro 0 0%

Total de amostras positivas para

Campylobacter sp. 9 3,5%

O 2° ponto de coleta de amostras, ap0s a depilacdo mecanica das
carcacas, mostrou ser a etapa de abate que apresentou a maior frequiéncia de
contaminacao. Das 9 amostras contaminadas por Campylobacter sp. ou género
similar, 5 (55,6%) foram isoladas nessa etapa de abate. Das demais amostras
contaminadas, 2 foram obtidas no 1° ponto de coleta (22,2%), apoés
insensibilizacdo e sangria, uma no 3° ponto de coleta (11,1%), apos
chamuscamento e uma no 6° ponto de coleta (11,1%) apds resfriamento
(Figura 5).

O Apés insensibilizagcao

O Apés depilagdo
0O Apdés chamuscamento

0O Apoés refrigeragéo

Figura 5 — Frequéncia de contaminacao por Campylobacter sp. em diferentes pontos de coleta

da linha de abate de suinos.
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Dos 9 isolados, 7 foram detectados pelo método qualitativo e 2 pelo
método quantitativo. Os dois isolados detectados pelo método quantitativo
foram obtidos de etapas diferentes da linha de abate, um isolado foi
proveniente do 2° ponto (pos depilacédo) e apresento u contagem de 2,5 UFC/
cm? e o outro isolado, originario do 6° ponto (p6s refrigeracéo), mostrou valor
de 150 UFC/ cm® Todas as demais amostras submetidas & contagem de
Campylobacter sp. (determinacdo quantitativa) mostraram contagens inferiores

a 2,5 UFC/ cm? de células viaveis.

4 DISCUSSAO

A prevaléncia de Campylobacter sp. em amostras suinas coletadas em
abatedouros e no varejo geralmente € baixa, especialmente quando
comparada a amostras coletadas de aves, peru e de carne ovina e aponta
resultados semelhantes em amostras originarias de bovinos (INGLIS et al.,
2005; MAYHOFER et al. 2005).

Ghafir et al. (2007) verificaram a ocorréncia de Campylobacter sp. em
71,9% das carcacas de frango e em 3,3% das carcagas bovinas pesquisadas.
Entretanto, o nivel de prevaléncia observado por Ono et al. (1999)
compreendeu 27,9% das carcacas de frango e nao houve registro nas
amostras bovinas.

Oyarzabal et al. (2007), Takahashi et al. (2006) e Mayrhofer et al. (2004)
verificaram alta frequéncia de contaminacao por Campylobacter sp. (65%, 50%
e 51%, respectivamente) em carne de frango. Mayrhofer et al. (2004) também
observaram elevados indices de prevaléncia de Campylobacter sp. em
amostras de peru (53%).

Variagdes na prevaléncia também podem ser observadas em amostras
obtidas de carcacas ovinas como verificado por Acik et al. (2006) que
registraram ocorréncia em 63,8% das carcacgas, enquanto Zweifel et al. (2004)
relataram apenas 17,5% de contaminacgao pelo género Campylobacter.

No presente trabalho verificou-se prevaléncia de 3,5% de Campylobacter
sp. em 259 amostras suinas coletadas. Little et al. (2008) e Mayrhofer et al.

(2004) encontraram niveis de contaminacdao proximos, 5% e 2,4%
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respectivamente, enquanto Ono et al. (1999) nao registraram contaminacao por
este micro-organismo em amostras suinas coletadas em abatedouro.

Das 37 carcagas suinas avaliadas no presente estudo, observou-se
contaminagao por Campylobacter sp. em 7 carcacas (18,9%). Ghafir et al.
(2008) verificaram contaminacdo de carcacas suinas por Campylobacter sp.
semelhante & encontrada no presente trabalho, com porcentual de 17% no
periodo entre 1997 a 1999 em estudo realizado na Bélgica.

Assim como nas outras espécies animais, 0s niveis de contaminacao por
Campylobacter sp. na espécie suina mostram grande variacdo conforme a
localidade pesquisada. Na Itélia, Pezzotti et al. (2003) detectaram 63,5% das
amostras de suinos contaminadas por Campylobacter sp. Humphrey et al.
(2007) analisaram dados de 21 diferentes paises e verificaram baixos valores
de prevaléncia (5,1%). Valores semelhantes de prevaléncia em carne suina
foram registrados por Whyte et al. (2004) na Irlanda, por Mayrhofer et al. (2004)
na Austria e por Little et al. (2008) no Reino Unido.

Porém, em amostras de visceras de suinos (figado, coracédo, rins e
intestinos), Little et al. (2008) observaram contaminacdo por micro-organismos
do género Campylobacter quase quatro vezes superior (18,3%) a encontrada
na carne dos mesmos animais.

Nesbakken et al. (2003) relataram frequéncia de contaminacdo ainda
maior, associada aos intestinos (100%) e as tonsilas (66,7%) em amostras
coletadas em abatedouro de suinos na Noruega. Na Franca, Payot et al. (2004)
confirmaram que de 240 amostras estomacais coletadas no abate dos suinos,
metade apresentou-se contaminada por Campylobacter sp..

A linha de processamento de suinos € considerada um sistema com
diversas oportunidades para a ocorréncia da contaminacdo da carcagca por
bactérias patogénicas, ndo contendo nenhuma etapa que possa ser
considerada completamente livre de perigo, podendo a contaminacdo ser
controlada apenas pela aplicacdo de procedimentos seguros de abate (BORCH
et al., 1996).

Neste estudo, do total de isolados de Campylobacter, 55,6% foram
isolados apdés depilagédo, 22,2% apos insensibilizacdo e sangria, 11,1% apos
chamuscamento e 11,1% apds resfriamento. Esses resultados indicaram que a

contaminagao por Campylobacter ficou restrita a algumas etapas do abate de
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suinos, nao sendo detectada apds a evisceracao, lavagem e corte do quarto
traseiro, que consistiu na etapa final do processamento das carcacas.

A contaminacdo observada apés a sangria pode ter sido originaria de
contaminagcdes cruzadas, a partir de cepas habitantes do trato intestinal do
suino abatido ou de outros suinos, uma vez que diferentes graus de
contaminacao por Campylobacter foram registrados nas fezes desses animais
por varios pesquisadores. Além disso, no momento da realizagdo do corte para
a sangria, a faca mal higienizada também pode servir como carreador de
micro-organismos patogénicos entre as carcacas, ou 0 sangue liberado pode
escorrer pela superficie do animal e entrar em contato com micro-organismos
oriundos de procedimentos anteriores (PARDI et al., 2006).

Ono et al. (1999) observaram que a contaminagdao por Campylobacter
atingiu 95,1% das amostras de fezes suinas analisadas. Adesiyun e Krishnan
(1995) obtiveram valores de 54% de prevaléncia de Campylobacter sp. nas
amostras obtidas em Trindade. Campos (2006) observou a presenca do género
Campylobacter em 26,6% das amostras (120 amostras) de fezes obtidas
diretamente da ampola retal de suinos em 4 abatedouros do estado de S&o
Paulo. Entretanto, Modolo et al. (1999) relataram contaminacdo de 77% de
Campylobacter em fezes de suinos no Brasil.

A depilagcdo mecéanica das carcacas, que compreendeu ao 2° ponto de
coleta de amostras, apresentou a maior freqiiéncia de contaminacéo (55,6%)
entre as etapas de abate de suinos avaliadas.

Previamente a depilacdo mecénica, as carcagas suinas sao submetidas
a escalda, que promove o afrouxamento dos foliculos pilosos facilitando a
retirada das cerdas da pele na depilacdo. A alta frequéncia de contaminacao
observada ap0s a execucdo desses procedimentos pode ser ocasionada pela
baixa renovacdo da agua do tanque de escalda ou pelo controle deficiente da
sua temperatura. No Brasil, a escalda das carcacas suinas deve ser realizada
com agua a temperatura entre 62 a 72°C pelo tempo de 2 a 5 minutos, sendo
mantida a integridade da pele. Além disso, exige-se 0 esvaziamento
sistematico do tanque de escalda e sua higienizacdo (BRASIL, 1995).

Outro fator importante para a ocorréncia de contaminagdo por
Campylobacter nas carcacas apos a depilacdo esta relacionado ao tipo de

material utilizado nos dedos da depiladora, os quais por serem de borracha,
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nao podem ser removidos para a limpeza e desinfec¢éo, facilitando o acumulo
de residuos propiciando o desenvolvimento de micro-organismos.

Nesta pesquisa, apenas uma amostra apresentou contaminacdo no 6°
ponto de coleta correspondente a refrigeracdo das carcacas e uma amostra no
3°ponto de coleta, apds 0 chamuscamento.

Campos (2006) também avaliou a ocorréncia de Campylobacter em
esfregacos de carcacgas suinas apos a refrigeracdo e verificou que todas as
amostras foram negativas para esse género de micro-organismo. Esses
resultados indicaram que apesar da elevada frequéncia de isolamento de
Campylobacter nas fezes suinas, esses micro-organismos nao foram
encontrados apods a refrigeracdo das carcagas, sugerindo que o0 processo de
industrializacdo de suinos durante as etapas de abate reduziram o numero
inicial de células viaveis de Campylobacter encontradas nas fezes.

Em pesquisa com carcacas de frango no Japdo, Ono e Yamamoto
(1999) também nd&o registraram a ocorréncia de Campylobacter apos a
refrigeracdo em avaliacdes realizadas em 1994, 1995 e 1996.

Gebreyes et al. (2005) notaram, em seu estudo, que entre os isolados de
Campylobacter obtidos ao longo da linha de abate de aves, 2,3% deles eram
originarios da coleta apoés a refrigeracdo das carcacas.

Gill e Bryant (1993) em pesquisa realizada em duas plantas de
processamento de suinos registraram contagens de 30 a 70 UFC/ cm? em
amostras coletadas ap6s a depilacdo e de 1 a 6 UFC/ cm? nas amostras
obtidas ap6s o chamuscamento e toalete das carcacgas. Baixa contaminagao
por Campylobacter também foi verificada no presente estudo, para o qual
foram observados valores inferiores a 2,5 UFC/ cm? em 99,2% das amostras
analisadas. Somente 2 amostras mostraram contagem superior, com valores
de 2,5 UFC/ cm? em amostra coletada ap6s a depilacdo e 150 UFC/ cm? em
amostra coletada apos a refrigeracéao.

Ghafir et al. (2008) encontraram contagens variando de <1 UFC/ 600cm?
a >249 UFC/ 600cm? em amostras de carcacas suinas coletadas logo ap6s o
abate.

Devido a classificacdo de Campylobacter como um patdégeno humano
emergente e dos estudos epidemiolégicos serem recentes, ainda nédo foram

estabelecidos padrdes legais, tanto no Brasil como em outros paises, para a
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presenca de Campylobacter nos alimentos. Contudo, por se tratar de um
patégeno de grande impacto na saude publica e no comércio de alimentos, €
provavel que o padrdo microbiolégico para Campylobacter em carnes seja
definido em semelhanca ao de patdogenos como Salmonella e Listeria
monocytogenes, para 0s guais exige-se a auséncia em 25g de amostra, visto
gue segundo Adams e Moss (1997) e Silva et al. (2007), a dose infectiva é
baixa, estimando-se que a ingestdo de 400 a 500 células possa provocar a
doenca.

Considera-se fonte de contaminacdo de Campylobacter para o ser
humano, o contato direto com animais portadores, o consumo de agua e
alimentos de origem animal contaminados, geralmente a ingestdo de carnes
cruas ou mal passadas de aves, suinos e bovinos e de leite ndo pasteurizado.
Neste sentido, apesar da baixa frequéncia e contagem de Campylobacter nas
amostras estudadas ndo se pode descartar ou desprezar o risco de

contaminacao por Campylobacter pelo consumo de carne suina.

5 CONCLUSAO

A frequéncia de isolamento de Campylobacter nas amostras obtidas de
carcacas suinas no frigorifico avaliado foi baixa (3,5%), ficando restrita a
algumas etapas do abate como a insensibilizacdo, depilagdo, chamuscamento
e refrigeracdo, ndo sendo detectada na etapa final do processamento das
carcacas (corte do quarto traseiro).

A etapa da linha do abate que apresentou a maior frequéncia de
contaminagao por Campylobacter foi a depilagdo mecanica das carcacas,
provavelmente devido a deficiéncias de higienizacdo do equipamento,
promovendo contaminac¢des cruzadas.

Pela andlise guantitativa, somente duas amostras mostraram contagem
de Campylobacter superior a 2,5 UFC/ cm?, com valores que variaram de 2,5 a
150 UFC/ cm?.

Apesar do baixo numero de células viaveis de Campylobacter e da baixa
frequéncia de isolamento nas amostras avaliadas, o risco de contaminag&ao por
Campylobacter pelo consumo de carne suina ndo deve ser desprezado, visto

tratar-se de patégeno humano emergente.
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RESUMO- O género Campylobacter € um relevante agente etioldgico de
infeccbes de origem alimentar e tem chamado a atencdo devido a resisténcia
antimicrobiana. Essa resisténcia pode estar relacionada ao uso de antibioticos
nos animais de producdo, como preventivo de enfermidades ou como
promotores de crescimento. Devido a importancia atual de Campylobacter para
a saude publica, o presente trabalho teve como objetivo identificar as cepas de
Campylobacter isoladas de suinos durante o abate e verificar a resisténcia
dessas cepas a antibidticos usualmente empregados no tratamento humano.
De um total de 259 amostras coletadas apenas 9 isolados foram detectados
nos meios especificos para Campylobacter sp. Desses isolados foram
identificadas por sistema bioquimico e enzimatico, cepas dos géneros
Campylobacter e Arcobacter, sendo 3 pertencentes a espécie Campylobacter
jejuni subsp. Jejuni, 3 Campylobacter coli, 2 Campylobacter jejuni subsp. Doylei
e 1 Arcobacter cryoaerophilus. Contudo, na identificacdo genotipica dessas
cepas, todas foram identificadas como pertencentes ao género Campylobacter.
Todos os isolados das carcacas amostradas apresentaram multi-resisténcia
antimicrobiana, sendo resistentes a cefalotina, clindamicina, ciprofloxacina,
acido nalidixico, norfloxacina, tetraciclina, trimetropina e gentamicina e
estreptomicina, podendo representar perigo para a saude publica. Apenas 3
antimicrobianos, amoxicilina associada a acido clavulanico, ampicilina e
cloranfenicol mostraram inibicdo a todos os isolados. Os resultados obtidos
mostraram que apesar da baixa frequéncia de isolamento de Campylobacter
nas amostras avaliadas, todas as cepas apresentaram muti-resisténcia
antimicrobiana e que por tratar-se de patdgeno humano emergente, o risco de
contaminacao por Campylobacter pelo consumo de carne suina ndo deve ser
desprezado.
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Palavras-chave : Campylobacter sp., resisténcia antimicrobiana, reacdo de
polimerase em cadeia

ABSTRACT -. The genus Campylobacter is considered by the World Health
Organization and the World Organization for Animal Health the priority for
monitoring in food of animal origin, mainly poultry and pork. In addition to its
relevance as a agent of food-borne infections, the genus Campylobacter has
drawn attention due to its antimicrobial resistance. This resistance may be
related to the use of antibiotics in farm animals, as a preventive of disease or as
growth promoters. Given the current importance of Campylobacter to public
health, this study aimed to identify the strains of Campylobacter isolated from
pigs during slaughter and check the resistance of these strains to antibiotics
usually used to treat humans. Of 259 samples 9 strains of Campylobacter were
isolated. The identification of isolates by phenotypic method showed strains
belonging to the genus Campylobacter and Arcobacter and species
Campylobacter jejuni subsp. Jejuni, Campylobacter coli, Campylobacter jejuni
subsp. Doyle and Arcobacter cryoaerophilus. However, after PCR genotyping
all isolates were identified as belonging to the genus Campylobacter. All
isolates showed resistance to cephalothin, clindamycin, ciprofloxacin,
gentamicin, nalidixic acid, norfloxacin, tetracycline, trimethoprim and
streptomycin. Only 3 antimicrobials, amoxicillin combined with clavulanic acid,
ampicillin and chloramphenicol, showed inhibition of all isolates. Campylobacter
contamination of pig carcasses was low in the slaughterhouse evaluated, but all
isolates showed multidrug resistance, which may represent a hazard to public
health.

Keywords : Campylobacter, antimicrobial resistance to antibiotics, polimerase

chain reaction
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1 INTRODUCAO

A ocorréncia de Campylobacter em alimentos tém sido frequentemente
relatada, principalmente em alimentos produzidos em paises industrializados.

hY

Devido a alta incidéncia de Campylobacter nos alimentos, esse género de
micro-organismo € atualmente considerado o maior causador de diarréias
agudas de origem alimentar na populacdo européia (GHAFIR et al., 2007;
HUMPHREY et al., 2007).

Os produtos de origem animal, especialmente as carnes de frango,
suina e bovina sédo reconhecidos como veiculos primarios de contaminagéo por
Campylobacter, visto que esse género € considerado comensal do trato
intestinal desses animais (ACIK; CETINKAYA, 2006).

O género Campylobacter € comumente encontrado no trato intestinal
dos suinos, sendo que as carcacas suinas mostram-se mais freqientemente
contaminadas por este micro-organismo do que carcagas bovinas ou ovinas
(NESBAKKEN et al., 2004).

Além de apresentar-se cada vez comum como causa de moléstias aos
humanos, o género Campylobacter tem chamado a atencdo por possuir
resisténcia a medicamentos tradicionalmente usados no tratamento de
enfermidades humanas (PEZZOTTI et al.,, 2003), sendo essa a maior
preocupacao atual com a campilobacteriose. A resisténcia antimicrobiana €&
relacionada ao uso de antibidticos para tratamento e prevencdo de
enfermidades nos animais criados sob sistema intensivo e também a larga
utilizacdo dessas drogas no tratamento de infeccdes sistémicas e diarréias
cronicas em humanos. Desta forma, os alimentos de origem animal podem
representar um veiculo para a transmissdo de Campylobacter resistente aos
humanos.

Devido & ampla distribuicdo do Campylobacter no mundo, diferentes
indices de resisténcia sdo observados em diversos paises. Em estudo
realizado na Coréia do Sul por Han et al. (2007), cepas de Campylobacter
jejuni encontradas em amostras de carne de frango crua apresentaram-se
resistentes a tetraciclina, ao acido nalidixico, & ampicilina e a ciprofloxacina.
Segundo Shin e Lee (2007), os valores de resisténcia de Campylobacter a

cada tipo de antibiético variam entre os diferentes paises. Para a gentamicina,
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nao foi encontrada resisténcia nos isolados de humanos da Alemanha,
Dinamarca e Suécia, porém mais de 20% das cepas isoladas de humanos do
Japao, Espanha e Franga apresentaram resisténcia a esse medicamento.

Recentemente, métodos moleculares sdo propostos como alternativa
aos métodos sorolégicos para a tipificagdo de Campylobacter (ERTAS et al.,
2004). Com a crescente necessidade de se identificar e confirmar os isolados
de amostras oriundas de alimentos, a aplicagdo de testes baseados em
reacoes de polimerase em cadeia (PCR) sdo atrativos por apresentarem facil
preparo, baixo custo em relacdo a mao-de-obra e rapida obtencdo dos
resultados (LAGIER et al.,, 2004). A andlise pela reacdo de polimerase em
cadeia (PCR) é altamente indicada, pois ela permite, com maior confiabilidade,
registrar a presenca e identificar o micro-organismo estudado.

Diante da relevancia atual do género Campylobacter como agente
etiolégico das infecgBes de origem alimentar, o objetivo do presente trabalho foi
identificar as cepas de Campylobacter encontradas durante o processo de
abate de suinos e verificar a resisténcia dessas cepas a antibioticos

usualmente empregados no tratamento humano.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 PLANO DE COLETA DE AMOSTRAS

Para o presente estudo foram coletadas 259 amostras de carcacas
suinas em um abatedouro de suinos com Servico de Inspecdo Federal
localizado no Estado de Santa Catarina. As amostras foram coletadas de 37
carcagas suinas em 07 diferentes etapas da linha de abate durante o periodo
de janeiro a julho de 2009.

A linha industrial de abate de suinos é constituida pelas etapas de
insensibilizacdo, sangria, escaldagem (62 a 72T por 2 a 5 minutos), depilacao,
chamuscamento, toalete, evisceracdo, divisdo longitudinal da carcaca,
classificacao e refrigeracdo (7<C).

As etapas de coleta de amostras na linha de abate de suinos utilizadas
neste trabalho compreenderam as seguintes operacdes (Figura 1):

a) apos a insensibilizacdo e corte para sangria dos animais;
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b) apos a depilacdo mecanica das carcacas;

c) apos o chamuscamento das carcagas,

d) apds a evisceracao das carcagas;

e) apos a lavagem das carcacas;

f) apoOs o resfriamento das carcacas;

g) apods o corte do quarto traseiro da carcaca (inicio do espostejamento)

A escolha dos pontos de coleta baseou-se na definicdo desses pontos
como criticos para o controle de contaminantes microbianos no abate de

suinos no local avaliado.



RECERGAQ DOS MANEJO PRE - i T SANGRIA ESCALDAGEM
SUINOS — ABATE — INSENSSIEILIZACAD |— —
3 CHAMUSCADOR | CHICOTE SECADOR |+— TENE[};{ESS@AO bo e PRE-TOALETE  |«—| 2% DEPILAGAQ
CHICOTE UMIDO | — TOALETE — OUV‘T"DES“OQAO Do LAVAGEM — OCLUSAQD DO RETO
DESPRENDIMENTO INSFEGAC DA ABERTURA DO TORAX DESNUCAMENTO DA AMARRAGAD DO
DAS VISERAS - CABEGA +—|E ABDOMEM I E&%EU@AA ESOLTURADA |+—| RETO
4 REMOGAO DAS , REPARTICAD DA INSPEGAD DA REMOGAD DAS PATAS, RETIRADA DA,
VISCERAS CARCAGA (SERRA) - CARCACA —*| DA CABEGAE DO RABO > GORDURA (BANHA)
B° RESFRIAMENTO E . CARIMBO DA TIPIFICAGAD E RETIRADA DA
ACONDICIONAMENTO [+ SRlat — CARCACA *—|  PESAGEM N MEDILILA

7 PROCESSAMENTO
(CORTE E MATERIA- PRIMA)

Figura 1 — Fluxograma do processo abate de suinos com as etapas selecionadas para coleta de amostras em destaque.
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2.2 ISOLAMENTO BACTERIANO

O isolamento das cepas de Campylobacter sp. das amostras coletadas
foi realizado mediante duas metodologias (Figura 2). Em uma delas, procedeu-
se o pré-enriguecimento da amostra em caldo Bolton, acrescido de suplemento
seletivo SR 208E (Oxoid) para a posterior transferéncia em &gar Bolton
modificado (ABM). No segundo método, a amostra foi transferida diretamente
para placas contendo agar Bolton modificado (ABM). Em ambas as
metodologias de isolamento, a incubacdo dos meios de cultura foi realizada
sob atmosfera microaerdfila a temperatura de 42 + 0,5C por 24 a 48 horas
(FRANCHIN et al., 2005). Apés a incubacdo, as coldnias que apresentaram
crescimento tipico, morfologia caracteristica (formato de asa de gaivota),
motilidade de movimentos em saca rolhas e oxidase positiva foram

consideradas como pertencentes ao género Campylobacter.

Campylobacter sp.

Analise Qualitativa Analise Quantitativa

400 cm® de amostra + 400 mL de dgua peptonada 1%

Incubagédo a 362£0,5°C por 4 horas
\| seguida de nova incubagdo a 42+
0,5°Cpor 44 horas em amostras
modificada

Caldo Baolton Agar Bolton Modificado

Incubagéoa 36 + 05°C por 4 horas,
seguida de novaincubagioad2
05°C por 44 horas em atmosfera
modificada
Selegéio e contagem das
coldnias tipicas
Agar Bolton Modificado
Selegédo e contagem das
coldnias tipicas
Figura 2 — Metodologias utilizadas para a determinacdo quantitativa e qualitativa de

Campylobacter.
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2.3 IDENTIFICACAO DAS CEPAS ISOLADAS

2.3.1 Identificacao bioquimica por APl Campy

Para identificacdo das cepas de Campylobacter sp., utilizou-se o sistema
bioguimico e enzimatico APl Campy (BioMériux®). O procedimento de
identificacdo iniciou-se pela transferéncia das colbnias tipicas para placas
contendo agar sangue (NewProv) que foram incubadas por 24 a 48 horas a
temperatura 42 + 0,5C em atmosfera microaerofila. As cepas isoladas no agar
sangue foram transferidas para diluente proprio do sistema APl Campy
(BioMériux®) em densidade correspondente a numero 6 da escala de
McFarland (ProBac) para posterior inoculacdo dessas nas galerias de testes.

O sistema APl Campy (BioMériux®) consiste em um conjunto de 20
testes bioquimicos e enziméticos para confirmacdo de espécies de
Campylobacter sp., dos quais fazem parte as provas de urease (URE), reducéo
dos nitratos (NIT), esterase (EST), reducédo de hipurato (HIP), gama glutamil
transferase (GGT), reducéo do cloreto de trifenil-tetrazolium (TTC), pirrolidonil
arilamilase (PyrA), L-arginina arilamidase (ArgA), L-aspartato arilamidase
(AspA), fosfatase alcalina (PAL), producdo de H,S (H.S), assimilacdo de D-
glucose (GLU), de succinato de sodio (SUT), de acetato de sédio (ACE), de
propionato (PROP), de malato (MLT) e de citrato trissédico (CIT); sensibilidade
a eritromicina (ERO), resisténcia ao acido nalidixico (NAL) e a cefazolina de
sédio (CF2).

Uma cepa padrdao de Campylobacter jejuni subsp. Jejuni (Remel)
também foi submetida ao processo de identificacdo descrito anteriormente
como controle positivo da analise microbiolégica e para confirmacdo da

acuracia do teste.

2.3.2 ldentificacdo molecular por PCR em tempo real

Para a confirmacédo genotipica do género Campylobacter nos isolados
identificados pelo sistema bioquimico foram utilizados o kits NewGene Prep
(Simbios) e NewGene Preamp (Simbios) para a extracdo do DNA das cepas e

a enzima Taq polimerase, o Kit Master Mix Campylobacter (Simbios) contendo
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tampdo, dNTP’s, &gua, primers e sonda, segundo as instru¢des do fabricante,
para a reacao de polimerase em cadeia (PCR) em tempo real.

Para a reacdo de polimerase em cadeia, foram adicionados em um
microtubo 2 pL de DNA extraido das cepas e 28 pL do Master Mix com Taq
polimerase, acondicionando-os em um termociclador Step One Plus (Applied
Biosystems) e procedendo-se 1 ciclo a 95T por 3 minutos e na sequéncia, 40
ciclos a 95T por 15 segundos e a 60T por 1 minuto .

Na técnica de PCR em tempo real ocorre a amplificacdo convencional do
DNA, porém a deteccdo de sua presenca é realizada ao longo dos ciclos. Para
que isso ocorra, uma molécula conhecida como SYBR green ou um
oligonucleotideo marcado com repdrter é adicionado na reacdo e conforme a
amplificacdo ocorre ao final de cada ciclo, um sinal fluorescente é emitido e
captado por um sistema Optico, para entdo ser convertido em um gréafico de
amplificac@o. Através desta técnica, niveis mais altos de sensibilidade séo
atingidos (KIDO; ANDRADE, [2009]).

Para a identificacdo genética por PCR, uma cepa de Campylobacter
jejuni subsp. Jejuni (Remel) foi utilizada como controle positivo e uma prova em
branco, contendo apenas o Kit Master Mix e a enzima Taqg polimerase foi
adotada como controle negativo.

2.4 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

Os isolados identificados como Campylobacter pelo teste bioquimico
foram submetidos a avaliacdo da sensibilidade a antibioticos pela técnica de
disco-difusdo em agar Miller-Hinton com 5% de sangue de carneiro utilizando
a densidade de células de 0,5 na escala de McFarland (ProBac) segundo as
recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2005).

Foram testados antibioticos comumente utilizados no tratamento de
enfermidades humanas como AMC (amoxicilina + ac. clavulanico 10 ug), AMP
(ampicilina 10 pg), CFL (cefalotina 30 pg), CIP (ciprofloxacina 5 pg), CLI
(clindamicina 2 pg), CLO (cloranfenicol 30 pg), EST (estreptomicina 10 ug),
GEN (gentamicina 10 pg), NAL (&cido nalidixico 30 pg), NOR (norfloxacina 10
ug), TET (tetraciclina 30 pg) e TRI (trimetropina 10 pg) (MURRAY 1995;
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TRABULSI et al., 1999; RONNER et al., 2004; Diretiva 2007/516/EC da Unido
Européia; SHIN e LEE, 2007).

A avaliacdo de sensibilidade ou resisténcia dos isolados ao &cido
nalidixico, ampicilina, cefalotina, clindamicina cloranfenicol, ciprofloxacina,
gentamicina, norfloxacina e tetraciclina (Laborclin) foi determinada pela medida
dos halos formados em milimetros seguindo critério proposto para o género
Campylobacter por Huysmans e Turnidge (1997). Para os testes com
amoxicilina associada a &acido clavulanico, estreptomicina e trimetropina
(Laborclin) foram utilizados os padrdes interpretativos de diametro dos halos de
inibicdo para Enterobacteriaceae segundo o Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2005).

3 RESULTADOS

Com relacdo a identificagcdo das col6nias isoladas das amostras, todas
as colbnias que apresentavam caracteristicas tipicas de Campylobacter
(morfologia das células, coloracdo marrom, brilho metalizado, forma
arredondada e bordas bem definidas) foram submetidas as provas de
identificacdo bioquimica e enzimatica pelo sistema APl Campy previamente a
sua confirmacao molecular.

Os resultados obtidos na identificacdo pelo sistema APl Campy
mostraram a probabilidade, em porcentagem, da ocorréncia de géneros e
espécies nas amostras avaliadas pela interpretacdo dos resultados da
atividade bioquimica e enzimatica da cultura testada com o auxilio de um
programa de software fornecido pelo fabricante do teste (BioMérieux®). Essas
provas indicaram a presenca nos isolados dos géneros Campylobacter e

Arcobacter, ambos pertencentes a familia Campylobacteriaceae (Tabela 1).
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Tabela 1 - Resultados da identificacdo pelo sistema APl Campy das culturas isoladas nas

amostras das carcacas suinas de acordo com o perfil bioquimico e enziméatico

apresentado.

Identificacdo  Etapa de Identificagcdo do micro- Probabilidade *

da amostra coleta organismo (%)
92 PD Campylobacter jejuni Doylei 98,2%
129 PD Campylobacter jejuni Jejuni 96,4%
187 Pl Campylobacter coli 99,9%
188 PD Arcobacter cryaerophilus 99,0%
54 PD Campylobacter coli 99,2%
63 PD Campylobacter jejuni Jejuni 98,6%
64 PC Campylobacter coli 99,6%
100 PR Campylobacter jejuni Doylei 97,9%
43 Pl Campylobacter jejuni Jejuni 97,5%

*Probabilidade fornecida pelo sistema APl Campy de identificacdo de espécies.

PD, p6s depilagédo, PI, pds insensibilizacédo, PC, p6s chamuscamento, PR, pos refrigeracao.

Dos 9 isolados, 2 (22,3%) foram identificados pelo sistema APl Campy,
como Campylobacter jejuni subsp. Doylei, 3 (33,3%) como Campylobacter
jejuni subsp. Jejuni, 3 (33,3%) como Campylobacter coli e 1 (11,1%) como
Arcobacter cryaerophilus.

Na confirmacao das cepas pela técnica de PCR em tempo real verificou-
se que todas as culturas isoladas apresentaram DNA cromossémico
compativel com o género Campylobacter com alta correlatividade, uma vez que
todas as amostras apresentaram uma alta compatibilidade com o primer
utilizado e uma rapida replicacdo de seu DNA (Figura 3), indicando que em
todos os isolados havia a presenca de Campylobacter sp.

Esse resultado mostrou diferencas na identificacdo de algumas cepas

entre o0 método bioquimico/enzimatico e o método molecular.
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Figura 3 - Gréfico de reagdo de polimerase em cadeia em tempo real de amostras de carcaca

suina positivas para Campylobacter.

Na Figura 3 é possivel notar que a quantidade de micro-organismos
pertencentes ao género Campylobacter nas amostras avaliada foi alta, uma vez
que em poucos ciclos (eixo x) o nivel de absorcdo (eixo y) aumentou
consideravelmente e atingiu a estabilidade que pode ser verificada a partir do
16° ciclo.

Das 259 amostras de esfrega¢o das carcacas suinas, somente 9 (3,5%)
apresentaram isolados bacterianos nos meios especificos para Campylobacter
sp., 0s quais foram submetidos ao teste de resisténcia a antimicrobianos.

Dos 9 isolados testados, todos apresentaram-se resistentes a 5 (41,7%)
principios ativos antimicrobianos testados, cefalotina, acido nalidixico,
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norfloxacina, tetraciclina e trimetropina. Nos testes com amoxicilina associada
ao acido clavulanico, ampicilina e cloranfenicol todos os 9 isolados (100%)
apresentaram sensibilidade. Para os demais antibidticos testados houve
variacbes de sensibilidade, observando-se que 77,8% de resisténcia a
ciprofloxacina, 44,5% para a gentamicina, 33,3% a estreptomicina e 77,8% a

clindamicina (Figura 4).
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Figura 4 - Frequéncia de resisténcia a antimicrobianos dos isolados de Campylobacter sp.
coletados de carcacas suinas ao longo da linha de abate.
CFL (cefalotina 30 pg), CIP (ciprofloxacina 5 pg), CLI (clindamicina 2 pg), EST
(estreptomicina 10 pg), GEN (gentamicina 10 pg), NAL (acido nalidixico 30 pg),
NOR (norfloxacina 10 pg), TET (tetraciclina 30 pg), TRI (trimetropina 10 pg).
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4 DISCUSSAO

No presente estudo, os isolados foram identificados pelas provas
bioquimicas e enziméticas como Campylobacter jejuni subsp. Jejuni, 33,3%,
Campylobacter coli, 33,3%, Campylobacter jejuni subsp. Doylei, 22,2% e
Arcobacter cryaerophilus, 11,1%.

Segundo Quinn et al. (2005) Campylobacter coli € considerada a espécie
comensal do trato digestivo dos suinos. Hirsh e Zee (2003), Trabulsi et al.
(1999) e Jay (2005) por sua vez, afirmam que Campylobacter jejuni € a espécie
da familia Campylobacteriaceae mais comumente isolada nos mais diversos
animais e produtos de origem animal.

Workman et al. (2008) consideram os suinos como importante fonte de
contaminacgao por C. coli ap6s notarem em seu trabalho, que todos os isolados
oriundos de suinos analisados foram identificados como pertencentes a esta
espécie. A mesma constatacdo foi feita por Shin e Lee (2007) na Coréia
também em pesquisa com suinos.

Porém, varios estudos relatam maior prevaléncia de Campylobacter
jejuni, seguida por Campylobacter coli nos animais de producdo. Bae et al.
(2005) observaram prevaléncia de 34,1% de C. jejuni e 7,7% de C. coli em
amostras bovinas. Zweifel et al. (2004) observaram que 64,9% e 35,1% das
amostras ovinas estudadas continham Campylobacter jejuni e Campylobacter
coli, respectivamente. Acik e Cetinkaya (2006) em pesquisa realizada na
Turquia relataram prevaléncias muito proximas entre C. jejuni (34,1%) e C. coli
(33,1%).

A real eficiéncia das provas bioquimicas e enzimaticas para a
identificacdo de micro-organismos vem sendo contestada, devido a observacéo
de falhas quando estas provas sdo comparadas a resultados de testes
genotipicos. Moran et al. (2009) verificaram que 41 cepas identificadas como
Campylobacter coli pelo sistema fenotipico foram reconhecidas como
Arcobacter butzleri quando aplicados testes genotipicos. Os mesmos
pesquisadores concluiram que submeter a amostra testada a crescimento em
temperatura de 25C sob condi¢cdes microaerdfilas mo strou-se uma técnica
adequada para a confirmacédo de Campylobacter, uma vez que Arcobacter
desenvolve-se bem nesta temperatura ao contrario de Campylobacter.
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No entanto, Reina et al. (1995) e Kuana et al. (2009) consideram o
sistema APl Campy como a melhor opcdo para identificacdo de espécie de
isolados quando sistemas considerados mais eficientes ndo sdo viaveis.

Por outro lado, um dos fatores ligados a identificacbes errbneas pelo
sistema APl Campy esta na dificuldade na leitura dos resultados apresentados
por este teste. On (1996) afirma que apesar do sistema APl Campy possuir
diversos testes para identificacdo um fator agravante € a ndo inclusdo de todas
as espécies de importancia clinica da familia Campylobacteriaceae na lista
relacionada pelo sistema.

Na identificacdo de Campylobacter pelo sistema bioquimico API Campy
em relacdo a outros meétodos Huysmans et al. (1997) relataram que ao
comparar a eficiéncia do sistema APl Campy em relacdo ao método fenotipico
e bioquimico convencional de identificacdo de Campylobacter verificaram 100%
de correlacdo entre os dois sistemas para a identificacdo de C. jejuni. No
entanto, somente 66,6% das cepas de C. lari e 74% das cepas de C. coli foram
identificadas igualmente pelos dois sistemas. Os mesmos autores observaram
identificacdo erronea de C. coli e de C. lari pelo sistema API Campy como
Arcobacter cryaerophilus.

Quando compararam uma forma de identificagdo fenotipica com outra
baseada em métodos moleculares, Steinhauserova et al. (2001) também
apontaram diferencas nos resultados. Nos isolados obtidos de suinos,
engquanto o método fenotipico identificou 3 isolados de C. jejuni e 40 de C. coli,
o método molecular identificou apenas um dos 3 isolados de C. jejuni como
sendo desta espécie, os outros dois foram identificados como C. coli. Dos 40
isolados identificados como C. jejuni fenotipicamente, 38 também foram
confirmados pelo método molecular, porém os demais foram identificados
como C. jejuni. Devido as diferencas na identificacdo entre os dois métodos, os
pesquisadores concluiram que no momento da escolha do método, a melhor
opcéao é avaliar os pontos fracos das metodologias disponiveis a fim de tentar
compensar as falhas.

Desta forma, para uma maior garantia nos resultados On (1996).
recomenda que cepas padrdo do micro-organismo sejam testadas juntamente

com os isolados, uma vez que os métodos de identificacdo de Campylobacter
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ainda precisam de melhorias para garantir uma maior acuracia do resultado
fornecido.

A introducdo de agentes antimicrobianos na terapéutica humana e dos
animais constituiu um grande avanco para o crescimento da populacdo e da
producdo de alimentos. Os primeiros agentes antimicrobianos foram
introduzidos durante os anos 30 e a resisténcia a essas drogas surgiram
gradativamente conforme seu emprego foi sendo difundido. Contudo, nos
altimos dez anos, o isolamento de micro-organismos resistentes a drogas
antimicrobianas utilizadas em animais de producdo tem mostrado grande
repercussao (EFSA, 2008).

Em virtude da classificacdo do Campylobacter como patdégeno humano
emergente, os estudos de seu monitoramento nas cadeias produtivas avicola e
suina sdo recentes. Neste sentido, 0s critérios para os testes de sensibilidade a
antimicrobianos, assim como outros parametros para 0 controle de
Campylobacter ainda ndo foram harmonizados internacionalmente.

Devido a incipiéncia de conhecimentos sobre a resisténcia
antimicrobiana de Campylobacter e da nao definicdo de padrdes de resisténcia
a antibidticos préprios para o género, em muitos paises como 0s pertencentes
a Unido Européia (Diretiva 2007/516/CE) sugere-se a interpretacdo de
resultados utilizando-se padrdes definidos para outros micro-organismos.

Pesquisas relacionadas a sensibilidade a antibiéticos em todo o mundo
mostram diferentes graus de resisténcia para os mesmos antibidticos testados
(GEBREYES et al., 2005; GUEVREMONT et al., 2006; HAN et al., 2007;
ALBAN et al., 2007; ARMI et al., 2007; LITTLE et al., 2008; MORAN et al.,
2009).

Neste estudo observou-se que todos os isolados identificados como
Campylobacter apresentaram resisténcia antimicrobiana a no minimo 5 dos
principios ativos testados, indicando multi-resisténcia a drogas.

A resisténcia a varias drogas em amostras suinas também foi registrada
por demais pesquisadores como Gebreyes et al. (2005) e Guevremont et al.
(2005) e em amostras originarias de outras espécies animais. Little et al. (2008)
em sua pesquisa com bovinos e suinos, Laungtongkum et al. (2006) com aves,
Inglis et al. (2005) com bovinos e Mayrhofer et al. (2004) com bovinos, aves e

suinos.
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Todos o0s isolados apresentaram-se sensiveis ao cloranfenicol,
amoxicilina associada a acido clavulanico e ampicilina. A sensibilidade ao
cloranfenicol por todos os isolados também foi observado por Saenz et al.
(2000) e Guévremont et al. (2006) em amostras de suinos e por Bardon et al.
(2009) e Miflin et al. (2007) em isolados de humanos e de frango,
respectivamente.

Para ampicilina, altos indices de resisténcia foram registrados por Little
et al. (2008) (57,3%) e Saenz et al. (2000) (65,7%) em isolados de amostras
suinas e por Han et al. (2007) (43,1%) e Miflin et al. (2007) (40,8%) em
isolados de amostras de frango ao contrdrio do observado no presente
trabalho, para a qual nenhuma das cepas isoladas mostrou resisténcia.

Por outro lado, o valore de resisténcia a gentamicina (44,5%), nesta
pesquisa, foi alto quando comparado aos obtidos por outros pesquisadores
como Shin e Lee (2007), Guévremont et al. (2006), Little et al. (2008), Saenz et
al. (2000), Pezzotti et al. (2003) e Gebreyes et al. (2005) que observaram
resisténcias de 20,2%, 5%, 0%, 22,2%, 6,25% e 0,2%, respectivamente.

Nos testes realizados com cefalotina, acido nalidixico, norfloxacina,
tetraciclina e trimetropina, todos os isolados mostraram-se resistentes. Sdenz
et al. (2000) também observaram 100% de resisténcia das cepas de
Campylobacter isoladas na Espanha para cefalotina e acido nalidixico e 94,4%
de resisténcia a tetraciclina. Kang et al. (2006) verificaram resisténcia para
acido nalidixico de 91% em isolados de Campylobacter oriundos de carne de
frango.

Bardon et al. (2009) observaram maior resisténcia antimicrobiana em
isolados de C. jejuni de aves do que em isolados da mesma espécie a partir de
fezes de humanos de pacientes com enfermidades intestinais. A Unica excecao
ocorreu para a tetraciclina, com maior frequéncia de resisténcia nas cepas de
origem humana. Os mesmos autores encontraram a maior resisténcia
antimicrobiana de Campylobacter para os antibioticos do grupo das quinolonas.
Neste sentido, observou-se resisténcia a ciprofloxacina em 72% dos isolados
de frangos e 55% dos isolados de origem humana. Esses resultados
assemelham-se aos encontrados no presente trabalho para a resisténcia a
ciprofloxacina (77,8%). Contrariando as altas taxas de resisténcia as

quinolonas por Campylobacter, Miflin et al. (2007) verificaram sensibilidade a
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ciprofloxacina para todas os 152 isolados de Campylobacter de frangos na
Australia, enquanto Inglis et al. (2005) encontraram resisténcia em apenas
0,3% dos isolados de bovinos no Canada.

Em 2006, dados relatados pela European Food Safety Autorithy (EFSA)
indicaram taxa de 57% de resisténcia a ciprofloxacina para cepas de
Campylobacter sp. na lItalia e 53% de resisténcia na Alemanha. As menores
taxas de resisténcia as quinolonas para as cepas de Campylobacter sp.
isoladas de frangos entre os paises da Europa foram observadas nos paises
escandinavos. Na Dinamarca, verificou-se taxa de 7% de resisténcia a esse
grupo de antibidticos ao passo que na Suécia, nenhuma resisténcia a
quinolonas foi encontrada em C. jejuni isolados de frangos (EFSA, 2007).

Essas reduzidas taxas de resisténcia antimicrobiana observadas nos
paises nordicos devem-se principalmente a implantacdo de programas
nacionais de monitoramento de patdgenos em alimentos de origem animal e a
proibicdo do uso de promotores de crescimento nos animais de producao.

Analises de sequenciamento genético de C. coli mostraram que em 64%
dos isolados de suinos, a resisténcia a quinolonas estava associada a mutacéo
no gene GyrA (GUEVREMONT et al., 2006; EFSA, 2008). Muitos autores tém
demonstrado que o uso de antibiéticos na producédo animal tem grande atuagéo
na disseminacdo de genes resistentes a antimicrobianos dos animais aos
humanos (AARESTRUP; WEGENER, 1999; GUEVREMONT et al., 2006).

Devido ao elevado uso de ciprofloxacina no tratamento de infeccbes
humanas, o teste de resisténcia de Campylobacter a esse antibidtico €
particularmente relevante nos programas de monitoramento desse patdgeno
(EFSA, 2008).

A presenca de isolados de Campylobacter resistentes a multiplos
antibidticos em todo o mundo é justificada por diversos pesquisadores como
resultado do uso massivo de antibidticos nas cadeias de producdo animal e
também no tratamento de enfermidades humanas sem a real necessidade de
medicacdo (PEZZOTTI et al., 2003; MAYRHOFER et al., 2004; RONNER et al.,
2004).

Dos 12 antibibticos testados no presente trabalho, 7 deles ndo séo

utilizados em terapias ou profilaxia de doencas no sistema de producédo de



84

suinos da empresa pesquisada, sendo 5 principios, utilizados com alguma das
finalidades citadas.

Dentre os 3 principios ativos para os quais 100% das cepas testadas
mostraram sensibilidade (amoxicilina associada a acido clavulanico, ampicilina
e cloranfenicol), 2 ndo sdo empregados no sistema de producdo de suinos.
Com relagédo as demais 9 drogas para as quais as cepas apresentaram algum
nivel de resisténcia (cefalotina, ciprofloxacina, clindamicina, estreptomicina,
gentamicina, acido nalidixico, norfloxacina, tetraciclina, trimetropina), 5 ndo séo
empregadas na producédo dos suinos avaliados.

Devido a diversidade dos resultados obtidos para a resisténcia aos
antibidticos testados, nado foi possivel estabelecer uma relacdo entre o uso dos
principios ativos no sistema de producdo dos suinos e a resisténcia

antimicrobiana.

5 CONCLUSAO

Nas provas bioquimicas e enziméticas de identificacdo das cepas
isoladas das carcacgas verificou-se que uma das cepas foi identificada como
Arcobacter, género também pertencente a familia Campylobacteriaceae.
Contudo, essa cepa foi confirmada como Campylobacter nos testes
moleculares.

A espécie mais frequentemente encontrada nas carcacas suinas foi
Campylobacter jejuni.

Todos o0s isolados mostraram multi-resisténcia antimicrobiana,
apresentando resisténcia ao &cido nalidixico, cefalotina, norfloxacina,
tetraciclina e trimetropina.

Tendo em vista a importancia do género Campylobacter nas afeccoes
intestinais humanas e da sua ocorréncia nos animais de producédo, faz-se
necessario o continuo monitoramento desse micro-organismo pela notificacao
das tendéncias de resisténcia antimicrobiana com vistas a efetiva implantacéo

de politicas de controle do emprego de antimicrobianos.
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