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RESUMO - Campilobacteriose é uma das enfermidades transmitidas por alimentos (ETA) mais
frequente no mundo, causada, sobretudo, por espécies termotolerantes da bactéria Campylobacter
spp. e tem a carne de frango como principal veiculo de transmissdo. A ETA provocada por este
micro-organismo inclui gastroenterite, septicemia, meningite, aborto e sindrome de Guillain-Barré. A
Organizacdo para a Alimentacdo e Agricultura e a Organizacdo Mundial de Saude (FAO/WHO)
publicou em 2009 diretrizes para avaliacdo de risco de Campylobacter spp. termotolerantes em
carne de frango. De acordo com um levantamento epidemioldgico realizado na Europa em 2010, as
campilobacterioses foram as zoonoses mais frequentes em humanos, sendo Campylobacter spp. o
patdgeno mais isolado de carne de frango crua. O género Campylobacter possui atualmente 22
espécies e dez subespécies, pertence a familia Campylobacteriaceae, compreendendo célula ndo
esporogénica, na forma de bastonete Gram negativo. As espécies de Campylobacter spp.
associadas com a enfermidade constituem um grupo distinto no género, chamadas de
termotolerantes, incluindo C. jejuni, C. coli, C. lari e C. upsaliensis. No presente trabalho foram
identificadas a nivel de espécie as cepas termotolerantes de Campylobacter spp. isoladas de
carcagas de frango congeladas, onde as mesmas foram previamente quantificadas. Além disso, a
resisténcia aos antibioticos &cido nalidixico, cefalotina, eritromicina, tetraciclina e ciprofloxacin
também foi determinada nessas cepas, contribuindo com informacdes para a elaboracdo de uma

avaliacéo de risco que demonstre a realidade brasileira.
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CHARACTERIZATION OF THERMOTOLERANT Campylobacter spp. SPECIES
ISOLATED FROM CHICKEN CARCASES

ABSTRACT- Campylobacteriosis is one of the food transmitted disease (FTD) more frequent in the
world, caused mainly by thermophilic species of the bacteria Campylobacter spp. and has chicken
meat as the main vehicle transmission. FTD caused by this microorganism includes gastroenteritis,
septicemia, meningitis, abortions and Guillain-Barre syndrome. The Food and Agriculture
Organization and the World Health Organization (FAO/WHO) published in 2009 a guideline for risk
assessment about thermotolerant Campylobacter spp. in chicken meat. According to an
epidemiological survey carried out in Europe in 2010, campilobacterioses were the most common
zoonoses in humans, and Campylobacter spp. the most frequently isolated pathogens in raw
chicken meat. The genus Campylobacter has currently 22 species and ten subspecies, belongs to
the family Campylobacteriaceae comprising non sporogenic cell, in the form of Gram-negative rod.
The Campylobacter spp. species associated with the disease constitute a distinct group in the
genus, called thermotolerant, including C. jejuni, C. coli, C. lari and C. upsaliensis. In this paper was
identified to specie level the thermophilic strains of Campylobacter spp. isolated from frozen chicken
carcasses where they have been previously quantified. In addition, resistance to nalidixic acid
antibiotics, erythromycin, cephalothin, tetracycline and ciprofloxacin was also determined in these
strains, contributing with information for the preparation of a risk assessment demonstrating the

Brazilian reality.

Key-words: Chicken meat, Campylobacter; thermotolerant.



9° Congresso Interinstitucional de Iniciagdo Cienti  fica — CIIC 2015
10 a 12 de agosto de 2015 — Campinas, Séo Paulo

1 INTRODUGCAO

O género Campylobacter possui atualmente 22 espécies e dez subespécies (EUZEBY,
2010). Pertence a familia Campylobacteriaceae, incluindo bactérias ndo esporogénicas, na forma
de bastonetes Gram negativos, curvos, espiralados, com arranjo em forma de “S” ou “asa de
gaivota”. A maioria € movel, apresentando motilidade caracteristica em movimentos “saca-rolha”.
Sao microaerdfilos, crescem a 35-37 °C, porém a maioria ndo cresce a 25 °C. A temperatura 6tima
varia entre as espécies, na faixa de 30 a 42 °C (VANDAMME et al.,, 2005). As espécies de
Campylobacter spp. associadas com enfermidades transmitidas por alimentos (ETA) constituem um
grupo distinto no género, chamadas de termotolerantes, incluindo C. jejuni (C. jejuni subsp. jejuni),
C. coli, C. lari e C. upsaliensis. Estas espécies apresentam temperatura 6tima de crescimento na
faixa dos 42-43 °C (PEARSON e HEALING, 1992) e de acordo com Stanley e Jones (2003) as
mesmas ndo crescem abaixo de 30 °C. A faixa de crescimento de C. jejuni esta entre 32 e 45 °C,
ndo ocorre crescimento a 47 °C, sendo facilmente eliminado pela pasteurizacdo, conforme a
International Commission on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF, 1996).
Diferentemente, C. jejuni subsp. doylei ndo reduz nitrato e 50 % das cepas ndo crescem a 42 °C
(HABIB; ZUTTER, UYTTENDAELE, 2013). Segundo On (2005) este micro-organismo é isolado
com pouca frequéncia, mas ndo de alimentos, ndo sendo conhecidos 0s seus reservatérios

ambientais, como também um hospedeiro animal nado foi identificado.

Conforme a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) é atribuido a C. jejuni a causa mais
frequente de campilobacteriose em humanos. A ETA provocada por este micro-organismo inclui
gastroenterite, septicemia, meningite, aborto e sindrome de Guillain-Barré (SGB) (OMS, 2011). A
SGB é classificada pela ICMSF (2002) no grupo de risco IB, que inclui as doencas “de severo
perigo para populacdo restrita, representando ameaca de morte, sequelas cronicas ou de longa
duracdo”. A grande preocupacdo com as enfermidades causadas por C. jejuni veiculadas por
alimentos foram relatadas em estudos realizados no Brasil (SCARCELLI et al., 2005; AQUINO et
al., 2010; QUETZ et al., 2012).

De acordo com o Centers for Disease Control and Prevention (CDC, 2010) e Nayak (2012),
dependendo do alimento envolvido, como produtos avicolas e dos grupos de risco, como criangas

com idade inferior a cinco anos e pessoas entre 15 e 29 anos, principalmente com o sistema
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imunolégico comprometido, uma dose infectante de 500 células pode ser suficiente para causar a

infeccao.

A principal rota de transmissdo do patdgeno é o consumo de alimentos contaminados,
especialmente carne mal passada, sendo a carne de frango evidenciada como o principal fator de
veiculacdo desta zoonose (FAO/WHO, 2009; CDC, 2010).

A FAO/WHO publicou em 2009 diretrizes para avaliagdo de risco de Campylobacter spp.
termotolerantes em carne de frango (FAO/WHO, 2009). Esse trabalho identificou vérias areas onde
os dados séo insuficientes ou muito limitados, gerando incerteza na andlise de risco. Dentre as
lacunas estdo as informacfes sobre a carga de Campylobacter neste produto nos paises em
desenvolvimento. Com isso, 0 6nus da doencga e os custos das medidas de controle se tornam
altamente significativos, além de provocar seérias consequéncias no Comércio entre paises,

produtores e consumidores.

Os dados sobre a ocorréncia de Campylobacter spp. termotolerantes em aves sdo
reduzidos, principalmente no Brasil, onde h& trabalhos na literatura relatando a presenca deste
patdgeno, mas ndo o nivel quantitativo de contaminagdo. Portanto, consideramos este estudo
sobre identificacdo de espécies de Campylobacter spp. Termotolerantes previamente quantificadas
em carcacas de frango congeladas, extremamente relevante e pioneiro, contribuindo com

informacfes de suma importancia para o setor produtivo, satde publica e comércio internacional.

2. MATERIAL E METODOS

Quarenta e trés cepas presuntivas de Campylobacter spp. isoladas de carcagas de frango
congeladas foram caracterizadas como termotolerantes e identificadas em nivel de espécie através
do teste de catalase e dos testes miniaturizados [urease (URE), reducéo de nitrato (NIT), esterase
(EST), hidrdlise de hipurato (HIP), gama glutamil transferase (GGT), reducao de cloreto de trifenil-
tetrazolium (TTC), pirrolidonil arilamidase (PyrA), L-arginina arilamidase (ArgA), L-aspartato
arilamidase (AspA), fosfatase alcalina (PAL), producdo de H,S, assimilacdo de glicose (GLU),
assimilacdo de succinato de sédio (SUT), inibicAo de crescimento pelo acido nalidixico (NAL),
inibicdo de crescimento pela cefazolina de sddio (CFZ), assimilacdo de acetato de sédio (ACE),
assimilacdo de acido propidnico (PROP), assimilacdo de acido malico (MLT), assimilacdo de citrato
de trisddio (CIT) e sensibilidade a eritromicina (ERO)], compreendidos pelo sistema de identificacao
API Campy (bioMérieux). A identificacdo foi obtida a partir de um perfil numérico referente a cada

reagente, inserido no programa Apiweb. As cepas identificadas também foram submetidas ao teste
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de sensibilidade aos antibiéticos em discos, compreendendo: cefalotina (30 ug), acido nalidixico
(30 pg), eritromicina (15 pg), tetraciclina (30 pg) e ciprofloxacin (15 pg), conforme descrito na ISO
10272-1:2006 (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2006).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre as cepas de Campylobacter spp. termotolerantes confirmadas, um total de 33 cepas
foram identificadas pelo sistema APl Campy (Figura 1), com perfil pertencente a C. jejuni ssp.
jejuni, conforme relacionado na Tabela 1. Destas, 23 cepas foram submetidas ao teste de
suscetibilidade a antibidticos (Tabela 1, Figura 2) resultando em sensibilidade ao acido nalidixico
(30 ug) em 100% das cepas testadas e a eritromicina (15 pg) em 91,3%. A resisténcia foi verificada
a cefalotina (30 pg) em 60,9%, a tetraciclina (30 pug) em 65,2% e ao ciprofloxacin (15 pg) em 78,3%
das cepas testadas. De acordo com a ISO 10272-1 (2006), C. jejuni é sensivel ao acido nalidixico,
contudo um aumento a resisténcia a este antibidtico tem sido observada. Em relacdo a essa
observacao, verificamos que a zona de inibicdo ao disco de acido nalidixico tinha um didametro bem
menor (aproximadamente 3 mm) em comparacdo a zona de inibicdo do disco de eritromicina

(aproximadamente 9 mm), nas cepas sensiveis a esses antibibticos.

Figura 1. Identificacao de Campylobacter spp. através do kit APl Campy
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Figura 2. Teste de suscetibilidade a antibidticos

4. CONCLUSAO

Foi verificada prevaléncia da espécie Campylobacter jejuni ssp jejuni dentre as cepas

termotolerantes isoladas de amostras de carcagas de frango.

A contaminagdo com C. jejuni ssp jejuni verificada em carcagas de frango mantidas sob

congelamento remete a necessidade do monitoramento constante desses produtos alimenticios.
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Tabela 1. Identificacéo e sensibilidade a antibiéticos de cepas de Campylobacter spp. termotolerantes

Amostra | Colbnia | Catalase Perfil Sensibilidade a antibiéticos
APl Campy NAL | ERI CFL | TET | CIPRO
ALl c - 6501144 S S R R R
d - 6511140 S S R S R
k + 6511544 S R S R R
[ + 6511544 S S S R R
A16 m + 6510144 S S R R R
n + 6511544 S S S S S
0 + 6511144 S S S S S
a + 6501544 S S S S S
Al7 b + 6501144 S R S S S
c + 6501144 S S R R R
d + 6501144 S S R R R
e + 6511144 ND ND ND ND ND
k + 6511144 S S S S R
[ + 6501104 ND ND ND ND ND
A19 m + 6511144 S S S S R
n + 6501144 S S S S S
0 + 6511544 ND ND ND ND ND
c + 6511144 ND ND ND ND ND
e + 6511144 ND ND ND ND ND
A20 [ + 6511144 ND ND ND ND ND
m + 6501144 ND ND ND ND ND
0 + 6511144 ND ND ND ND ND
k + 6501144 ND ND ND ND ND
A26 [ + 6501144 ND ND ND ND ND
k + 6511044 S S R R R
[ + 6710144 S S R R R
A28 m + 6510144 S S R R R
n + 6510144 S S R R R
A29 k + 6511044 S S R R R
[ + 6511044 S S R R R
b + 6504044 S S R R R
A30 k + 6500044 S S R R R
[ + 6500044 S S R R R

NAL= acido nalidixico (30 pg), ERI= eritromicina (15 pg) CFL= cefalotina (30 pg), TET= tetraciclina
(30 pg), CIPRO= ciprofloxacin (15 pg), S= Sensivel, R= Resistente, ND= Nao determinado



