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RESUMO

A campilobacteriose € uma zoonose que provoca diarréia em humanos,
sendo diagnosticado com frequéncia nos paises desenvolvidos e tem como principal
agente causal o Campylobacter jejuni. Este microrganismo € comumente veiculado
ao homem por alimentos de origem aviaria. Varias pesquisas no ambito internacional
tem demonstrado a presenca desta bactéria resistente a alguns antimicrobianos, e
tendo em vista a escassez de trabalhos na regido do Distrito Federal, este trabalho
objetivou verificar a ocorréncia de C. jejuni em carcacas de aves resfriadas
comercializadas no Distrito Federal, bem como avaliar a presenca ou nao de
resisténcia a antimicrobianos. Das 101 amostras analisadas de carcacas de aves
resfriadas, foram isoladas 18 (17,82%) cepas de Campylobacter jejuni, sendo que
desse total, as 9 amostras que foram adquiridas em feiras sem inspe¢ao, nao
apresentaram crescimento de C.jejuni. Um total de 16 cepas de C.jejuni foram
submetidas ao teste de susceptibilidade aos antimicrobianos para oito drogas (acido
nalidixico, estreptomicina, gentamicina, eritromicina, amoxilina, cloranfenicol,
ciprofloxacina e tetraciclina). Todas as cepas (100%) foram resistentes para a
ciprofloxacina, 93,75% de cepas foram resistentes concomitantemente para as
drogas acido nalidixico, estreptomicina, tetraciclina e gentamicina, 87,5% de cepas
resistentes a amoxilina, 68,75% de cepas resistentes a eritromicina e a menor
resisténcia observada foi de 37,5% para o cloranfenicol. Os resultados observados
foram similares a presenca de resisténcia a determinados antimicrobianos,
entretanto foram superiores aos observados em trabalhos de outros paises no que
se refere a0 nimero de cepas resistentes, sendo a presenca de 100% a
ciprofloxacina, bem como os valores obtidos de 93,75% de cepas resistentes ao
acido nalidixico. Estes resultados sugerem falhas em algumas fases de
processamento deste alimento e um possivel problema de saude publica tendo em

vista a alta resisténcia observada nas cepas isoladas.

Palavras Chaves: Campylobacter jejuni, resisténcia a antimicrobianos, carne de

aves resfriadas.



ABSTRACT

The campylobacteriosis is a zoonotic that cause diarrhea in humans, and
has been diagnose frequently in developed countries and the causal agent is
Campylobacter. This microorganism is transmitted to the man frequently by
from chicken meats. Several researches in worldwide have showed the
presence of the bacterial resistance to some antibiotics. In Distrito Federal there
are few researches about the presence of C. jejuni in foods, for this reason, this
work aimed to detect the occurrence of C.jejuni in cooled carcasses of chicken
commercialized in Distrito Federal, as well as to detect the presence or not of
resistance to antibiotics. The 101 samples analyzed were isolated 18 (17,82%)
strains of Campylobacter jejuni. The 9 samples that weren’t acquired in fairs
without inspection veterinary services, they weren’t any presence of the strains
of C.jejuni. The 16 strains of C.jejuni were submitted to the antimicrobial
susceptibility testing (nalidixic acid, streptomycin, gentamicin, erythromycin,
amoxicillin, chloramphenicol, ciprofloxacin e tetracycline). All strains (100%)
were resistant to the ciprofloxacin, 93,75% of strains were resistant to the drugs
nalidixic acid, streptomycin, tetracycline and gentamicin, 87,5% resistant strains
to the amoxicillin, 68,75% resistant strains to the erythromycin and 37,5% to the
chloramphenicol. The results obtained of 93,75% resistant strains to the
nalidixic acid and 37,5% of resistant strains the chloramphenicol. These results
suggest that problem in some phases of the processing of this food and is a
possible problem of public health because the high resistance observed in the

isolated strains.

Keywords: Campylobacter jejuni, antimicrobial resistance, chilled poultry meat.



CAPITULO |

INTRODUCAO

A campilobacteriose € uma zoonose que poOssSui varios animais como
reservatorio, porém os principais sdo as aves domesticas (Mead, 2002; Fonseca et
al., 2007). Este microrganismo € comumente veiculado ao homem por alimentos de
origem aviaria (Fonseca et al., 2007). Neste contexto a carne de frango tem se
destacado, pois € considerado um alimento de alta qualidade protéica, rico em
aminoacidos essenciais, vitaminas e minerais, e que tem sido consumido
mundialmente. Uma das atribuicbes para este aumento de consumo é a reducéo dos
precos da carne de frango, quando comparados com as carnes de outras espécies,
tais como a carne bovina, suina e ovina, tornando-a consequentemente mais
acessivel a populagédo (CDC, 2005). Segundo Carvalho et al. (2001), Corry e Atabay
(2001), Workman et al. (2008) esta enfermidade tem crescido no mundo nas ultimas
décadas, estando associados a casos de enterites agudas humana e o consumo de
carne e subprodutos de frango crus ou mal cozidos.

Atualmente sdo reconhecidas e nomeadas 17 espécies do género de
Campylobacter, e dessas, 14 ja foram isoladas de homens o0s quais eram portadores
assintomaticos e sintomaticos. As espécies isoladas sao: C. coli, C. concisus, C.
curvus, C. fetus, C. hominis, C. hyointestinalis, C. jejuni, C. lanienae, C. lari, C.
mucosalis, C. rectus, C. showae, C. sputorum e C. upsaliensis (Lastovica & Allos,
2008). Nayak e colaboradores (2003) afirmam que 80% das doencas de origem
alimentar sdo de campilobacteriose provocados pelo C. jejuni, sendo que esta

espécie possui duas subespécies, o C. jejuni subsp. doylei que tem como
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consequéncias problemas de gastroenterites e septicemia em criangas menores de
5 anos de idade (Lastovica & Allos, 2008) e o C. jejuni subsp. jejuni que provoca
enterites em criancas com uma faixa etaria maior, idosos e pessoas
imunodeprimidas (CDC, 2005; Lastovica, 2006). Lastovica (2006) diz também que
pode acontecer as sintomatologias clinicas de septicemia, meningite, sindrome
hemolitica urémica e pancreatite. Tauxe (2002) cita a Sindrome de Guillain-Barré e
artrite reativa ou Sindrome de Reiter como sérias sequelas, demonstrando com isso
a grande importancia e preocupacao da doenca para saude publica.

Segundo Robinson (1981) a incidéncia da enfermidade é alta e, para que
ocorra, € necessdria a ingestdo de pouca quantidade de bactéria. De acordo com o
CDC (2005) para que aconteca a doenca no homem menos de 500 microrganismos
ingeridos sao necessarios. Cason e colaboradores (1997) verificaram a presenca de
10° UFC cepas de Campylobacter em carcacas de frangos resfriados. Estes mesmos
autores comentam que este namero encontrado foi bem maior que o niamero de
cepas de Salmonella. de Boer e Hahné (1990) disseram que é facil acontecer a
contaminacdo por estas bactérias se estiverem presentes nas carcacas de frango
crus para a superficie de objetos.

Por ser uma bactéria microaerdfilia, ela é considerada de dificil cultivo e além
da inexisténcia de metodologias padronizadas para a intervencdo estratégicas
especificas para a reducdo da contaminacdo das carcacas de frango pelo agente
(Wonglumsom et al, 2001). Essa dificuldade no isolamento é devida as
caracteristicas da bactéria, que é altamente sensivel as condi¢des ambientais como
temperatura, ressecamento e tensdo ao oxigénio. Em condicdes adversas o
Campylobacter gera formas viaveis, mas nao cultivaveis (VNC) especialmente na
presenca de biofilmes derivados de aviarios (Trachoo et al., 2002). Essas formas
nao sdo cultivAveis em meios de cultura, porém sao infectantes (Moreno et al.,
2001).

Em decorréncia da importancia que esta bactéria representa para a saude
publica, no que se refere & sua presenca nos alimentos de origem animal, ainda
devido os relatos existentes na literatura internacional de sua resisténcia para
diversos antimicrobianos, este trabalho propde-se a promover a pesquisa deste

microrganismo em amostras de carnes de aves resfriadas, produzidas ou



comercializadas no Distrito Federal, bem como avaliar a resisténcia ou ndo aos

agentes antimicrobianos.

REFERENCIAL TEORICO

Histoérico

A consciéncia das implicacfes na saude publica provocada por infeccées por
Campylobacter evoluiu ao longo de mais de um século (Kist, 1985). O primeiro
registro de uma possivel infeccdo pode ter sido observado em fezes de criancas
diarréicas na Alemanha, jA em 1880 (Moore et al., 2005). Em 1886, Escherich
observou organismos semelhantes ao Campylobacter, em amostras de fezes de
criancas com diarréia (Kist, 1985). Em 1909, dois médicos veterinarios, MacFadyean
e Stockman, isolaram esta bactéria em placenta de fetos abortados de bovino, e
mais tarde, em 1913, encontrou similares nas placentas de ovinos (Kist, 1985; Allos,
2001). Os testes confirmatérios foram realizados por Smith em 1918, quando os
organismos semelhantes foram isolados de fetos abortados de bovinos. A primeira
classificacdo foi atribuida por Smith, identificando sua aparéncia em espiral, sendo
inclusa ao género Vibrio. Com isso, foi nomeado pelo mesmo de Vibrio fetus (Moore
& Matsuda, 2002). Trinta anos depois foram encontradas as mesmas bactérias nas
fezes de bezerros (Jones & Little, 1931), suinos (Doyle, 1944) e nas aves com
hepatite e diarréia (Smibert, 1978). A cepa de Campylobacter foi isolada pela
primeira vez em 1913, porém a sua importancia como um patégeno no homem néao
foi estabelecida até 1970. Os microbiologistas tiveram dificuldades em trabalhar com
esta bactéria devido a sua caracteristica microaerofilica e de sensibilidade ao
oxigénio, pois a exposicao a atmosfera provoca a sua morte (Pennington, 2006).

Jones e Little, em 1931, isolaram a mesma bactéria que Smith, em 1918,
havia encontrado, porém causando a disenteria invernal do gado bovino. Passaram
vinte anos até que King, em 1957, a isolou do sangue de criangcas com disenteria
aguda. Naquela época a autora descreveu-a como sendo bacilos curvos moveis,
microaerofilos que foram em seguida denominados de bacilos vibribes por serem
similares ao Vibrio fetus. King (1957) teve a suspeita que esta bactéria isolada por

ela poderia ser o mesmo microrganismo descrito como V. jejuni por Jones em 1931.



O primeiro caso relatado de V. fetus em humanos foi em 1947, isolado no
sangue de mulher gravida que teve aborto infeccioso (Vinzent, 1947), portanto, em
1950, que o Campylobacter spp. foi considerado um patdgeno oportunista em
humanos (Moore, 2005).

Bokkenheuser (1970), Guerrant e colaboradores (1978) observaram que era
comum o isolamento da bactéria em corrente sanguinea, no liquido cérebro
espinhal, aspirado de articulacio e em abscessos de cavidade em pacientes
diabéticos, idosos e com doencas cardiovasculares. Mais tarde foi isolado na
cavidade vaginal de vacas e em sémem de bovinos (Florent, 1953). Em 1957,
Elizabeth King identificou que nem todos 0s organismos antes encontrados eram 0s
mesmos, portanto dividiu em dois grupos com caracteristicas bioquimicas e
sorologicas distintas. A maioria dos organismos cresceu na temperatura de 25 a
37°C, porém o restante cresceu a 37°C e 42°C. Este ultimo grupo “relatado de
vibrides” foi isolado na corrente sanguinea de pacientes com diarréia. Ainda, este
mesmo autor fez um postulado onde descreveu que estes vibrides provocam diarréia
aguda e que os mesmos ndo poderiam ser isolados em amostras de fezes por
serem exigentes e possuirem um lento crescimento.

Bokkenheuser (1970) concluiu que este organismo provavelmente era
encontrado em fezes, porém ndo pdde detectar por técnicas feitas em laboratorio.
Na Austrdlia, Cooper e See (1971) isolaram V. fetus (C. jejuni) das fezes de
pacientes imunocomprometidos com bacteremia recorrente e diarréia. Eles
inocularam as fezes desses pacientes em placas contendo agar sangue adicionado
com sangue de cavalo com discos de cefalotina e incubaram por 24 horas em
atmosfera de diéxido de carbono. Em 1972, Dekeyser e colaboradores utilizaram o
método de filtracdo em cultura de fezes. Para isto, 0os autores usaram o filtro 0.6 pm
Milipore® adaptado em uma seringa e assim conseguiram fazer o isolamento de C.
jejuni em fezes e no sangue de uma mulher de 22 anos.

A diferenciagdo bioguimica teve seu inicio com 0s pesquisadores Véron e
Chatelain (1973) em que os mesmos relataram que os vibrides descritos pelos
pesquisadores Smith (1918), Jones e Little (1931) e por King (1957) tinham
caracteristicas diferentes dos Vibrionaceae no que se refere as analises bioquimicas

e 0 novo género proposto foi Campylobacter.



Em 1981, foram feitos 12.168 isolamentos em fezes de pacientes com
gastroenterite em um laboratério de Londres e notificados ao Centro de Vigilancia
das Doencas Transmissiveis. Depois disso, 0s numeros de isolamentos aumentaram
de forma constante, provavelmente devido a maior familiaridade dos médicos,
microbiologistas e dos técnicos de laboratorio no diagnéstico de Campylobacter e
também ao aperfeicoamento dos métodos de cultura (Pennington, 2006).

Segundo Trabulsi e colaboradores (2002) através das técnicas de
sequenciamento do RNA ribossomal, pesquisadores perceberam que havia
diferengas na posicao filogenética entre as espécies, que anteriormente tinham sido
classificadas como Campylobacter, dando origem aos géneros Helicobacter em

1989 e depois em 1991 foi proposto o Arcobacter.

Taxonomia

Segundo Garrity e colaboradores (2004), a classificacdo taxonémica do
Campylobacter spp. é sistematizada da seguinte forma:
-Reino: Bacteria
-Filo: Proteobacteria
-Classe: Epsilonproteobacteria
-Ordem: Campylocbacterales
-Familia: Campylobacteraceae
-Género: Campylobacter
-Espécies: Campylobacter jejuni subespécies jejuni

Campylobacter coli

Campylobacter lari

Campylobacter fetus subespécie fetus
Campylobacter hyointestinalis
Campylobacter upsalienes
Campylobacter concisus



Caracterizagédo do género Campylobacter

Sao bacilos gram-negativos, ndo produzem esporos, microaerofilos, algumas
cepas sao termofilicas, possuem oxidase e catalase positivos podendo ter catalase
negativa (Crushell et al., 2004). O formato é vibridide parecendo ser em forma de S
ou em asa de gaivota (Holt et al., 1994; Nachamkin, 1997; Crushell et al., 2004) ou
formato de virgula (Crushell et al., 2004). A estrutura é delgada com 0.2-0.5 um de
largura e 0.5-5 pm de comprimento (Holt et al., 1994; Nachamkin, 1997) e pode ter
mais de uma volta em torno de seu eixo chegando a 8 um (Holt et al., 1994). Este
microrganismo se locomove por meio de flagelos podendo estar localizado na regiao
polar ou em ambas as extremidades (Holt et al., 1994; Nachamkin, 1997). Quando
as células permanecem por muito tempo em meios de cultivo podem adquirir o
formato esférico ou cocoide (Holt et al., 1994; Debruyne et al., 2008) que indica fase
de degeneracdo da bactéria, ndo significando fase de dorméncia (Debruyne et al.,
2008).

Holt e colaboradores (1994) demonstraram que normalmente o
Campylobacter necessita de uma concentracéo entre 3 a 15% de O, e 3 a 5% de
CO,, ocasionalmente, sob condi¢cdes aerdbicas de 21% de O, algumas cepas
podem apresentar pouco crescimento. Ainda, algumas espécies requerem H, ou
fumarato para o crescimento em microaerdfilia e outras podem crescer sob
condi¢cBes anaerdbicas com qualquer tipo de fumarato associado a formiato ou H, no
meio.

Debruyne e colaboradores (2008) afirmam que esta bactéria ndo faz as
atividades de fermentacdo e oxidagdo dos carboidratos, nem lipase e lecitinase,
auséncia de formacéo de produtos finais acidos ou neutros, ndo tem a producéo de
indol, acetoina e qualquer tipo de pigmento. A energia é obtida pelos aminoacidos ou
ciclo intermediario do acido tricarboxilico. A maioria das espécies reduz nitratos. Eles
nao hidrolisam gelatina, caseina, tirosina e hipurato, sendo este Ultimo somente
hidrolisado pelo C. jejuni. O teste é negativo para vermelho de metila ou o teste de
Voges-Proskauer. A oxidase € positiva para praticamente todas as cepas, com
excecdo do C. gracilis. O teste da urease também é negativo para a maioria das

espécies de Campylobacter com excec¢ao de algumas cepas de C. lari.



Debruyne e colaboradores (2008) afirmam que nao é rotina da maioria dos
laboratorios fazerem a diferenciacéo entre as cepas de Campylobacter patogénicas
isoladas do homem. Os autores mencionados acima comentam que nem todas as
cepas desse microrganismo necessitam de hidrogénio para o crescimento em
ambiente de microaerofilia e outras cepas precisam de meio de cultura com alguma
especificidade, explicando dessa forma a dificuldade da aplicagdo da técnica de

isolamento como rotina dos laboratorios.

Fisiologia e metabolismo do Campylobacter

Kelly (2008) citou uma recente pesquisa feita sobre os genomas de varios
tipos do microrganismo Campylobacter pertencente a classe Episilonproteobacteria,
entre estes o C. jejuni requer mais atencdo na fisiologia e nas propriedades
metabdlicas jA que elas estdo relacionadas com a causa da doenca e com o
conhecimento da patogenicidade. O C. jejuni € um microrganismo de dificil cultivo
devido a combinacdo da complexibilidade nutricional associado a caracteristica de
microaerofilia e isso faz com que tenha uma grande importancia econdmica e
médica.

Os genes que codificam as enzimas das vias Embden-Meyerhof (EM) e a
pentose fosfato estdo presentes no genoma da cepa de C. jejuni, porém nelas faltam
algumas enzimas chaves da via Entner-Doudoroff. A maioria das reacdes da via EM
sao reversiveis in vivo, com excecao das reacdes da 6-fosfofrutoquinase e piruvato
quinase (PYK), sendo que ambas constitui pontos chave de controle do metabolismo
de muitos microrganismos. Em algumas cepas de C. jejuni observou-se a falta do
gene que codifica a 6-fosfofrutoquinase, tornando-a incapaz de utilizar a glicose
(Velayudhan & Kelly, 2002). Contudo, o gene que codifica a frutose-1,6-bisfosfatase
esta presente, o qual sugestiona que a via EM funciona somente para
gliconeogénese (Kelly, 2008).

Segundo Velayudhan e Kelly (2002) estudos demonstraram a auséncia do
gene que codifica enzima piruvato quinase (PYK) da cepa NCTC 11168 de C. jejuni
81-176 fato que poderia comprometer a conversao do fosfoenolpiruvato (PEP) e
adenosina fosfato (ADP) para piruvato e adenosina trifosfato (ATP). Entretanto

observou-se que havia a presenca de uma sequéncia génica a qual apresentaria
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funcdo similar a da Pyk. Sendo assim asseguradas as etapas da via glicolitica e ciclo
de acido citrico. A enzima piruvato quinase (pyk) mutante é capaz de utilizar como
fontes de carbono o piruvato, lactato e malato presentes em meio complexos. Esta
enzima € ativada pela frutose-1,6-bifosfatase e exibe outras propriedades de
regulacdo indicativa de catabolisagdo, portanto, a mesma pode funcionar no
catabolismo de outros substratos que serdo metabolizados através da
fosfoenolpiruvato (PEP) (Hofreuter et al., 2006). Assim, a parte final da via EM no C.
jejuni pode apresentar catabolismo em algumas situacées, mesmo com a auséncia
da 6-fosfofrutoquinase que ndo permite o catabolismo de hexose, porém é
observado um gene glpT homologo da cepa NCTC 11168 de C. jejuni 81-176 que
codifica o transportador glicerol-3-fosfato que pode permitir que a cepa cresca neste
substrato e catabolize no final da via glicolitica (Kelly, 2008). A sintese de
oxaloacetato (OAA) para piruvato ou PEP é necessaria para que ocorra o ciclo do
acido citrico (CAC) cumprindo a biossintese e conservacao de energia (Mendz et al.,
1997).

A gliconeogénese e as reacbes anapleréticas do C. jejuni ocorre com a
entrada de quatro aminoacidos que sao a serina, prolina, aspartato e glutamato no
interior do C. jejuni. Na membrana ocorre a conversao da glutationa para glutamato
e o transporte do aspartato. O glutamato e aspartato saem do periplasma para
dentro da célula através do sistema de transporte ABC feita pela proteina Pebl. Pei
e colaboradores (1991) identificaram proteinas adequadas para sorologia e
candidatas a fabricacdo de vacinas. Sao quatro proteinas com 28, 29, 30 e 31 kDa.
Estas foram denominadas PEB1, PEBE2, PEBE3 e PEBE4 respectivamente. A
proteina PEBla é importante para a colonizacdo e como fator de viruléncia do C.
jejuni. Esta proteina esta presente em todas as cepas de C. jejuni e C. coli, porém
ausente no C. fetus, C. lari e H. pylori (Pei et al., 1993). O sistema Peb 1 é um
componente do transporte ABC localizado no periplasma responsavel pelo
carreamento do aspartato e glutamina através da ligagdo com a proteina Peb 1a,
essencial para um bom crescimento em microaerofilia de aminoacidos dicarboxilicos
(Kelly, 2008). Com isso foi proposto que a presenca dessas proteinas pode
contribuir para o fendtipo de microaerofilia para Campylobacter (Kelly, 2001).

O esquema da metabolizacdo dos aminoacidos no C. jejuni ocorre com a

entrada da prolina para o citosol da bactéria, através de um sistema de transporte



denominado de PutP, sendo que apds a entrada da mesma, estd sera convertida
para glutamato, pela agcao da enzima prolina dehidrogenase (PutA). A glutationa
entra no periplasma bacteriano e sofre a acdo da enzima y-glutamil transpeptidase
(GGT) que a transforma em glutamato, entdo este sai do periplasma para dentro do
citosol pelo sistema Pebl. Em seguida o glutamato dessas duas entradas de
aminoacidos sera convertido para aspartato através da enzima asparto glutamato
aminotransferase (Aat). O aspartato € transformado em fumarato pela enzima
aspartase (AspA), entdo o fumarato é convertido para malato pela enzima fumarase
(Fum) e o malato, por sua vez, sob a acdo das enzimas malato quinona
oxidoredutase e malato dehidrogenase (Mgo, Mdh) formara o oxaloacetato (OAA). A
serina entra na célula através de um sistema de transporte denominado de SdacC.
Este aminoacido sera convertido para piruvato através da acdo da piruvato
carboxilase (Pyc) e em seguida se transformara em oxaloacetato, sendo que este
por sua vez, pode culminar indo para a via do ciclo do acido citrico ou a
gliconeogénese, sendo que para a ocorréncia deste ultimo, ocorre a acdo da enzima
carboxiguinase (Pck) transformando OAA para fosfoenol piruvato (PEP) e finalmente
acucares ou piruvato. O piruvato sob a acdo da oxidoredutase forma a molécula de
acetil-CoA. O acetil-CoA sob a acdo da enzima citrato sintase (GItA) forma o citrato,
em seguida esta molécula, sob a acdo das enzimas aconitase (Acn) e isocitrato
dehidrogenase (Icd) forma 2-oxoglutarato, sendo este sob a acdo do 2-oxoglutarato
receptor oxidoredutase forma succinato, sendo que este sob a acdo da enzima
succinato dehidrogenase (Sdh) forma o fumarato, e este com a acdo Fum forma o
malato e sob acdo das enzimas Mgo e Mdh forma o oxaloacetato e completa o ciclo
do &cido citrico. Os papéis dos substratos citrato, malato, fumarato, succinato e
lactose (Hinton, 2006) ainda n&o estdo claros na fisiologia das cepas de C. jejuni,
porém este microrganismo tem apresentado bom crescimento com piruvato
(Velayudhan & Kelly, 2002). O transporte C4-dicarboxilico dos substratos malato,
succinato, fumarato e aspartato parecem ser importante para o C. jejuni, pois estes
substratos podem alimentar diretamente no ciclo do &cido citrico. Ja o malato e
succinato podem atuar como doador de elétrons diretamente para a respiracao
aerobica e o fumarato € um receptor alternativo de elétrons sob condic¢des limitantes
de oxigénio (Unden & Kleefeld, 2004). O C. jejuni realiza a respiracdo por meio do

processo de catélise do fumarato sob a acdo da enzima fumarato redutase (Wooldall
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et al., 2005), sugerindo que a respiracdo através do fumarato pode reduzir a
importancia do oxigénio limitado no ambiente (Unden & Kleefeld, 2004). A
interconversdo do fumarato e succinato pode ser realizada por duas enzimas que
sdo a succinato dehidrogenase que é expresso em condi¢cbes aerdbicas ou pela
fumarato redutase que induz as condi¢Bes anaerobicas. O succinato dehidrogenase
catalisa e transfere elétrons do succinato para o isbmero quinona, onde succinato €
oxidado para fumarato que faz parte do ciclo do &cido tricarboxilico (Parkhill et al.,
2000).

Para Kelly (2008) o C. jejuni utiliza em seu metabolismo enzimas mais
comumente encontradas em bactérias anaerébicas. A entrada do carbono e piruvato
para o ciclo requerem a descarboxilacdo oxidativa do acetil-CoA. Uma das principais
fontes de carbono utilizado pelo C. jejuni in vivo sdo os aminoacidos, isso é devido a
dificuldade desta bactéria de metabolizar aclcares exdgenos. Leach et al. (1997)
consideraram uma provavel base no sequenciamento do genoma do C. jejuni NCTC
11168 que permite o catabolismo da via completa somente das enzimas para o
aspartato, asparagina, glutamina, serina e prolina. Foi observado pelos autores
Parsons e colaboradores (1982) a presenca abundante dos aminoacidos aspartato,
glutamato, prolina e serina presentes nas fezes de frangos, sendo que a serina esta
disponivel também no ceco desses animais. O C. jejuni tem alto grau de seletividade
aos varios tipos de aminoacidos que ira determinar a sua capacidade de
crescimento no intestino do hospedeiro, logo a disponibilidade dos substratos
favorece diretamente a sua proliferacdo, principalmente se conter grande quantidade
de serina neste tipo de meio (Kelly, 2008).

Lee e colaboradores (2005) afirmam que outras fontes de nitrogénio também
podem estar disponiveis para C. jejuni no hospedeiro, por exemplo, uréia em aves e
acido urico em mamiferos, entretanto, esta bactéria ndo possui 0 gene da urease,
gue permite a hidrdlise da uréia para amoénia e didéxido de carbono, ocorrendo entéo
o catabolismo da uréia via agdo da enzima carboxilase formando alofanato, podendo
ainda chegar a hidrolisar da aménia.

Weber et al. (2000) evidenciaram a assimilacdo do nitrogénio presente no
ambiente, a partir da utilizacdo do nitrato pela enzima nitrato redutase formando a
amonia, que serd utilizada na sintese de aminoécidos, favorecendo desta maneira o

crescimento do Campylobacter nos animais e nos alimentos.
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Em relacdo a presenca de oxigénio, estes microrganismos sdo incapazes de
crescer em atmosfera normal de tensdo do oxigénio. Contudo, durante o ciclo de
vida do C. jejuni, observou-se que 0 mesmo pode ser exposto a grande variacao de
concentracdo de oxigénio, apresentando um paradoxo interessante, embora seja
sensivel as altas tensGes de oxigénio, sobrevive em ambiente com alta tensao,
resiste ao estresse oxidativo e adapta a limitacdo do oxigénio dentro do intestino
(Kelly, 2008). Por ser microaerofilico, suas enzimas sao inativadas pelo oxigénio
molecular, e por esta razao afeta o crescimento do Campylobacter (Kreig & Hoffman,
1986). O sensoriamento de oxigénio € importante para bactérias microaerofilas, pois
regula o nivel de oxigénio dentro da bactéria através da evasao, quando o nivel de
oxigénio € alto, e maximiza o uso de oxigénio conservando energia por meio das
vias alternativas de transporte de elétrons (Parkhill et al., 2000). A complexibilidade
do sistema de transporte de elétrons € o elemento chave da habilidade da bactéria
crescer sob variedades das condicbes ambientais, isso € devido a composicéo e do
grau de ramificacdo da cadeia do transporte de elétrons, a qual determina a
flexibilidade do metabolismo da bactéria em doador e receber elétrons (Kelly, 2008).
Deste modo C. jejuni pode usar como alternativa de receptores de elétrons na
reacdo de conservacdo de energia, porém somente 0 oxigénio presente satisfaz o
requisito de produzir deoxiribonucleotideo. Essa conclusdo é bem relevante para o
entendimento do crescimento do C. jejuni no intestino porque isso implica que nos
nichos ocupados por bactérias, pequenas quantidades de oxigénio, devem estar
presentes para a viabilidade (Kelly, 2008).

O Campylobacter consome o oxigénio e com isso tem a formagdo de agua e
derivados téxicos intermediarios do oxigénio como anion superdxido, péroxido de
hidrogénio e radical hidroxil ficando estes compostos no meio. O peréxido de
hidrogénio é degradado pela acdo da enzima catalase formando agua e oxigénio, e
sabe-se que a exposicao das células bacterianas ao excesso de oxigénio aumenta a
taxa de producédo de H,O, (Seaver & Imlay, 2004) que € toxico para as bactérias. O
nivel baixo de oxigénio favorece a implantacdo do Campylobacter no hospedeiro, e
apos a entrada na célula do mesmo, tem a inducdo da resposta imunologica do
hospedeiro com a atuacdo dos fagocitos que fardo a defesa contra os catabdlitos

produzidos pelo Campylobacter como o peroxido de hidrogénio (Kelly, 2008).
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Olson e Maier (2002) citaram a possibilidade da molécula de hidrogénio ser
uma importante fonte de elétrons para o crescimento do Campylobacter no intestino,
pois muitas bactérias anaerdbias obrigatdrias no intestino produzem hidrogénio para
reacao de redox associada com a fermentacdo. Para bactérias entéricas o gluconato
tem sido com um substrato importante para crescimento in vivo (Chang et al., 2004)
e € um abundante componente no muco intestinal. Para Kelly (2008) o entendimento
do metabolismo e fisiologia do C. jejuni tem ocorrido recentemente e a conclusao a

7

ser feita € que muitos Campylobacter podem apresentar uma inesperada

versatilidade que é refletida particularmente na complexibilidade da cadeia de

transporte de elétrons.

Distribuicdo e epidemiologia

A distribuicdo do Campylobacter é ubiquitaria, e a fonte de infeccéo atribuida
ao homem ocorre através do contato direto com animais portadores, com o0 consumo
de &gua e alimentos contaminados (Scarcelli et al., 2001; Trabulsi et al., 2002). As
principais fontes de contaminacdo sao por meio da ingestéo de carnes cruas ou mal
processadas de aves, suinos, bovinos e leite ndo pasteurizado (Scarcelli et al.,
2001).

Nos Estados Unidos, com o objetivo de reducdo da contaminacdo em
industrias de carnes e aves, houve a introducdo de novos regulamentos de
seguranca durante o abate de aves, tais como aumento da concentracdo de cloro
nos procedimentos de tecnologia do abate destes animais. Embora o impacto
dessas mudancgas na campilobacteriose néo tenha sido provado, foi observada uma
diminuicdo na incidéncia dos casos de infeccdo nos homens (U.S Department of
Agriculture, 1996). Olson e colaboradores (2008) verificaram que a taxa de infeccao
nos Estados Unidos pode variar por regido, e estes autores observaram que estas
diferencas ndo séo culturais ou na descricdo dos casos, talvez tenha sido pela
diferenca na taxa de infeccdo, embora nestas regides a relacdo a exposicdo aos
fatores de risco néo foi realizada.

Trauxe e colaboradores (1988) observaram que no ano de 1980 a taxa de
infeccdo foi 20% maior entre estes grupos. A taxa de infecgéo € alta nos individuos

do sexo masculino nas faixas etarias de 1 a 4 anos e entre 40 a 49 anos. No sexo
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feminino a faixa etaria mais acometida era de 1 a 4 e entre 20 a 29 anos. Os autores
Yang et al. (1998) deduziram que essa diferenca descrita por Tauxe e colaboradores
(1988) pode ser devida a diferentes praticas tais como, 0 consumo e manipulacéo de
forma néo higiénica que pode expor o sexo masculino aos fatores de riscos. Em
2005, nos Estados Unidos, a taxa dessa infeccdo em criangcas de 1 ano cresceu
substancialmente se comparado com outros grupos de idade (Olson et al., 2008).

Em relacdo a sazonalidade o CDC (2005) observou que nos paises que
possuem o clima temperado, as taxas de infeccdo comecam a aumentar em Marco e
0 apice em junho e julho e o seu declinio é gradativo com menores taxas nos meses
de dezembro, janeiro e fevereiro. Segundo este mesmo 6rgao, isto foi devido ao
aumento do consumo de produtos contaminados durante os meses de verao,
manutencdo dos mesmos sob elevadas temperaturas e a dificuldades em se manter
o0 congelamento dos alimentos nesta época. Nylen e colaboradores (2002)
compararam os dados de cinco paises da Europa e obtiveram a conclusédo de que a
sazonalidade varia de acordo com o0 aumento da latitude. Os fatores climéaticos como
temperatura, luz solar e umidade podem conduzir a dinAmica da transmissdo de
Campylobacter afetando a prevaléncia no reservatério e com aumento nos
individuos do sexo masculino que tem o comportamento de risco, como manipulacao
de carnes em churrasco e contato com fontes de aguas contaminadas (van Pelt et
al., 2003; Patrick et al., 2004). A incidéncia anual nos Estados Unidos pode ser
maior do que a identificada pela vigilancia, pois os dados sdo baseados em casos
confirmados em laboratérios (Olson et al.,, 2008). Houve, no ano de 1990 um
aumento na taxa de individuos infectados por Campylobacter. Esta observacgéo foi
possivel devido a introducdo obrigatoria na rotina de laboratorios terem que realizar
o isolamento em fezes de pacientes com suspeita clinica. Esse aumento do niumero
de casos foi devido ao maior numero de isolamento feito por laboratorios (WHO,
2001).

Hofshagen e Kruse (2005) observaram que no ano de 2000 houve uma
reducdo ou a estabilizacdo da taxa de infeccdo por Campylobacter nos paises
industrializados. Os mesmos autores acham que a hipétese mais provavel seria
devido as melhores medidas implementadas nas barreiras de biosseguranca nas
granjas de frangos, o aumento da higiene e do transporte e abate, o congelamento

de frangos contaminados, a utilizacdo de embalagens a prova de vazamentos e
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campanhas de orientagdo aos consumidores. Segundos os autores essas medidas
teriam reduzido o nivel de contaminacdo dos frangos vendidos no varejo e assim
contribuiu com a reducéo do numero da taxa de infeccdo nos homens.

Os surtos por Campylobacter s&o raros, porém sao conhecidos casos
esporadicos da doenca. Ao contrario de outros microrganismos, o Campylobacter
ndo € tolerante ao oxigénio atmosférico, ao ressecamento e ndo multiplica em
alimentos deixados por muitas horas sob alta tensdo atmosférica (Blaser et al., 1980;
Beyliss et al., 2000). Isso pode explicar a raridade de grandes surtos relatados em
alimentos sdlidos (Franco, 1988). Embora muitas vezes seja dificil determinar a fonte
de infeccdo individual, a investigacdo epidemioldgica utilizada é a metodologia de
caso-controle, pois pode identificar a exposicdo mais provavel com a infeccao por
Campylobacter, a partir das fontes que podem ser inferidas (Olson, 2008). O
Campylobacter pode ser transmitido rapidamente por via horizontal entre o0s
passaros, podendo presumir a contaminacdo através de fonte comum de agua ou
contato fecal (Shane, 1992).

Um estudo feito na cidade de Seatle, em 1986, quantificou a contaminacao
cruzada presente na superficie da carne de frango foi de 1 a 3% de Campylobacter
transferidos para as maos, utensilios e outros tipos de alimentos manipulados na
cozinha (Luber et al.,, 2006). Na Noruega foram encontrados Campylobacter em
linguicas usadas em churrascos e em carne suina mal passada (Kapperud et al.,
2003). Os autores Castilho e Escartin (1994) realizaram um corte em frutas com o
uso de utensilio contaminado, e apds seis horas conseguiram isolar esse
microrganismo ainda viavel.

A importancia da espécie bovina na transmissdo da campilobacteriose
assemelha-se aos demais grupos de animais que se destinam a producéo de carne,
incluindo os ovinos e suinos. Este microrganismo pode ser isolado em elevadas
proporcdes nas carcacas dessas espécies logo apds o abate, no qual a evisceragao
dos animais portadores intestinais se constitui o ponto critico de contaminacao;
embora o resfriamento e a secagem da carcaca por ventilacdo forcada reduza
significativamente o niumero desse microrganismo. Talvez a forma mais importante
para o alimento carneo tornar-se veiculo de infeccdo da campilobacteriose intestinal,
seja através da transferéncia passiva do agente para outros alimentos durante o

descongelamento e o processamento em locais comuns. Neste aspecto, a carcaca
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de frango congelada assume importancia, pois a agua de degelo em contato com
outros alimentos, principalmente aos que podem ser ingeridos in natura seriam a
origem de frequentes surtos (Pinheiro, 2008).

Pinheiro (2008) analisou que no Brasil diversos autores ja relataram a
presenca de Campylobacter sp. em fezes de individuos com diarréia aguda ou
cronica e até em individuos assintométicos, observando-se que a incidéncia nos
quadros diarréicos tem variado entre 2,3 a 17%, dependendo da faixa etaria e das
condicbes socioeconbmicas dos pacientes. A elevada taxa de portadores
assintomaticos provavelmente esta relacionada com a presenca de anticorpos
séricos que surgem em consequéncia de repetidas infeccbes e pode ser muito
comum em individuos que vivem em condi¢cdes higiénicas insatisfatorias ou por
razdes laborais mantém estreito contato com animais ou outras fontes de infeccéo
(Trabulsi et al., 2002).

Uma vez que, e C. coli sdo reconhecidos como causadores frequentes de
diarréia em humanos, deve-se considerar os diversos aspectos envolvidos na
disseminacdo destes microrganismos, principalmente quando estes podem estar
sendo transmitidos por animais de producdo, cdes e gatos doentes ou por
portadores saudaveis (Pinheiro, 2008). Para Murray e colaboradores (1998) a
doenca pode ser mais comum em dias quentes, porém ocorrem casos durante o ano
todo e nos paises de clima temperado, a infecgcdo predomina no verdo. A doenca
ocorre em qualquer idade, mas é predominante nos primeiros cinco anos de vida
(Trabulsi et al., 2002), nos paises subdesenvolvidos, a doenca é mais sintomatica
em criancas e nos adultos a forma assintomatica (Murray et al., 1998).

Os sinais clinicos mais comumente observados sao diarréia liquida ou
mucosa, podendo conter sangue e leucdcitos fecais; dores de cabeca, abdominal e
muscular. A fatalidade ocorre geralmente em pacientes com cancer ou
imunossuprimidos e aborto séptico por C. jejuni somente 20 casos foram relatados
na literatura. A campilobacteriose chega a ser comum em paises desenvolvidos, a
ocorréncia de 20 por 1000 mil habitantes com cerca de 2,4 milhdes de pessoas
infectadas nos Estados Unidos sendo o segundo patégeno comum. No Brasil ocorre
o subdiagnostico e a subnotificacdo (Secretaria de Saude de S&o Paulo, 2003).

Para Olson et al.(2008) o controle dessa infeccdo depende de estratégias de

prevencdo, incluindo educacdo publica para diminuir o risco e a contaminacéo
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cruzada em cozinhas, melhor higiene no abate para reduzir o nivel de contaminagéo
de carcacas e medidas de controle em fazendas para reduzir a infeccado entre os
animais, e a rotina de estratégias de prevencdo como o tratamento de agua para

consumao.

Patogenia da campilobacteriose em humanos

O Campylobacter sobrevive a acidez estomacal e a alcalinidade dos sucos
biliares para entédo colonizar o ileo e colon. A invasao deste microrganismo interfere
na secrecao e na capacidade de absorcdo do intestino. Esta bactéria ndo possui
fimbrias, porém tem se demonstrado que o flagelo e o lipopolissacarideo (LPS)
atuam como adesinas que permitem a adesdo da bactéria a célula epitelial e ao
muco intestinal. O muco intestinal exerce uma atracdo quimiostatica que faz a
bactéria se movimentar através do seu préprio eixo, facilitando o contato desta com
o epitélio do intestino. A adesédo pode ser inibida, experimentalmente por anticorpos
especificos antiflagelares (Trabulsi et al., 2002).

Zilbauer e colaboradores (2007) afirmaram que o mecanismo da diarréia
ainda nao foi completamente esclarecido. Em alguns pacientes verificou-se que o C.
jejuni invade a mucosa intestinal, provocando ulceracdo e diarréia
mucossanguinolenta, porém; em muitos pacientes, a principal manifestacdo € a
diarréia aquosa, semelhante a causada por bactérias enterotoxigénicas (Trabulsi et
al.,, 2002). Skirrow e Blaser (1995) constataram caracteristicas diferentes nas
infeccbes por Campylobacter nos paises em desenvolvimento, onde a diarréia é
aquosa e ndo inflamatoria, e nas infec¢cdes semelhantes nos paises desenvolvidos a
diarréia € inflamatéria aguda, mas outros sintomas sdo independentes da
localizagdo geografica, sendo influenciada pela susceptibilidade do hospedeiro ou
relativa viruléncia da cepa, onde é possivel que diferentes cepas de Campylobacter
podem apresentar diferentes caracteristicas. A bactéria adere e invade o epitélio
intestinal antes do inicio do desenvolvimento do processo inflamatério e da diarréia
(Zilbauer et al., 2007). O conjunto destes dados sugere que a diarréia causada por
C. jejuni pode ser decorrente tanto de invasdo como de producdo de fatores
enterotoxicos, mecanismos que poderiam operar sSimultaneamente ou

separadamente (Trabulsi et al., 2002). Lecuit e colaboradores (2004) analisaram que
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o C. jejuni causa os sintomas de artrite reativa, urticaria e eritema nodoso idénticos a
outras bactérias enteropatogénicas.

Os autores Rosenquist et al. (2003) relatam que colonizagao de C. jejuni nas
aves normalmente é assintomatica, entdo por isto o homem ao manusear as
carcacas de frango pode contaminar as mesmas e o consumo de carne de aves mal
cozidas pode ser uma fonte potencial de contaminacdo por Campylobacter. Os
mesmos autores afirmam que a reducdo dos niveis de contaminacdo ou a
erradicacdo de Campylobacter nas aves pode controlar ou prevenir esta doenca no

homem.

Mecanismo de invasao

A invasdo do C. jejuni no intestino ocorre com a adeséo deste na superficie
da célula na regido apical. A pré-invasdo da bactéria na célula estimula a producéo
de um passageiro aumento de Ca?* intracelular dos estoques do hospedeiro que
causa 0 rearranjo dos filamentos de actina do citoesqueleto e assim ocorre
aproximacdo com a bactéria. Ainda ndo foi elucidado o processo da cascata de
sinalizagdo, porém aparentemente se inicia com a fosforilacdo de proteinas
estimulando a despolarizacdo dos filamentos de actina na cortical e os microtubulos
contribuem com a endocitose da bactéria. A célula infectada produz e libera a
interleucina-8 (IL-8) que ira estimular os linfécitos da lamina prépria e ap6s o
processo inflamatério, a célula morre e com isso compromete a absorcao intestinal e
causa diarréia, colite ou ambos. O C. jejuni aparentemente sobrevive nos
macrofagos/mondcitos por muitos dias, entretanto foi observada que ocorre apenas
uma vez a replicacdo intracelular durante as primeiras cinco horas apoés a infecgédo
em células epiteliais nos homens (Hu & Kopecko, 2008). Hickey et al. (2000)
afirmam a importancia da toxina de distensao citoletal (CDT) produzida pelo C.
jejuni, pois esta desencadeia o aprisionamento e a morte da célula hospedeira
juntamente com aderéncias bacteriana ou invasao mediadas pela IL-8 produzidas e
liberadas no epitélio (Hu & Kopecko, 2008).

A maioria das cepas de C. jejuni adere nas células epiteliais do intestino em
humanos e nem todas as cepas causam doencgas nos animais, a importancia relativa

da patogénese ainda ndo esta clara (Lastovica, 2001) como também se a bactéria
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perdeu uma ou mais caracteristicas da expressao de viruléncia ou de algumas
cepas que sdo naturalmente nao-patogénicas ou tem a mesma capacidade
equivalente as habilidades patogénicas, mas causam diferentes sindromes

baseadas na susceptibilidade do hospedeiro (Bancon et al., 2000).

Transmissdao em Humanos

O Campylobacter est4d adaptado ao trato intestinal de todos os animais e
cresce somente no hospedeiro, e mesmo assim pode sobreviver em ambientes
como solo, agua e em instalacdes de industrias de alimentos. Nas espécies bovina,
suina e ovina foram isoladas essa bactéria, contudo a principal prevaléncia sdo na
aves, sendo esta a principal fonte de contaminacdo. A transmissdo horizontal ocorre
nos homens pela ingestdo de qualquer alimento contaminado com o microrganismo
que esteja cru ou mal cozido, tais como carnes e leite, 4gua ndo clorada ou pela a
contaminacgao cruzadas no preparo dos alimentos de verduras e frutas. Os principais
fatores de risco para doenca estdo sendo considerados 0 consumo e 0 manuseio da

carne de frango inadequadamente cozida (Krauss et al., 2003).

Sinais clinicos da campilobacteriose humana

O periodo de incubacdo varia em torno de trés a cinco dias, podendo se
estender até 10 dias. A infeccéo por C. jejuni pode se manifestar de varias formas,
sendo a mais comum a enterocolite (Krauss et al., 2003; Melo Franco & Landgraf,
2008), dores musculares e de cabeca, nausea, cansaco, colites e prostites. A
doenca se caracteriza por provocar diarréia acompanhada de febre baixa e dores
abdominais. Em alguns casos, a febre pode ser alta e as fezes podem conter
sangue, leucocitos e muco, sendo raros os vomitos. A fase aguda da diarréia dura
de dois a trés dias, mas as dores abdominais podem persistir por até trés semanas e
alguns casos podem levar a meningite. O Campylobacter € uma bactéria
enteroinvasiva que provoca sintomas da colite parecida com as de uma doenca
inflamatoria do intestino Quando ocorre dor abdominal o diagnéstico pode ser

confundido com apendicite (Krauss et al., 2003).
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A infeccdo por Campylobacter quando comparadas com a Salmonella e
Shigella provoca sintomas menos intensos de febre, dor de cabeca e abdominal,
nausea e vomitos. Caso nao seja realizado o tratamento as chances de retorno da
infeccdo sdo maiores, no entanto, ndo sdo diagnosticadas sem a realizacdo do
exame de coprocultura. Krauss e colaboradores (2003) concluiram que o diagnostico
da doenca pode ser complicado, porque o material deve ser fresco e o melhor seria
as fezes liquidas ou o swabs retal. Moore et al. (2005) observaram que os individuos
infectados continuam a eliminar o Campylobacter ainda por véarias semanas e,
Kapperud e colaboradores (2003) afirmam que isso pode ser possivel mesmo apo6s
o tratamento com antibidticos. A enterite ocorre em qualquer faixa etaria, porém nos
bebés os riscos sdo maiores de desidratacdo e convulsdo, e que no periodo do
aleitamento materno estes se encontram protegidos da manifestacdo clinica, porém
na fase do desmame os sintomas podem aparecer (Moore et al,. 2005).

Individuos hiperexpostos desenvolvem imunidade e a infeccdo se torna
subclinica. Esta situacdo acontece nos paises em desenvolvimento entre as
criancas e adultos com habitos de ingerir leite cru e os que trabalham em
abatedouros de aves respectivamente (Moore et al., 2005). Em contrapartida, uma
diminuicdo da reposta imune, pode ocorre em pessoas idosas ou em pessoas cuja
imunidade esta prejudicada por diabetes, cirroses, cancer, imunossupressao,
infeccdo por HIV aumenta o risco de desenvolver uma doenca grave (Sorvillo et al.,
1991).

Sindrome de Guillain-Barré (SGB)

Segundo Beneti & Silva (2006) € uma sindrome autoimune caracterizada por
polineuropatia aguda de rapida progressdo, sendo a causa ndo totalmente
esclarecida. Possui evidencias de um processo infeccioso prévio de origem viral ou
bacteriana, mas a hipotese aceita € associagdo com infeccdo por C. jejuni. E
considerada a forma mais frequente de neuropatia, com evolugcédo rapida sendo
potencialmente fatal (Torres et al., 2003), e tem se tornado a primeira causa de
paralisia flacida apos a erradicacéo da poliomielite (Quintero & Boza, 1999).

A SGB esta relacionada a uma reposta imunologica que o organismo realiza

em funcdo de agentes infecciosos presentes no organismo (Tavares et al., 2000;
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Funes et al., 2002). Os pacientes com SGB sofreram antes algum tipo de infecgéo
nas semanas que antecederam o inicio da sindrome. (Beneti & Silva, 2006).

A paralisia é ascendente e ocorre rapidamente (van der Meche et al., 2001),
das pernas para os bracos e musculos respiratorios. Os pacientes hospitalizados
podem precisar de assisténcia de ventilagdo mecanica para respirar enquanto

persistir a doenca (Buzby et al., 1997).

Diagnostico em humanos

O diagnostico em humanos de enterite causado por Campylobacter pode ser
feito pelo exame bacteriolégico tradicional, sendo necessario levar amostras fecais
para o laboratério o mais rapido para ndo provocar o estresse da bactéria exposta
ao ar atmosférico. As amostras podem ser refrigeradas durante o transporte para a
conservacdo da bactéria, e nos casos de dificuldade de transporte e no
armazenamento torna-se necessario o uso do meio de cultivo Cary-Blair que utiliza o
swab de reto, sendo a vantagem deste meio a preservacdo das amostras durante
varios dias. Os procedimentos mais comumente realizados sdo semeaduras das
fezes em agar sangue que contenha antimicrobianos para inibir o crescimento de
outros microrganismos da microbiota intestinal. O exame bacterioscépico das fezes
costuma mostrar células tipicas de Campylobacter, bem como leucécitos em
quantidades variaveis. A identificacdo do Campylobacter tem por base sua
morfologia, caracteristicas das culturas e propriedades bioquimicas tais como
hidrolise do hipurato, oxidase, catalase, indoxil acetato esterase, urease e H,S (TSI)
(Trabulsi et al., 2002).

Os pacientes em estado grave ou com infeccdo cronica requerem radiografia
abdominal para investigacdo e neste exame pode ser detectado pancolites, nddulos
na porcao terminal do ileo (Lambert et al., 1979). Para fazer a diferenciacdo entre
apendicite e adenite mesentérica estdo sendo usada a tomografia computadorizada
abdominal (Blaser & Engberg, 2008).
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Diagnostico em alimentos

De acordo com as normas da Internacional Organization for Standardization,
da Food and Drug Administration (Hunt et al., 2001) e do Food Safety and Inspection
Service, United States Department of Drug Administration of Agriculture, os métodos
de analises em alimentos estdo direcionados para as espécies de Campylobacter
termotolerantes, com a temperatura de incubacdo de 41,5 ou 42°C. As etapas
descritas por essas normas sdo muito semelhantes, incluindo o procedimento de
pré-enriquecimento em caldo seletivo com composi¢do de Caldo Bolton (cloreto de
sédio, metabissulfito de sddio, piruvato de sédio e acido a-cetoglutérico) e Caldo de
Enriqguecimento de Hunt (extrato de levedura e FBP) incubado a 37°C, uma etapa de
enriqguecimento do mesmo caldo com a temperatura de 41,5 ou 42°C. Depois vem 0
plagueamento em um ou dois meios seletivos diferenciais e a incubagédo sob a
temperatura de 41,5 ou 42°C e uma selecéo inicial das culturas que sédo baseadas
tipicas de forma, arranjo e motilidade. Esses métodos descrevem a necessidade de
cuidado no transporte e estocagem das amostras destacadas, a sensibilidade do
Campylobacter ao congelamento e a estocagem, recomenda que as amostras sejam
congeladas e protegidas contra a perda da umidade e indica que a temperatura de
estocagem entre 2 e 3°C e que a andlise seja realizada mais rapido possivel. Caso o
congelamento seja inevitavel, deve ser usado crioprotetores como glicerol ou dimetil
sulfoxido na concentracdo de 10% em relacdo a quantidade da amostra e nas
amostras de swabs o indicado sera o Caldo Brucella (peptona de carne e caseina,
extrato de levedura, glicose, NaCl e bissulfito de sédio) suplementado com 10% de
polivinil pirrolidina (Silva et al., 2007).

O Campylobacter € sensivel ao ar, secagem, pH baixo, aquecimento,
congelamento e, em estocagem prolongada pode sofrer injuria o que dificulta a sua
deteccdo. As células velhas ou estressadas adquirem forma cocoOide e se tornam
mais dificeis de cultivar. O C. jejuni pode sobreviver sob estocagem de duas a
quatro semanas na temperatura de refrigeragdao de 4°C e em baixa tensdo de
oxigénio. Outras espécies desse microrganismo sob essas mesmas condicdes
podem sobreviver de dois a cinco meses a -20°C. A populacdo da bactéria diminui
dois ciclos logaritmicos a -20°C, porém as células sobreviventes podem ser

recuperadas ap0s mais de cinco meses e uma vez abertos os frascos ou
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embalagens, a analise dever ser feita 0 quanto antes, porque a entrada de oxigénio
€ deletéria para as células debilitadas pela estocagem prolongada (Silva et al.,
2007).

A incubacdo de cultivo do Campylobacter deve ser feita sob condi¢des
microaerdfilas, sendo indicada a composi¢cao gasosa com 5% de O,, 10% de CO; e
85% de N,. Silva et al. (2007) comentam sobre a ISO 10272-1 e 2, 2006 que indica a
concentracdo de O, entre 2 a 5%, 3 a 10% de CO, menos de 10% sendo opcional
de H, e quantidade de N, necesséaria para completar 100%. Bolton et al. (1984)
observaram que para aumentar a tolerancia ao oxigénio os meios devem possuir o
sulfato ferroso, metabissulfito de sddio, piruvato de sédio (a combinagdo desses trés
compostos € chamada de FBP), carvdo, heme e sangue. Estas substancias iréo
prevenir acumulo e neutralizar os derivados do oxigénio como o peroxido de
hidrogénio produzido durante o crescimento nos meios de cultura e neutralizar os
inibidores da trimetropina que sao toxicas para o Campylobacter (Silva et al., 2007).

Para reduzir a competicdo com outros tipos de bactérias, os meios devem
conter diversas combinacdes dos antibidéticos como a cefoperazona de sdédio,
trimetroprina, vancomicina, rifampicina, anfotericina B e cicloeximida. A vancomicina
inibe as bactérias gram positivas, a trimetroprima inibe Proteus, a cefoperazona de
sédio inibe as bactérias gram-negativas entéricas e algumas gram-positivas, a
anfoterecina B e a cicloeximida inibe fungos (Silva et al., 2007).

O método de presenca/auséncia da ISO 10272-1 utiliza apenas quatro testes
para a confirmacdo de Campylobacter termotolerante em género, a morfologia,
arranjo e motilidade tipicos, o teste de oxidase positivo, 0 crescimento negativo a
25°C em condicbes microaerodfilas e a incapacidade em crescer em condi¢cdes
aerobicas a 41,5°C. A diferenciacéo entre as espécies C. jejuni subsp. jejuni, C. coli,
C. lari e C. upsaliensis, € opcional e utiliza cinco testes que sao: sensibilidade ao
acido nalidixico, sensibilidade a cefalotina, hidrdlise do hipurato e do indoxil acetato.
Este método aplica-se a todos os alimentos destinados ao consumo humano, as
racdes animais e as amostras do ambiente de fabricagdo ou manipulacdo de
alimentos (Silva et al., 2007).

As colbnias de Campylobacter podem ter diferentes aspectos dependendo do
tipo de meio utilizado para fazer o isolamento primario que normalmente tem o

aspecto acinzentado, plano, irregular, colénias espalhadas na maioria dos meios de
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isolamentos e ndo hemoliticas em meios que contenha sangue. Quando contem
diminui a umidade no meio, as colonias ficam pouco espalhadas, forma

arredondada, convexa e com aparéncia cintilante (Vandamme et al., 1992).

Tratamento em humanos

Em humanos néo existe um tratamento especifico para a campilobacteriose,
nos casos de diarréia e vomito o indicado seria a reposi¢do dos eletrolitos com a
ingestdo de liquidos e a fluidoterapia. As infec¢des intestinais por Campylobacter
geralmente sdo autolimitantes (Zilbauer et al., 2007), dispensando assim, o uso de
antimicrobianos. Caso seja indicada a antibioticoterapia, a droga de escolha sera
eritromicina. Para Moore et al. (2005), o tratamento com um bom resultado se
administrado o medicamento no inicio da doenca e os antibiéticos recomendados
para o tratamento, além da eritromicina, a amoxilina, a fluoroquinolona ou
tetraciclina. Com o uso desses antibiéticos foram observadas melhorias no quadro
clinico de pacientes com severa ou infec¢ao crénica, e em outros pacientes houve a
falha no tratamento (Blaser et al., 1980; Noble et al., 1982; Bentely et al., 1985).
Torna-se conveniente determinar a sensibilidade dos antimicrobianos da amostra
isolada, pois em muitas regides tem observado a existéncia de amostras resistentes

a estes antibioticos (Trabulsi et al., 2002).

Campylobacter nos Alimentos

Os alimentos em geral podem conter uma baixa quantidade de
Campylobacter, e que pode sofrer injaria celular no congelamento, resfriamento,
aguecimento e salga. Através desses processos seria possivel a reducdo da
guantidade dessa bactéria nos alimentos, porém o que se percebe normalmente
seria 0 aumento de infecgdes. Os autores Balbani e Butugan (2001) observaram que
nos paises subdesenvolvidos torna-se mais dificil o controle devido aos maus
habitos de higiene da populacdo, auséncia de agua potavel e refrigeracdo que
favorece a deterioracdo dos alimentos, falta de descarte adequado para o lixo, este

tipo de comportamento pode contribuir para a contaminacao dos alimentos.
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Houve somente um relato de surto de Campylobacter em ovos e essa
associacdo como fonte de infec¢cdo ndo € comum (Finch & Blake, 1985). O leite cru
pode ser contaminado por fezes dos proprios animais ou também por contaminacao
do Ubere (Harris et al., 1987). A pasteurizacdo do leite seria o suficiente para
eliminar o risco, entretanto existem relatos em que a pasteurizagdo inadequada do
leite foi fonte de infeccdo (Blaser et al.,, 1983; Fahey et al., 1995). No queijo o
Campylobacter ndo sobrevive (Backmann & Spahr, 1995). Os produtos de leite
fermentado e iorgutes ndo séo suspeitos como fonte de infec¢do por causa do baixo
pH do &cido latico (Cuk et al.,, 1987). A manteiga assegura a sobrevivéncia do
patégeno durante treze dias, sob temperatura de 5°C, devido a quantidade baixa de
agua e alta de NaCl (EFSA, 2005).

Durante o processo de abate de bovinos, suinos e ovinos pode ocorrer a
contaminacdo da carne com a microbiota intestinal durante a evisceracdo, porém
ocorre com menos frequéncia do que o processo do abate de aves, onde 0s
procedimentos de evisceracdo € mecanica (EFSA, 2005). Lammerding e
colaboradores (1988) isolaram uma alta percentagem nestas mesmas espécies apos
o abate e antes do resfriamento. Apdés 24 horas em camara fria, o0 nimero de
Campylobacter na carcaca teve uma significativa reducdo (Oosterom et al., 1983;
Stern & Kazmi, 1989, EFSA, 2005). Devido a baixa quantidade deste patégeno em
carne de bovinos, suinos e ovinos, o cozimento adequado seria o suficiente para
eliminar o risco das infecgcbes em humanos (Jacobs-Reitsma et al., 2008).

O Campylobacter pode ser isolado em aguas de coOrregos, mar e piscina,
essas aguas nao servem para 0 consumo, porém pode ocorrer a ingestdo acidental
tornando-se um risco considerado. A origem da contaminacdo das aguas ocorre por
meio das fezes de passaros ou animais domeésticos ou por fezes humanas (Blaser et
al., 1983; NACMCF, 1994; Koenraad et al., 1997; EFSA, 2005). Evans et al. (2003)
observaram a contaminagdo por Campylobacter em saladas e em &guas
engarrafadas como dois fatores de risco em potencial para a campilobacteriose.
Teoricamente as culturas se tornam contaminadas ocasionalmente através da
aplicacao de biofertilizante os quais utilizam fezes de animais e passaros, e por agua
contaminada. Além disso, a contaminacgao cruzada pode ocorrer durante a colheita,

manipulagdo e processamento dos vegetais (EFSA, 2005). Roels e colaboradores
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(1998) relataram um surto raro de campilobacteriose que foi atribuida a salada de
atum, podendo ser resultado da contaminacéao cruzada durante o preparo.

A presenca transitoria desse microrganismo no ambiente marinho pode trazer
como consequéncia a contaminacdo dos mariscos. Os autores Abeyta e
colaboradores (1993) observaram que o consumo de mariscos e ostras cruas pode
ser considerado uma potencial fonte de infeccdo nos humanos por Campylobacter. A
depuracédo de ostras ndo tem apresentado totalmente eficaz na eliminacdo dessa
bactéria. Geralmente o aconselhavel é passar os mariscos por algum processo
térmico (Wilson & Moore, 1996; EFSA, 2005).

Campylobacter em carne de aves

Segundo Mead (2002) o C. jejuni coloniza principalmente o trato
gastrointestinal das aves envolvendo uma interacdo complexa entre bactéria e
hospedeiro, mas a maioria dos casos sem causar a doenca nas aves. Os valores
encontrados de Campylobacter em carcagas processadas em abatedouros estédo
relacionados com a sua presenca nos intestinos de frangos. A contaminacdo de
penas e pele durante o transporte das aves até ao abatedouro torna-se inevitavel,
assim como seu manuseio e evisceracdo (Hald et al., 2000). Os niveis de
contaminacgao por estas bactérias variam no processo industrial de abate sendo que
0os niveis elevados sdo detectados durante o processo de escaldagem e na
depenadeira, ndo se alterando apds a evisceracdo. A contaminacdo pode aumentar
durante a escalda, o que indica contaminagdo cruzada por Campylobacter neste
ponto (Abu-Ruwaida, 1994). As proximas etapas de lavagem e resfriamento tendem
a reduzir a quantidade de bactérias contidas na carne, porém ndo elimina
completamente (Oosterom et al., 1983; Bryan & Doyle, 1995; EFSA, 2005). Altas
contagens de Campylobacter foram encontradas nas carcagas ou produtos finais,
representado risco para a saude dos consumidores (Abu-Ruwaida, 1994). Isso
também pode levar a contaminacdo dos equipamentos, das superficies de trabalhos,
da agua de processamento e ar. As grandes quantidades de agua usadas durante o
processamento das aves contribuem para disseminar e manter a sobrevivéncia do
Campylobacter e isto complica o controle do processamento industrial da planta
(Berndtson et al., 1992; NACMCF, 1994; EFSA, 2005).
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O consumo de frango é responsavel em torno de 20-40% de infeccdo por
Campylobacter (Havelaar et al., 2005). Berrang et al. (2001) sugerem que o aumento
de Campylobacter na pele do peito do frango ocorre no momento da retirada das
penas, em virtude da eliminacdo das bactérias pela cloaca, a qual é facilitada pela
insensibilizacao elétrica. Segundo Yang et al. (2001) as carcacas e os produtos de
aves sao frequentemente veiculos de Campylobacter, sendo que a incidéncia em
carcacas pode ser afetada principalmente nas condi¢cdes do processo da escalda e
do chiller. Wempe et al. (1983) isolaram em 94% das amostras de agua na escalda e
na depenadeira, em que a contaminagéo cruzada ocorreu pelos dedos de borracha,
passando o agente de ave para ave.

Perfil de susceptibilidade do Campylobacter no processamento

industrial

O Campylobacter é sensivel ao aquecimento e inativado pela pratica de
pasteurizacdo em carnes. O valor decimal de reducdo em carnes varia entre 5.9 a
6.3 minutos no aquecimento de 50°C e menos de 1 minuto para o aquecimento de
60°C, e os valores 20 minutos a temperatura de 49°C ou 45 segundos no
aguecimento de 57°C para a carne de frango triturada. Essas temperaturas de
aquecimento sdo consideradas suficientes para inativar o Campylobacter na carne
(Stern & Kazmi, 1989; NACMCF, 1994).

Observou-se que o0 acido ascoérbico na concentracdo de 0.05% inibe o
crescimento do Campylobacter e a concentracdo de 0.09% funciona como
bactericida (NACMCEF, 1994). O Campylobacter consegue ter um 6timo crescimento
na concentragédo de 0.5% de NaCl, porém torna-se sensivel as altas concentragdes,
elevada temperatura e o tipo de meio (especiarias tais como 0 orégano e o cravo),
em gque esta o alimento (Stern & Kazmi,1989). Os autores Stern e Kazmi (1989);
Bolder (1997) observaram que o uso em carnes de acido latico ou acético em spray
ou imersao durante o processo de abate reduziu a contaminagdo por esta bactéria.
As embalagens com a atmosfera modificada e a vacuo tém diminuido a
sobrevivéncia de espécies de Campylobacter, porém se as carnes forem estocadas
sob a temperatura de 4°C e contiver um substrato que neste caso seria as fezes
essa bactéria podera sobreviver durante dias (Stern & Kazmi, 1989; NACMCF,
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1994). A mesma bactéria é sensivel a irradiagdo gama e violeta. Varios
desinfetantes inativam este microrganismo como os compostos fendlicos, iodéforos,
amoOnia quartenaria, alcool etilico a 70%, glutaraldeido e hipoclorito de sédio. A
cloragdo adequada da &agua inativa o Campylobacter e a sua utilizacdo no
processamento do abate das aves durante a escalda e no chiller sdo permitidos em
muitos paises, porém os efeitos relatados sdo minimos nas carcacas de aves, talvez
devido & matéria organica no tanque de chiller e a localizacdo da bactéria na
carcaca. Na tentativa de reduzir a contaminacdo das carcacas durante o
processamento, Mead e colaboradores (1995) utilizaram sprays de agua com uma
maior concentracdo de cloro nos equipamento e na superficie de trabalho, e
evitaram colocar as carcacas em superficie de contato que os autores consideraram
desnecessaria durante o processamento. Os mesmos autores obtiveram como
resultado a diminuig&o significativa dos niveis de contaminacéo das carcacas, porém
o impacto foi pouco aos consumidores expostos a infec¢do por Campylobacter, com
iISSO 0s autores perceberam que o controle da bactéria tem que ser durante o
manejo das aves, pois quando o teste em aves € negativo nas fezes, o nimero de

Campylobacter considerado é baixo e no abate sera eliminado na carcaca.

Resisténcia do Campylobacter a antimicrobianos

Existem dois métodos diferentes para fazer o teste de susceptibilidade das
bactérias aos agentes antimicrobianos, os quais sdo o método de diluicdo/
concentracéo inibitéria minima e difusdo de discos (Aarestrup et al., 2008). O teste
de difusdo de discos em agar € o método mais comum e as bactérias patogénicas
apresenta um rapido crescimento e baseia-se unicamente na presenca ou auséncia
da zona de inibicdo. O teste de susceptibilidade aos antimicrobianos € indicado para
qualquer bactéria patogénica que contribua com o processo infeccioso e possui a
necessidade da intervengcdo de um agente antimicrobiano, porém o teste de difusédo
de disco ndo pode ser utilizado para qualquer bactéria, devido a interpretacdo de
resultados ndo condizentes com a realidade. Para alguns microrganismos, ainda nao
existe uma adequada padronizacdo e interpretacdo, pois necessitam de meios e
atmosferas diferentes de acordo com as normas NCCLS (National Committe for
Clinical Laboratory Standards) documento M31-A2 para o Controle de Qualidade dos
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Parametros para Agentes Antimicrobianos na Veterinaria (2002).De uma forma em
geral, o resultado do antibiograma é realizado pela andlise do didmetro do halo de
inibicdo que foi padronizado de acordo com cada droga. O resultado é expresso em:
sensivel, intermediario e resistente. O fato de haver um halo de inibicdo ao redor de
um disco contendo antimicrobiano nem sempre significa boa sensibilidade do
microrganismo a droga, pois tem que fazer a medicdo e a comparacao com padrdes
estabelecidos para cada antibiotico, de acordo com a concentracao fixa da droga em
cada disco. Esta concentracdo é denominada de poténcia de disco e representa o
mais elevado nivel sanguineo alcangado pelo antimicrobiano com emprego de doses
usuais (Tavares, 2001). Os antimicrobianos escolhidos para o teste de resisténcia
sdo drogas aprovadas pelo U.S FDA Centers for Veterinary Medicine utilizadas na
terapéutica empregada em doencas de uma forma geral no controle, prevencéo e
promotores de crescimento nos animais destinados ao consumo e 0S animais
domésticos de pequeno porte (NCCLS, 2002).

Tavares (2001) comenta que o acido nalidixico € uma quinolona de primeira
geracdo com acao bactericida em gram-negativas, ndo demonstrando atuacdo nas
gram-positivas, anaerébios, fungos e Pseudomonas aeruginosa. A partir da primeira
quinolona deu origem as denominadas fluoroquinolonas ou quinolonas de segunda
geracao, sendo as principais a enrofloxacina, norfloxacina, ciprofloxacina, ofloxacina,
lomefloxacina e perfloxacina (Gorniak, 1999). A ciprofloxacina constitui a mais
potente quinolona contra microrganismos gram-negativos, sendo mais ativo que a
norfloxacina contra enterobactérias e Pseudomonas. Tem ac¢ado contra anaerdbios,
Chlamydia, Mycoplasma e.Staphylococcus, exceto os meticilina-resistentes, mas é
pequena sua acdo contra Streptococcus. As quinolonas sdo bactericidas e seu
mecanismo de acao consiste em inibir a DNA-girase dos microrganismos sensiveis,
alterando a estruturado cromossomo microbiano e sintese protéica (Tavares, 2001).

A eritromicina pertence ao grupo de macrolideos que sao antibioticos
bacteriostaticos, ativos contra bactérias gram-positvas, micoplasma e possuem boa
atividade contra bactérias aerébias, entretanto as bactérias gram-negativas aerébias
sao resistentes (Spinosa, 2007).

As tetraciclinas foram descobertas em 1948. Estes sdo consideradas de largo
espectro de acdo antimicrobiana, pois atuam sobre bactérias gram-positivas, gram-

negativas, Chlamydia, Riquétsia e sobre alguns protozoarios. As tetraciclinas na
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veterindria sdo utilizadas em Vvarios paises como promotores de crescimento na
racdo de animais criados para o consumo humano, sobretudo aves. Estas drogas
agem como um profilatico contra possiveis bactérias que possam causar infeccdo no
animal, com isso um melhor aproveitamento intestinal dos alimentos pelos animais
(Spinosa, 2007).

Em 1945, o primeiro aminoglicosideo foi a estreptomicina introduzida na
terapia de doencas bacterianas em geral. E considerado bactericida, o espectro de
acao relativamente curto, com atividade predominantemente sobre o0s
microrganismos gram-positivos, sendo por isso associado as penicilinas naturais
cujo espectro de agdo € sobre gram-positivas, visando ampliar o espectro de acao.
Os aminoglicosideos mais modernos tém espectro de acdo maior, inclusive sobre
Pseudomonas aeruginosa (Spinosa, 2007).

A penicilina classificada com antibiético beta-lactamico teve a ampicilina como
sua precursora de amplo espectro de agéo, ativa contra cocos gram-negativos e
bacilos gram-negativos. Os antibiéticos de segunda geracdo sdo as ampicilinas e
analogas, amoxilina e ciclacilina (Spinosa, 2007).

O tianfenicol e florfenicol sdo analogos ao cloranfenicol. Estes antibiéticos
possuem acédo bacteriostatica por inibicdo de sintese protéica, apresenta um amplo
espectro de acdo e atuam sobre bactérias gram-positivas, gram-negativas
micoplasma, riquétsias, espiroquetas, anaerObios com excecdo da bactéria
Pseudomonas aeruginosa, classificada em gram-negativa e aerdbia apresenta
resisténcia (Spinosa, 2007) A Instrucdo Normativa n°® 9, de 27 de junho de 2003 do
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento proibe o uso de principios ativos
do cloranfenicol na alimentacao animal, pois tem relatos de terem provocado anemia
aplastica nos humanos.

Ge et al. (2003) comentam que as drogas de escolha para gastroenterite por
Campylobacter séo as fluoroquinolonas e os macrolideos. Angulo e colaboradores
(2004) observaram menor susceptibilidade do Campylobacter a estes antibiéticos.
Kang e colaboradores (2006) descrevem um breve historico a respeito das
fluoroquinolonas que foram aprovadas para uso em humanos em 1986 nos Estados
Unidos e para uso em aves em 1995. Em seguida os autores Gibreel e Taylor (2006)
e Engberg et al. (2001) observaram que a resisténcia das espécies de

Campylobacter para os macrolideos e fluoroquinolonas vem aumentado. Em relacéo
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a resisténcia a esta droga, Smith et al. (1999) afirmam que a mesma teve inicio
devido o uso empirico no tratamento de infeccbes causadas por bactérias
patogénicas. Ha quinze anos este antibiotico era 0 mais comum para o tratamento
de enterites agudas sendo eficaz para Salmonella, Shigella, Campylobacter e E. coli.
Nos Estados Unidos foram relatados 10-15% de casos de resisténcia do C. jejuni a
fluoroquinolonas. Neste mesmo pais, Tollefson e Miller (2000) conseguiram isolar
em carcacas de frangos 13,5% de Campylobacter resistentes a fluoroquinolonas. A
hipétese sugerida seria a de que estes patdgenos adquiriram resisténcia devido ao
uso de drogas antimicrobianas introduzidas na ragao dos animais.

Em uma pesquisa feita por Han e colaboradores (2007) na Korea, em 116
amostras de filés de frangos que deram positivos para C. jejuni foram resistente a
tetracicilina, acido nalidixico e ciprofloxacina, e sensivel para a eritromicina,
cloranfenicol e gentamicina. Nos resultados do teste de susceptibilidade para
ampicilina foram 43,1% de resisténcia, 18,1% apresentaram intermediarios e 38,8%
foram sensiveis. Segundo dados do World Health Organization (1998) a maioria dos
paises desenvolvidos tem apresentado aumento na prevaléncia da resisténcia a
fluoroquinolonas. Na Holanda ha relato de significativa resisténcia a fluroquinolonas
isoladas de fezes de aves e humanas, coincidindo com a introdugéo da norfloxacina
e enrofloxacina, respectivamente na medicina e veterinaria. Entre o periodo de 1982
a 1989, a resisténcia de Campylobacter isolados de fezes de aves aumentou de O
para 14% durante o mesmo periodo, isolaram 0 a 11% de fezes de humanos (Endtz
et al.,, 1991). Na Espanha, Sanchez e colaboradores (1994) documentaram a
aumento da resisténcia a ciprofloxacina de 8,6% em 1990 para 50,7% in 1991. Em
1998, neste mesmo pais Ruiz e colaboradores relatam a resisténcia de 47,5% para
ciprofloxacina em 1991 e 88% em 1994. Em Quebec, Canada, a resisténcia para
esse antibiotico aumentou de 0% em 1983 para 12,6% em 1997 (Gaudreau &
Gilbert, 1998) e a resisténcia 52% na China (Li CC et al., 1998).

Em sintese, a resisténcia aos antibiéticos € um problema mundial, pois pode
prejudicar o tratamento efetivo de gastrenterites provocas por C. jejuni. O uso
dessas drogas na alimentacdo animal, o0 uso empirico em humanos e o contato com
outras bactérias tem contribuido com a resisténcia, sendo entdo requerido o

monitoramento vigilante da resisténcia (WHO, 1998).
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OBJETIVOS
O presente trabalho teve por objetivos:
e Verificar a ocorréncia de Campylobacter jejuni por meio de isolamento
bacteriolégico em amostras de carne de aves resfriadas

comercializadas no Distrito Federal.

e Verificar o perfil de resisténcia a alguns antimicrobianos.
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CAPITULO I

Isolamento e analise de resisténcia a antimicrobianos de cepas de
Campylobacter jejuni em amostras de carne de aves resfriadas

comercializadas no Distrito Federal.

INTRODUCAO

A campilobacteriose € uma zoonose que provoca diarréia em humanos,
sendo diagnosticada com frequéncia nos paises desenvolvidos e tem como principal
agente causal o Campylobacter jejuni. A indicacdo de tratamento com antibiéticos
normalmente se da em pacientes com diarréia severa, prolongada ou recidivante,
sendo os macrolideos e as fluoroquinolonas os principais grupos de drogas
escolhidas. Entretanto, estas drogas, de uma forma em geral, tém sido utilizadas de
forma empirica em gastroenterites sem diagnostico. A World Health Organization
(WHO, 2004) tem considerado como problema de saude publica a resisténcia a
essas drogas devido ao crescente numero de relatos em diversos paises. Isto vem
se confirmando por pesquisas, como a realizada por Engberg e colaboradores
(2001) que demonstraram a associacdo da introdugdo de antimicrobianos na
alimentacdo animal com o aumento da resisténcia aos macrolideos e
fluoroquinolonas de Campylobacter isolados de fezes humanas. Nos estudos de
Smith et al. (1999) foram observados também que estes mesmos medicamentos tem
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sido utilizados normalmente na criacdo das aves com a finalidade terapéutica e
profilatica contra varias doengas bacterianas.

De acordo com os dados da ANUALPEC (2008), atualmente o Brasil € o
primeiro exportador mundial de carne de aves, com a producdo anual de 3,215
milhdes de toneladas, estando no terceiro lugar como produtor mundial e na quarta
posicdo em consumo per capita mundial. As industrias tém sido incentivadas pelo
constante crescimento na producdo de frangos de corte, aquisicdo de grande
desenvolvimento tecnoldgico que tem sofisticado os seus produtos permitindo
concorrer cada vez mais com o mercado internacional. Acredita-se que 0 aumento
da producao avicola, associado a maior densidade de criacdo e a mecanizacdo dos
sistemas produtivos, contribua para elevar a taxa de contaminacdo em carcacas de
aves, sendo importante a inocuidade de alimentos de origem animal destinado ao
consumo humano e para suprir as exigéncias do mercado externo (Oliveira, 2008).
Isso € importante, ja que o Brasil € o maior exportador de carne de frango no cenario
mundial, e atualmente ndo existe legislacdo especifica para a presenca de
Campylobacter em alimentos de origem animal.

Sabe-se que as aves albergam esta bactéria na microbiota intestinal, o qual
vem possibilitar o risco de contaminacdo na escaldagem e depenagem,
considerados pontos criticos de controles no processamento de abate destes
animais. Varios estudos tém demonstrado uma significativa associacédo de infeccdo
em humanos com a manipulacdo de utensilios de cozinha ou industrial com o
consumo de alimentos contaminados com fezes de animais e ingestéo de carne mal
cozida. As carnes de aves séo consideradas importantes como fatores de risco para
a transmissao desta bactéria para os humanos, pois a presenca do Campylobacter é
maior nos produtos de aves. Com isso torna importante o estudo da transmissao da
resisténcia deste microrganismo aos antimicrobianos nos animais (Vellinga & van
Loock, 2002).

Levando-se em consideracdo o aumento dos relatos a respeito da resisténcia
do Campylobacter para os macrolideos e as fluoroquinolonas, a crescente incidéncia
da doenca em todo o mundo, aos poucos trabalhos realizados no Brasil sobre o
Campylobacter e a inexisténcia de trabalhos no Distrito Federal, o presente trabalho

objetivou promover o isolamento bacteriolégico de C. jejuni em carne de aves
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comercializadas no Distrito Federal, bem como verificar a sua ocorréncia e o perfil de
resisténcia a diversos tipos de antibioticos.

MATERIAS E METODOS

Origem das amostras

Foram adquiridas 92 amostras de carcacas de aves resfriadas de diversas
marcas comercializadas em estabelecimentos comerciais com inspecao e 09
amostras de carcacas de frango resfriadas de feiras do Distrito Federa sem
inspecédo, sendo o total de 101 amostras analisadas. As amostras foram adquiridas
de estabelecimentos comerciais diversos localizados no DF e nas feiras da Praca do
Bicalho em Taguatinga Norte e na feira do Produtor em Vicente Pires, simulando
uma situacdo real de compra pelo consumidor, e onde cada unidade de amostra
adquirida era composta pela carcaca inteira. Essas amostras foram transportadas
em caixas isotérmicas e posteriormente acondicionadas em refrigerador a 4°C até o
dia seguinte, quando procedeu-se ao isolamento microbiol6gico das amostras

adquiridas.

Origem do controle positivo

Uma amostra de referéncia de Campylobacter jejuni ATCC 33291 foi
adquirida do Instituto Adolfo Lutz (IAL-S&o Paulo) e foi utilizada como controle

positivo.

Manipulacdo da cepa padrao (controle positivo)

A reativacao da cultura liofilizada do C. jejuni foi realizada com o acréscimo de
0,5 ml de solucéo salina estéril a 0,85%, em seguida, com o auxilio da pipeta de
Pasteur o sedimento foi ressuspendido e homogeneizado, transferido para um tubo,
o qual continha o meio de cultivo agar sangue a 5%. Posteriormente foi incubada na

sob temperatura de 42° C por 48 horas em microaerofilia. Apés a incubacéo foi
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repicada em placa com agar sangue e incubada novamente com a mesma

temperatura, ambiente atmosférico e tempo.

Isolamento microbioldgico do Campylobacter spp.

A etapa de isolamento microbiolégico do género Campylobacter foi
desenvolvido no Laboratério de Microbiologia de Alimentos da Faculdade de
Agronomia e Medicina Veterinaria. A metodologia utilizada foi de Taremi et al. (2006)
com algumas modificagoes.

Em uma camara de fluxo laminar!, foram pesados 25g retiradas da regi&o da
cloaca e abaixo da asa de cada amostra e inseridas em um saco estéril para
homogeneizacgéo, acrescentando 225 mL de Caldo Enriquecimento Campylobacter
base (caldo de enriquecimento de Preston) adicionado de 2,25 mL do Suplemento
Seletivo Campylobacter IV (meio seletivo Preston) e 12 mL de sangue de ovino,
homogeneizado no Stomacher® por 1 minuto. O homogeneizado foi incubado em
estufa bacterioldgica® a 42° C por 48 horas em jarra de anaerobiose (marca
Permution®) e com o gerador de microaerofiia (BD BBL™ CampyPak™ Plus
Microaerophilic System Envelopes with Palladium Catalyst). Entéo, a partir do Caldo
de Preston pré-incubado, foi distribuida aproximadamente uma aliquota de 0,1 mL
com auxilio da alca de platina, sobre a superficie de uma placa contendo Agar base
Campylobacter acrescentado com o Suplemento Campylobacter I (meio seletivo
Blaser-Wang) e sangue de ovino a 5% para obtencdo de colonias isoladas. As
placas foram incubadas a 42°C, por 48 horas em microaerofilia. Apos esse periodo,
buscou-se no agar base a presenca de coldnias isoladas com a caracteristica
leitosa, brilhante, formato irregular. Em seguida, uma coldénia foi selecionada para a
realizacdo da coloracdo de Gram, em que a colonia foi fixada em solucéo salina a
0,05% em uma lamina, apos a secagem da mesma foi realizada os procedimentos
da coloracdo de Gram, e em seguida adicionou-se uma gota de 6leo de imerséo da
Merck ® para a analise da morfologia bacteriana por meio do microscépio eletrdnico®.

Caso as bactérias fossem confirmadas como gram-negativas e formato de gaivota

! Veco®, Campinas, Sao Paulo, Brasil.
2 Homogeneizador Mayo Internacional, Baranzati di Bollate, Italia.
® Quimis, Diadema, S&do Paulo, Brasil.
* Olympus BX41TF, Japao.
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ou virgula, foram realizados os testes oxidase e catalase. As bactérias do género
Campylobacter sdo gram-negativas, catalase e oxidase positiva. Desse modo as
colénias que apresentavam morfologia celular tipica, eram gram-negativas,
apresentaram resultado positivo no teste da catalase e oxidase, foram submetidas

ao teste de antibiograma.

Realizacdo do antibiograma

O teste de susceptibilidade aos antimicrobianos de escolha foi 0 método de
difusdo de discos. A metodologia utilizada para isso foi a descrita por Taremi et al.,
(2006) e pela NCCLS (2003), e consistiu nos procedimentos descritos a seguir. O
agar Mduelller-Hinton depois de preparado, em seguida, foi adicionado ao meio,
sangue de ovino a 5%. Nas placas de Petri eram colocadas em torno de 25 ml do
agar Muelller-Hinton suplementado com sangue, apos a confec¢do das placas foram
colocadas sob a incubacdo de 37°C durante 24 horas para confirmacdo da
esterilidade.

Os discos de antibiéticos foram todos da marca Newprov® e, as bases
utilizadas foram acido nalidixico (30 ug), ciprofloxacina (5 ug), eritromicina (15 ug),
tetraciclina (15 ug), gentamicina (10 pg), amoxilina (30 ug), cloranfenicol (30 ug) e
estreptomicina (30 pg).

A realizacdo do teste de antibiograma ocorreu no mesmo dia em que as
cepas foram previamente isoladas. Foi retirada a colonia da placa com o auxilio de
um swab, embebido com solugdo salina a 0,85% e, repicado por toda a sua
extensdo, e com o uso de uma pinga anatdmica, foram colocados quatro discos de
antibidtico em cada placa de 100x20mm, mantendo a distancia de maneira que o
centro dos discos de antibidticos entre um e outro, ndo exceda 24 mm. Para cada
cepa de C. jejuni isolada das carcacas de frangos resfriados foram utilizadas duas
placas e, em cada uma foram fixados quatro discos de antibidticos. Apds este
procedimento, as mesmas foram incubadas sob a temperatura de 42°C, por 24
horas em jarra com o sache (BD BBL™ CampyPak™ Plus Microaerophilic System
Envelopes with Palladium Catalyst) para promover a microaerofilia. A leitura do teste
foi realizada com uma régua e posteriormente os dados obtidos foram comparados
com a tabela padréo de interpretacéo dos halos de inibi¢éo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Ocorréncia de cepas de Campylobacter spp. em amostras de carne de frangos

comercializadas no Distrito Federal

Das 92 amostras analisadas de carcacas de aves resfriadas comercializadas
no Distrito Federal foram isoladas 18 cepas de Campylobacter jejuni (Figura 1),
sendo que as 9 amostras que foram adquiridas em feiras sem inspecdo, nédo
apresentaram crescimento de C. jejuni. Estes resultados sdo o0s primeiros
observados neste tipo de matriz no Distrito Federal, sendo a ocorréncia de 17,82%
do total de 101 amostras analisadas. No contexto nacional, os resultados obtidos
neste trabalho foram similares aos de Reiter et al. (2005), estes autores isolaram
16,6% de cepas de Campylobacter spp. em produtos de aves abatedouro. Os
resultados foram diferentes aos autores Dias et al. (1990) com o isolamento de 38%
de cepas de C. jejuni em carcacas de aves sob inspecéo, diferentes aos observados
por Freitas e Noronha (2007) 87,5% Campylobacter spp. em carcacas e miudos de
frangos adquiridos em agougues clandestinos, feiras-livres e supermercados e aos
resultados de Kuana et al. (2008) com isolamento de 81% de cepas de
Campylobacter spp. em carcacas de aves no abatedouro. Os resultados de Dias et
al. (1990) foram bem menores que dos outros autores, porém mais alto referente a

este trabalho.

Figura 1 Colénias puras de C. jejuni isolados de carcacas de aves resfriadas comercializadas no DF,
em agar base Campylobacter acrescentado com o Suplemento Campylobacter | (Blaser-Wang) e

sangue de ovino a 5%.

53



No contexto internacional, estes resultados foram diferentes aos obtidos pelo
programa de servico em vigilancia alimentar na Dinamarca, pesquisa realizada por
Nielsen e Nielsen (1999) que foram observados 85% de C. jejuni isolados em
produtos de aves. Diferentes aos resultados observados por Taremi e colaboradores
(2006) na analise e deteccao de cepas de C. jejuni em 121 amostras de carnes de
aves comercializadas na cidade de Teerd, Ir4, em que estes autores verificaram a
presenca em 63%. No Japéo, Sallam (2007) obteve a prevaléncia de 64,7% de C.
jejuni em carnes e produtos de aves embaladas com polivinilideno.

Os resultados foram um pouco mais préximos aos observados por Zanetti et
al. (1996) que fizerem o isolamento de C. jejuni em 32 amostras de carne de aves
oriundas da provincia de Bolonha na Italia, sendo o resultado por eles obtido de
28,13%. No Chile, Fernandez e Pison (1996) isolaram 21,4% de C. jejuni em aves
resfriadas. Na capital de Senegal, Cardinale et al. (2004) isolaram C. jejuni 37% de
amostras carnes de aves. Na Coréia, Kang e colaboradores (2006) isolaram 36,3%
de C. jejuni em carne de aves oriundas de mercados e agougues. No Paquistéo,
Hussain et al. (2007) obtiveram a prevaléncia de 48% de Campylobacter spp. em de
carnes de aves.

A metodologia de isolamento de Campylobacter jejuni utilizada Taremi (2006)
foi eficaz e proporcionou o isolamento de colbnias puras do género Campylobacter
jejuni em carcacas de aves resfriadas. A presenca desta bactéria sugere falhas no
procedimento de boas praticas de fabricacdo em alguma etapa do processamento,
transporte ou comercializagdo de carnes e produtos de aves, conforme mencionado
anteriormente por Fernandez e Pison (1996); Freitas e Noronha (2007); Reiter et al.
(2005). Este estudo permitiu verificar a presenca do C. jejuni em carcacas de aves
resfriadas adquiridas de estabelecimentos comerciais no Distrito Federal e os dados
colaboram com a hipétese de que as carcacas de aves podem ser um importante
veiculador de transmisséao de C. jejuni para os humanos. Os resultados enfatizam a
importancia de melhorar as medidas de controle higiénico-sanitarias durante o abate

de aves e ou até na prépria granja avicola.
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Analise do perfil de resisténcia aos antimicrobianos das cepas de
Campylobacter jejuni isoladas de carcacas de aves resfriadas comercializadas

no Distrito Federal

No total de 18 cepas isoladas de C. jejuni em 101 amostras de carcacas de
frangos resfriadas, duas ndo se mantiveram cultiviveis para o antibiograma, devido
a isto, foi realizado o teste de susceptibilidade aos antimicrobianos com 16 cepas de
C. jejuni. Para este teste foram utlizadas oito drogas (4cido nalidixico,
estreptomicina, gentamicina, eritromicina, amoxilina, cloranfenicol, ciprofloxacina e
tetraciclina). Na Tabela 1 os resultados do teste de resisténcia demonstram que
cinco cepas (31,25%) apresentaram resisténcia a todos os antibiéticos, seis cepas
(37,5%) foram resistentes a sete tipos de antibiéticos, uma cepa (6,25%) a seis
antibiéticos, trés cepas (18,75%) foram resistentes a cinco antibiéticos, uma cepa
(6,25%) foi resistente a dois tipos de antibiéticos. Foi observado que ndo houve
nenhuma cepa que fosse sensivel a todas as drogas e nem unicamente sensivel a

uma droga.

Tabela 1 - Resultados de resisténcia aos antimicrobianos de cepas de
Campylobacter jejuni de amostras de carne de aves resfriadas e comercializadas no

Distrito Federal.

Cepas resistentes Antibioticos
5 (31,25%) oito
6 (37,5%) sete
6 (37,5%) seis
3 (18,75%) trés
1 (6,25%) dois
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Tabela 2 — Antibidticos testados e a resisténcia das 16 cepas de Campylobacter

jejuni isoladas de carcacas de aves.

Antibidticos Numero de cepas resistentes
ciprofloxacina 16 (100%)
ac. nalidixico 15 (93,75%)
estreptomicina 15 (93,75%)
tetraciclina 15 (93,75%)
gentamicina 15 (93,75%)
amoxilina 14 (87,5%)
eritromicina 11 (68,75%)
cloranfenicol 6 (37,5%)

Todas as cepas (100%) foram resistentes para a ciprofloxacina, sendo que o
valor obtido por Taremi et al. (2006) foi de 69,4% para esta droga. Neste trabalho,
93,75% de cepas foram resistentes as drogas concomitantemente para o acido
nalidixico, estreptomicina, tetraciclina e gentamicina (Tabela 2), sendo diferentes aos
resultados de Taremi et al. (2006) que foram de 75%, 4,2%, 45,8% e 1,4%
respectivamente, sendo o resultado préximo aos de Taremi et al. (2006) somente
para o ac. nalidixico. Os resultados deste trabalho superiores em relacdo com 0s
dados 87,5% de cepas resistentes a amoxilina, 68,75% de cepas resistentes a
eritromicina e a menor resisténcia observada foi de 37,5% para o cloranfenicol
(Figuras 2 e 3) sendo que Taremi e colaboradores (2006) obtiveram para amoxicilina
11,1% e auséncia de resisténcia para eritromicina e 2,8% para o cloranfenicol. Os
resultados obtidos foram similares aos observados por Taremi e colaboradores
(2006), pois em ambos os trabalhos foi a menor resisténcia observada foi para o
cloranfenicol.

Na Coréia, Han e colaboradores (2007) verificaram a resisténcia de C. jejuni
isoladas em carcacas de aves e observaram a resisténcia aos antibioticos
tetraciclina, acido nalidixico, ciprofloxacina, ampicilina e 43,1% para a amoxilina,
Estes resultados foram similares aos resultados obtidos neste trabalho, porém os
dados de Han e colaboradores (2007) foram sensiveis para a eritromicina e
gentamicina ao contrario deste trabalho, em que foi observada a resisténcia a essas
drogas, sendo que para o cloranfenicol os resultados foram semelhantes aos obtidos

neste trabalho como o de Han e colaboradores (2007).
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Na Espanha, Sanchez e colaboradores (1994) observaram a resisténcia de C.
jejuni isolados de fezes de pacientes hospitalizados com diarréia e os resultados
obtidos de resisténcia foram de 2,3% para eritromicina, 28,5% para ciprofloxacina e
36,8% para o acido nalidixico, os resultados similares ao do presente estudo.

Na cidade Trinidad e Tobago, em seis divisbes de inspe¢do de saude,
Rodrigo et al. (2007) fizeram a analise de C. jejuni em carcacas de aves durante o
processo de abate e obtiveram o resultado 86,6% de resisténcia a ciprofloxacina,
5,4% para a gentamicina, 30% a estreptomicina e 26,8% a enrofloxacina, sendo que
este trabalho apresentou similaridade, em relagdo a maior resisténcia para a
ciprofloxacina.

De uma forma geral, os resultados de resisténcia precisam ser melhor
investigados. A prevaléncia crescente da resisténcia do Campylobacter para as
quinolonas pode ameacar o futuro deste grupo de drogas com a sua indiscriminada
utilizacdo. A resisténcia de cepas de C. jejuni as diversas drogas tem se
apresentado como um problema de salude publica nho mundo todo, fato este
demonstrado por Taremi et al. (2006), Han et al. (2007) e Sanchez et al. (2007) e
uma constante preocupacéao da World Health Organization (WHO). Entretanto estes
mesmos autores sao unanimes em afirmar também que a origem da resisténcia
antimicrobiana de cepas de C. jejuni, tanto isoladas de carnes de aves, como
pacientes humanos, ainda € desconhecida.

A baixa taxa de resisténcia observada para o cloranfenicol pode ser devido ao
fato de ter sido proibido o0 seu uso na medicina veterinaria com a publicacdo da
Instrucdo Normativa n°® 9, de 27 de junho de 2003 do Ministério da Agricultura
Pecuéria e Abastecimento.

A comparacgdo dos resultados entre os diversos trabalhos sobre o C. jejuni
torna-se dificil, pois existe diferenca na forma de coletar as amostras, varios
métodos de isolamentos e meétodos de susceptibilidade aos antimicrobianos.
Segundo Ge et al. (2002) os resultados de resisténcia aos antimicrobianos pode
apresentar variacdo entre as especies de Campylobacter, portanto prejudica o

estabelecimento de padronizagao deste teste para o Campylobacter.
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Figura 2 Antibiograma em &gar Miller-Hinton suplementado com 5% de sangue de ovino para a
identificacdo de halo de inibicdo de C. jejuni para eritromicina, ciprofloxacina, acido nalidixico e

cloranfenicol.

Figura 3 Antibiograma em &agar Miiller-Hinton suplementado com 5% de sangue de ovino para a
identificacdo de halo de inibicdo de C. jejuni para gentamicina, tetraciclina, amoxilina e

estreptomicina.
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CONCLUSAO

A metodologia utilizada por Taremi e colaboradores (2006) foi eficaz para o
isolamento de Campylobacter jejuni em carne de aves. Estes dados podem
contribuir para um possivel estabelecimento de medida de prevencéo e controle de
C. jejuni em carne de aves bem como alertar as autoridades de saude quanto a
questao do uso indiscriminado de antibiéticos podendo comprometer a eficacia das
drogas para o tratamento da campilobacteriose. Por fim, maiores estudos devem ser
conduzidos para se averiguar a origem da alta resisténcia observada nas cepas

isoladas.
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CAPITULO 1l

CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho demonstrou que existe a presenca de Campylobacter
jejuni em carcacas de aves resfriadas comercializadas no Distrito Federal. A
deteccdo pelo método bacteriolégico foi eficaz para a deteccao deste microrganismo
neste tipo de matriz. O resultado do antibiograma, realizado nas cepas de C. jejuni
isoladas, demonstrou existir a resisténcia as diversas bases farmacoldgicas
testadas, sendo que algumas cepas mostraram-se 100% de resisténcia, podendo
dessa forma se tornar um problema de saude publica. A grande maioria dos paises
vem acompanhando o monitoramento do Campylobacter e o0s casos de
campilobacteriose séo notificados. O Brasil entra em contradicdo por ser o maior
produtor e exportador de carne de aves no mundo e ter poucos trabalhos de
pesquisas a respeito deste patdgeno neste tipo de alimento e a doenca em humanos
provocada pelo mesmo microrganismo € subnotificada. S&o necessarias pesquisas
sobre o Campylobacter para saber a origem da resisténcia e também para verificar a

fonte deste microrganismo neste alimento.
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