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APRESENTAGCAO

A campilobacteriose, doenga causada pelo agente infeccioso
Campylobacter, tem elevada incidéncia mundial e pode ser considerada
relevante do ponto de vista socioeconémico, uma vez que se trata de
uma doencga transmitida por alimentos contaminados, ndo sendo seguros
principalmente para criangas, idosos e pessoas com sistema imunoldgico
comprometido, especialmente de paises em desenvolvimento, onde os
quadros muitas vezes podem evoluir para obito.

No Brasil, a auséncia de registos pode levar a conclusao errbnea de
que ha poucos casos da doenca, tornando o conhecimento a respeito da
bactéria, sua patogenia e métodos diagndsticos muito importante para a
saude publica e seguranga alimentar tanto para a agroindustria, quanto
para a populagao.

Desta forma, este livro busca expandir o entendimento sobre
a doenca, alertar sobre a subnotificacdo e o subdiagnéstico além de
apresentar as metodologias de diagndsticos microbiolégicos, moleculares
e imunoldgicos disponiveis.

Esperamos que a leitura do texto seja suficientemente clara a
fim de sanar as principais demandas de conhecimento a respeito da
campilobacteriose e trazendo as devidas respostas aos questionamentos
sobre esta doencga de importancia mundial.
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INTRODUGCAO

As doencgas transmitidas por alimentos (DTAs) ocorrem pela
ingestdo de agentes patogénicos ou toxinas presentes em alimentos
devido a problemas higiénico-sanitarios na manipulagdo ou produgéo e,
normalmente, sdo manifestadas por uma sindrome composta por perda
de peso, vomitos e diarreia, com presencga ou nao de febre (WHO, 2010;
BRASIL, 2011). A campilobacteriose é a principal DTA em paises da
Europa e nos EUA desde 2005 (EFSA, 2021; CDC 2017). No entanto, ndo
existem registros de casos de surtos alimentares relacionados a bactérias
do género Campylobacter no Brasil, devido as dificuldades no diagnéstico
e a problemas de subnotificagdo (CISCO et al., 2017).

O género Campylobacter pertence a familia Campylobacteraceae,
representada por 36 espécies, porém as espécies associadas com maior
frequéncia como causadoras de infeccdo em humanos sdo as catalase-
positivas, principalmente a Campylobacter jejuni e Campylobacter coli
(STERN et al., 2001; DSMZ, 2017). Essa bactéria € um bacilo curvo, fino,
espiralado, gram-negativo, ndo produtor de esporos e microaerdfilo. O
género possui faixa de pH ideal para crescimento entre 6,5 e 7,5 e possui
sensibilidade a desidratacao e ao sal (WINN et al., 2006; BRASIL, 2011).

Os principais sinais clinicos em humanos acometidos por
Campylobacter sao os mesmos identificados em outras DTAs, que incluem
diarréia liquida com ou sem preseng¢a de muco ou sangue, dor abdominal,
febre e voémitos com duragdo de cinco a sete dias (BUTZLER, 2004;
ZHANG, 2008). Alguns individuos podem apresentar quadros graves como
septicemia, meningites, abscessos e doencgas auto-imunes pds-infecgao,
como a Sindrome de Guillain-Barré (VUCIC et al., 2009; STRACHAN et al.,
2013; SCALLAN et al., 2015).

O frango de corte é o principal reservatério de Campylobacter e age
como hospedeiro assintomatico, alojando e disseminando o patégeno para
todo o lote, aumentando o risco de contaminagao apds processamento
na industria avicola (CARVALHO, LIMA & PEREIRA, 2002). Na Uniao
Européia, em 2019, foram notificados 220.682 casos de campilobacteriose
em humanos, o que a classificou como a principal zoonose alimentar
notificada nestes paises, sendo a carne de frango o principal alimento na
cadeia de transmiss&o do patdgeno, correspondendo a 41% dos alimentos
em geral (EFSA, 2021).
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Nos EUA, de acordo com o Centers for Disease Control and
Prevention, foram diagnosticados 8.547 casos em humanos em 2016,
sendo também a principal DTA naquele periodo (CDC, 2017). No
Brasil, os poucos registros identificados da doengca em humanos estdo
relacionados a pesquisas pontuais. Pinheiro (2005) identificou a presenca
de Campylobacter spp. em pacientes com diarreia aguda ou crénica no
Brasil e destacou que a incidéncia nos quadros diarreicos tem variacoes
entre 2,3 a 17%, dependendo da idade e das condigbes socioeconbmicas
dos pacientes.

Em um estudo realizado no Egito foram coletadas 435 amostras
que incluiam frangos de corte, aves de postura e fezes humanas. Destas,
15,17% foram positivas para a presenca de C. jejuni, e evidenciaram por
meio de investigacao filogenética que dois isolados de amostras de frangos
de corte positivos para a presenca de C. jejuni possuiam alta homologia
com outros isolados de fezes humanas, demonstrando o potencial risco
de transmisséo e a necessidade de melhorias sanitarias a fim de controlar
este patégeno (GHONEIM et al., 2021).

Apesar do avango no controle de campilobacteriose por meio da
inclusdo de normativas e legislacbes, € essencial ressaltar que métodos
de isolamento convencional ndo sao capazes de identificar a forma viavel
nao cultivavel (VNC), biofilme e plancténica no alimento. Isso evidencia a
necessidade deste livro que possui o objetivo de ampliar o entendimento
sobre a Campylobacter e apresentar as metodologias de diagndsticos
microbiolégicos e moleculares disponiveis atualmente, a importancia do
diagnostico desse microrganismo para as agroindustrias e para a saude
publica e as boas praticas alimentares de modo a evitar a doenga e
contaminacgodes cruzadas de alimentos (PARK, 2002; KEUM-IL et al., 2007).

Em relagdo aos estudos sobre contaminagdo em amostras de
frango no pais, observa-se variagdo nas porcentagens de contaminagao,
alterando com a origem do produto. Cisco et al. (2017) verificaram em trés
abatedouros de frangos de corte no Rio Grande do Sul, uma contaminagéao
de 63,8% em carcagas de frango congeladas e resfriadas prontas para
consumo.

E possivel observar ainda a presenca de Campylobacter em aves
silvestres, representando possivel perigo em condi¢des inadequadas em

Introducéao _



que ha a presencga de animais silvestres préximo a aviarios de frango
de corte. No trabalho de Dias et al. (2019) foi analisada a presenca de
Campylobacter spp. em aves silvestres capturadas préximo a um aviario
no estado do Rio Grande do Sul. Os autores obtiveram positividade em
duas espécies de aves silvestres bem como nos aviarios préximos, no
entanto nao foi comprovada a contaminagao mutua.

Segundo dados de 2020 e valores preliminares de 2021 fornecidos
pela Associacao Brasileira de Proteina Animal (ABPA, 2021), o Brasil se
destaca como o maior exportador e o terceiro maior produtor mundial de
carne de frango. Em 2020, o pais produziu 13.845 toneladas de carne
de frango, sendo 69% desse valor destinado para o consumo interno e
31% para exportacao (ABPA, 2021). Perante a posi¢cdo de destaque da
avicultura brasileira, ha necessidade de maiores cuidados para garantia
da seguranca alimentar dos consumidores de carne de frango, visto que
representa o principal disseminador da campilobacteriose (BRASIL, 2011).

Este livro foi escrito por meio de extensa pesquisa bibliografica,
visando expandir o conhecimento sobre a campilobacteriose, alertar o
subdiagndstico desta DTA no Brasil e evidenciar os métodos diagndsticos
disponiveis atualmente.
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DESENVOLVIMENTO

Este trabalho configura-se como uma revisao de literatura em que se
ressalta a pesquisa bibliografica, que tem o principio qualitativo de fornecer
uma visao geral do objeto estudado, por meio de pesquisa focalizada
e aprofundada sobre o tema campilobacteriose (SOUSA, OLIVEIRA &
ALVES, 2021).

A abordagem utilizada foi a literatura seletiva, devido a necessidade
de delimitagcdo e atualizacdo de um vasto conteudo sobre o tema de
acordo com o objetivo geral e especificos do presente estudo, de forma
a elucidar o assunto a partir de referéncias teéricas publicadas (BENTO,
2012). A pesquisa qualitativa busca facilitar a descrigdo da complexidade,
hipoteses de temas, compreender e analisar a interagcdo entre variaveis
(LIMA & MIOTO, 2007; SOUSA, OLIVEIRA & ALVES, 2021).

O levantamento bibliografico foi realizado a partir de periédicos
nacionais e internacionais, através de livros e dos bancos de dados Google
Académico, BMC, Scielo, Web of Science e PubMed, entre janeiro e junho
de 2021, com as palavras chave: Campylobacter, campilobacteriose,
diagndstico, biofilme e DTAs em portugués e inglés. O foco foram artigos
publicados entre 2000 a 2021, dentre os quais foram selecionados os mais
relevantes e recentes para a revisdo, além das literaturas de base que
abrangem a tematica.
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Campylobacter

O género Campylobacter surgiu apds dois cientistas, Sebald e
Véron aplicarem o teste de metabolismo fermentativo de Hugh e Leifson
e observar diferenca nas bases de DNA de bactérias, antes classificadas
como bactérias do género Vibrio spp. (ON, 2001).

As bactérias do género Campylobacter sao gram-negativas cuja
principal caracteristica é o crescimento por microaerofilia, requerendo
baixas quantidades de oxigénio para sua multiplicagdo. Concentracdes
de oxigénio inferiores a 3% e maiores que 15% inibem seu crescimento,
sendo ideal a concentracdo de 5% (BRASIL, 2011).

O nome do género deriva do grego e significa Apresentam formas
variadas sendo curvada em forma de “s”, também chamada “asa de
gaivota”, ou ainda como forma de espiral, tendo um comprimento de
aproximadamente 0,2 a 0,5 ym de largura e 0,5 a 5 ym de comprimento.
Possuem mobilidade conferida por um unico flagelo que apresenta de
duas a trés vezes o tamanho da célula, movimentando-se em forma
caracteristica de saca-rolhas. (ON, 2001) (Figura 1).

Figura 1: Campylobacter sp.
Fonte: De Wood, apud Orihuel 2015
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A familia Campylobacteraceae possui 32 espécies e 13 subespécies
do género Campylobacter:

Campylobacter avium
Campylobacter butzleri
Campylobacter canadensis
Campylobacter cinaedi
Campylobacter coli
Campylobacter concisus
Campylobacter cryaerophilus
Campylobacter cuniculorum
Campylobacter curvus
Campylobacter fennelliae
Campylobacter fetus
« Campylobacter fetus subsp. fetus
» Campylobacter fetus subsp. venerealis
Campylobacter gracilis
Campylobacter helveticus
Campylobacter hominis
Campylobacter hyoilei
Campylobacter hyointestinalis
» Campylobacter hyointestinalis subsp. hyointestinalis
» Campylobacter hyointestinalis subsp. lawsonii
Campylobacter insulaenigrae
Campylobacter jejuni
» Campylobacter jejuni subsp. doylei

» Campylobacter jejuni subsp. jejuni
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+ Campylobacter lanienae
» Campylobacter lari
» Campylobacter lari subsp. concheus
» Campylobacter lari subsp. lariCampylobacter mucosalis
* Campylobacter mustelae
» Campylobacter nitrofigilis
» Campylobacter peloridis
» Campylobacter pylori
» Campylobacter pylori subsp. mustelae
» Campylobacter pylori subsp. pylori
» Campylobacter rectus
* Campylobacter showae
»  Campylobactersputorum
» Campylobactersputorum subsp. bubulus
» Campylobacter sputorum subsp. mucosalis
» Campylobacter sputorum subsp. sputorum
* Campylobacter subantarcticus
* Campylobacter upsaliensis
» Campylobacter ureolyticus

» Campylobacter volucris

As espécies C. jejuni, C. coli e C. lari sdo classificadas como
termofilicas, pois crescem em uma faixa estreita de temperatura, variando
entre 30°C e 47°C, com temperatura 6tima de crescimento de 42°C (PARK,
2002). As condigbes minima, maxima e 6tima de crescimento das bactérias
do género Campylobacter encontram-se disponiveis na tabela 1.
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Parametros Minimo Otimo Maximo
Tens&o de O, 3% 5% 15%
Temperatura 30°C 42°C 47°C
pH 55 6,5-7,5 8,0
NaCl - 0,5% 2,0%
CO - 10% -

2

Tabela 1. Caracteristicas de crescimento de Campylobacter sp.

Aadesao da bactéria as células do trato gastrointestinal do hospedeiro
se da pela presenca de adesinas localizadas nos flagelos e em outros
componentes da superficie celular. Apés a adesao, a bactéria invade as
células por endocitose promovendo perda das microvilosidades e apoptose
prematura provocada pelas toxinas produzidas por Campylobacter. Dentre
as toxinas produzidas estao as enterotoxinas que possuem a capacidade
de se ligar a um receptor celular, promovendo desregulagcdo da Adenil
ciclase e elevando, assim os niveis de monofosfato ciclico de adenosina
(AMP ciclico) que promove o aumento da secrecao celular, potencializando
o efeito inflamatdrio do trato gastrointestinal e ocasionando os sintomas da

campilobacteriose (BRASIL, 2011).
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Campilobacteriose

Aves domésticas como frangos, perus e patos séo frequentemente
infectados por bactérias do género Campylobacter, principalmente pelas
espécies C. jejuni e C. coli. Estas bactérias sdo hospedeiros do trato
gastrointestinal de aves e produzem pouca ou nenhuma doencga clinica
nas aves (ZHANG & SAHIN, 2020).

A primeira associacdo de bacilos Gram negativos curvos a
diarreia humana foi sugerida por Levy em 1946, por meio de um estudo
epidemiolégico realizado na penitenciaria de lllinois. Levy observou a
presenca de uma bactéria semelhante ao Vibrio em 20% das amostras.
Posteriormente, em 1963, Sebald e Veron propuseram a criagdo do género
Campylobacter para inclusdo dessas bactérias devido a diferenca na
temperatura, condi¢cdes de crescimento e composi¢cao de nucleotideos do
DNA (LEVY, 1946; SEBALD & VERON, 1963; FERNANDEZ, OCHOA &
SIMALUIZA, 2016).

A campilobacteriose é a zoonose alimentar bacteriana de maior
ocorréncia na Europa, configurando-se como um problema de saude
publica (EFSA, 2021). Segundo a EFSA (2021), Campylobacter é o
principal patégeno relacionado as gastroenterites alimentares nos paises
da Uniao Europeia desde 2005, frequentemente excedendo os numeros
de casos de Salmonella e Shigella.

De acordo com dados do EFSA (2015) dentre as cepas mais
comumente envolvidas em surtos, destaca-se a presenca de Campylobacter
colie C. jejuni. Em paises subdesenvolvidos ainda se observa a dificuldade
na detecgcdo e identificacdo do patdgeno responsavel pelos surtos. A
espécie termotolerante que apresenta maior patogenicidade em infecgdes
humanas e associada a maioria dos casos de sindrome de Guillain-
Barré (SGB) é a Campylobacter jejuni e posteriormente, C. coli e C. lari
por serem fenotipicamente dificeis de distinguir. A C. jejuni é considerada
dentre o género a espécie mais virulenta devido a resisténcia que possui a
fagocitose (BRASIL, 2011).

Apesar de a patogénese completa ser pouco elucidada, o género
em estudo possui alguns mecanismos patogénicos conhecidos, como
complexo flagelar, quimiotaxia, aderéncia, invasao celular e produgao de
toxinas (PERES, 2020). A Campylobacter inicialmente coloniza o intestino
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delgado e depois se move para o colon, que é o 6rgao alvo da doenga. A
bactéria possui varias adesinas diferentes que contribuem para sua adesao
bem-sucedida as células epiteliais do intestino, porém a importancia de
cada adesina ainda é pouco conhecida. As interacbes de Campylobacter
com células epiteliais, dendriticas e macréfagos podem desencadear
a ativacao de fatores proé-inflamatoérios com liberagdo de quimiocinas e
citocinas que, provavelmente, contribuem para ocorréncia da diarreia e
eliminacao da infeccao (YOUNG et al, 2007).

A sindrome de Guillain-Barré (SGB) € uma doeng¢a autoimune que
atinge o sistema nervoso periférico causando paralisia flacida aguda.
Esta doenca esta associada a diversas doencgas infecciosas, no entanto
as doecas entéricas causadas pela Campylobacter parecem ser o evento
antecedente mais comum associado a esta sindrome. Varios casos de
SGB associados a infecgdo por Campylobacter ja foram relatados no
mundo (VAN KONINGSVELD et al, 2001; LASTOVICA et al, 1997; HO et
al, 1995).

Os principais fatores causadores de campilobacteriose em humanos
sdo associados a produtos de origem animal sem processamento térmico,
consumo de carne de frango contaminada e crua ou malcozida, contato
com animais doentes e contaminagio cruzada por praticas incorretas na
manipulacao de alimentos (BEHRENS et al., 2010; SCALLAN et al., 2015).

O periodo de incubacdao da Campylobacter no organismo humano
varia de dois a dez dias e os sinais clinicos comuns sao diarreia liquida
com ou sem presenga de muco ou sangue, dor abdominal, febre e vomitos
com duragao de cinco a sete dias (BUTZLER, 2004; ZHANG, 2008). Em
quadros graves principalmente em pacientes imunossuprimidos pode
ocorrer septicemia, meningites, abcessos e doencas auto-imunes pos-
infeccao (VUCIC et al., 2009; STRACHAN et al., 2013; SCALLAN et al.,
2015). Ainda podem ser levados em consideragao fatores como estado
imunolégico e idade do paciente, assim como o potencial virulento do
patégeno para determinar casos mais graves ou mais brandos da doencga
(NIELSEN et al., 2013).

Casos de campilobacteriose em pacientes portadores do virus HIV ja
foram relatados em todo o mundo e a incidéncia de manifestacgdes clinicas
€ maior que em pacientes HIV negativos, sendo maior também em paises
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em desenvolvimento (QUINN, 1997). Estas observacdes reforcam a
importancia dos cuidados necessarios para controlar e evitar esta doencga
em paises em desenvolvimento.

Afigura 2ilustra os principais fatores causadores da campilobacteriose
bem como os principais sintomas causados pela infec¢ao pela bactéria.

Figura 2: Formas de transmisséo e sintomatologia de campilobacteriose.
Adaptado de Kaakoush et al. (2015).

Curiosamente, estudos epidemioldgicos apontam a existéncia de
uma diferenca socioecondmica na manifestacdo da doenca, sendo, em
paises desenvolvidos, uma disenteria autolimitada e, em paises em
desenvolvimento, uma diarreia aquosa, sendo mais frequente em criangas
(YOUNG et al, 2007). A patogénese € muito influenciada pela viruléncia
da cepa, bem como pela susceptibilidade do hospedeiro, tendo maior
gravidade em pacientes imunossuprimidos ou desnutridos (ZILBAUER,
2008).

De acordo com Centers for Disease Control and Prevention (2017),
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a dose infectante de Campylobacter em alimentos € baixa, menos de 500
unidades formadoras de colénias (UFCs) podem causar a doenca em
humanos.

Segundo a Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude
(2020), ocorreram 626 surtos de doengas transmitidas por alimentos (DTAs)
no Brasil entre os anos de 2016 e 2019, acometendo 37.247 pessoas e nao
foi diagnosticado nenhum caso de campilobacteriose, sugerindo possivel
subdiagndstico e subnotificagao da doenca no pais.

A enterite por Campylobacter é autolimitada e a terapia com
antibidticos geralmente ndo €& recomendada. No entanto, os agentes
antimicrobianos sdo recomendados para infecgdes extra-intestinais e para
o tratamento de pessoas imunocomprometidas.

Eritromicina e ciprofloxacina sao drogas de escolha, porém a taxa
de resisténcia a esses medicamentos esta aumentando tanto nos paises
em desenvolvimento como nos paises desenvolvidos, embora a incidéncia
seja maior em paises em desenvolvimento. Fatores como a automedicacgéo
e 0 uso desses medicamentos para o tratamento de outras doencgas sao as
causas mais comuns de resisténcia nos paises em desenvolvimento. No
caso de paises desenvolvidos, a resisténcia se da devido ao fato do uso
desses medicamentos em animais de producdo e uso por pessoas que
viajam a paises em desenvolvimento (ENGBERG et al., 2001).
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MECANISMOS DE RESISTENCIA EM CONDIGOES
ADVERSAS

Primeiramente, €& importante elucidar as particularidades das
diferentes formas que a Campylobacter spp. pode ser encontrada.
Uma delas é a forma espiralada, que representa a fase de crescimento
exponencial da bactéria, enquanto a forma cocdide indica a fase
estacionaria. A transicdo para a segunda fase é decorrente de situagdes
estressantes para a bactéria, nas quais adaptacdes sdo necessarias para
garantir sua sobrevivéncia no meio em que se encontra, tendo como
exemplo alteracbes na temperatura, falta de alimento, estresse oxidativo e
possivel estresse osmoético (IKEDA, 2012).

Campylobacter € um bacilo curvo capaz de realizar retragao
citoplasmatica e adquirir a forma resistente de cocos gram negativos,
conhecida como “forma viavel nao cultivavel” (VNC) em condigdes
adversas, como envelhecimento da cultura, variacdo de pH, estresse
térmico, oxidativo e nutricional, permitindo a sobrevivéncia do patdgeno.
Um exemplo de situacdo indutora da aquisicido desse estado é a
refrigeragéo ou congelamento da carne de frango destinada ao consumo
(CHAISOWWONG et al., 2012; MAGAJNA & SCHRAFT, 2015).

Este género torna-se nao cultivavel quando assume o estado VNC,
impedindo a deteccéo da bactéria em alimentos e isolamento convencional,
porém o patdégeno permanece infectante devido a inativagao parcial que
ocorre, mantendo genes de viruléncia como flaA, flaB, cadF, ciaB, cdtA,
cdtB e cdtC ativos (ALMOFTI et al., 2011; SVENSSON et al., 2014; PERES,
2020).

Areducgédo da atividade metabolica daforma cocoide de Campylobacter
pode ocasionar a elevacdo de resisténcia antimicrobiana e, quando em
condi¢Oes ideais, retoma a forma de vida livre (plancténica) de bacilos
curvos (EMBRAPA, 2012).

As condi¢des 6timas de crescimento sdo em temperatura de 42°C,
sob microaerofilia (Figura 3). Em aerofilia, sua estabilidade é melhor
alcancada na temperatura de 4 °C, onde ocorre a sua alteragédo de forma
espiral para forma cocoide e se mantém na forma VNC. Ainda, se mantida
em microaerofilia apds entrar na forma VNC, as estirpes de Campylobacter
s&o capazes de retornar a forma viavel e se multiplicar (LEE et al., 2005).
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Figura 3. Jarra de anaerobiose utilizada para permitir o desenvolvimento e
cultivo de microrganismos anaerébios em atmosfera de microaerofilia.

Fonte: Prépria autoria

Jang et al. (2007) estudou a adesao de Campylobacter na pele de
frangos sob diferentes condi¢cbes e temperaturas. Observou que quando
em forma VNC, em temperaturas de 4, 25 e 37°C e condi¢gdes anaerobias,
C. jejuni foi capaz de aderir a peles de frangos, o que ressalta a grande
capacidade multiplicativa desta cepa no trato gastrintestinal de humanos,
na qual ocorre microaerofilia, possibilitando a alteracdo da forma nao
cultivavel para a forma viavel, elucidando a importancia de melhores
programas de prevencgao a Campylobacter spp. em aves a fim de evitar
surtos de DTA consequentes.

Overaoconcentragrande parte das ocorréncias de campilobacteriose,
com a faixa térmica ideal para seu crescimento, porém em baixas
temperaturas nas quais ocorre um estresse térmico em que sao liberados
radicais superdxidos, as bactérias sdo capazes de expressar a enzima
SOD (superoxido desmutase) que permite a sua sobrevivéncia (SCALLAN
et al.,, 2011). Seu mecanismo de acdo envolve basicamente a lise do
superoxido liberado, convertendo em peréxido de hidrogénio e dioxigénio,
impedindo consequentemente o estresse oxidativo (STINTZI, 2003).

Outro mecanismo de resisténcia para condigbes adversas pode ser
a manutencao das bactérias em sua forma séssil (biofilmes). Os biofilmes
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sdo formados por comunidades bacterianas, que ficam protegidas por uma
matriz extracelular composta por proteinas, polissacarideos, DNA entre
outros, e oferecem protecao as bactérias além de manter os nutrientes e
evitar a desidratacédo (DRODZ, 2014).

Os biofilmes representam grande impacto na industria de alimentos,
visto que, uma vez que as bactérias adquirem essa forma de vida, a
sanitizacao dos equipamentos e superficies, como o acgo inoxidavel,
poliuretano e polipropileno, é prejudicada. Além disso, as bactérias podem
formar biofilmes também nos alimentos e em diversas areas das industrias
de alimentos, como paredes e pisos, o que facilita a recontaminagao
pelo patégeno (CAMPOS & BOTUCATU, 2014; LEWIS, 2001). Diversos
mecanismos diferentes estdo envolvidos na formagao e manutengao do
biofilme e serdao aprofundados no proximo tépico.

BIOFILMES

Um dos maiores desafios da industria alimenticia diz repeito
a seguranca dos produtos que serdao comercializados. Isso porque
podem ser observadas falhas, principalmente durante os processos de
limpeza, que vao favorecer a permanéncia daqueles micro-organismos
que tem grande capacidade de formagao de biofilmes. Dentre os micro-
organismos transmitidos por alimentos que tem grande capacidade de
formacao de biofilmes, as bactérias do género Campylobacter sao de
extrema relevancia, principalmente por serem comumente veiculados por
subprodutos avicolas e representarem grande risco de infec¢des para
seres humanos (POMETTO, 2015).

Estudos relatam que um dos maiores responsaveis por riscos de
contaminacao cruzada no processamento de alimentos é a formagao de
biofilme em superficies, como por exemplo, em tabuas de corte e facas, ou
seja, a partir do momento em que utensilios sdo contaminados por micro-
organismos presentes nos alimentos, estes podem vir a formar biofilmes em
suas superficies, e caso nao sejam adequadamente higienizados, podem
se tornar fonte de contaminagao para outros alimentos que podem chegar
contaminados a mesa do consumidor (NGUYEN et al., 2012; REUTER et
al., 2010).
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Micro-organismos como as bactérias do género Campylobacter,
desde que presentes no ambiente das industrias de alimentos,
principalmente de subprodutos avicolas tem a forte tendéncia a formagao
de biofiimes (Steenackers et. al, 2012; Vivian, 2014) e este processo &
favorecido especialmente devido ao fato de que nos frigorificos, o residuo
produzido pelo abate (especialmente pelo abate de frangos) € rico em
lipidios, proteinas e pode se depositar em diversas superficies. A partir
da presenca de “chicken juice” (“suco de frango”), os biofilmes formados
sdo considerados fortemente aderentes, o que consequentemente torna-
se uma forma de persisténcia dos micro-organismos nos abatedouros
(REUTER et al., 2010; BROWN et al., 2015; MELO et al., 2017).

Os biofilmes podem ser considerados como estruturas formadas a
partir de um processo no qual ocorre a adesédo de células bacterianas
a superficies bidticas ou abidticas. Essas células bacterianas agrupadas
formam comunidades envoltas por uma matriz polimérica extracelular
composta especialmente por exopolissacarideos (EPS) produzida pelos
mesmos, além de proteinas e acidos nucleicos, a qual confere protecao
contra agentes estressores (como agentes biocidas) a esta nova
estrutura, além de conferir o acumulo de nutrientes e a prevencao contra
a desidratacao (AZEVEDO; CERCA, 2012; FENG et al., 2017; GIAOURIS;
NESSE, 2015; LIN et al., 2017).

Outro ponto importante em relagdo aos micro-organismos que
formam um biofilme é que este pode ser formado apenas por uma espécie
de bactéria ou por mais espécies associadas (multi-espécies) (RICE;
WUERTZ; KJELLEBERG, 2016). Aqueles que se encontram compostos
por mais de uma espécie, geralmente sao mais estaveis do que biofilomes
monoespécies (STEWART, FRANKLIN, 2008). Além disso, bactérias
aerobias tem a capacidade de auxiliar na permanéncia de Campylobacter
em estruturas de biofilmes, pois causam a diminuicdo da taxa de oxigénio
na matriz polimérica.

A permanéncia de bactérias do género Campylobacter na cadeia
produtiva de frangos (especialmente de corte) pode ser considerada
um problema de saude publica de grande relevancia, pois gera grandes
gastos com tratamentos com antibidticos e hospitalizagdes decorrentes
das sequelas pos-campilobacteriose (BATZ; HOFFMANN; MORRIS, 2012;
GIBNEY et al., 2014; MANGEN et al., 2015).
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Assim, torna-se de extrema importancia que boas praticas na
fabricacao (BPF) em industrias de alimentos sejam adotadas e cumpridas
com rigor. As BPF consistem em um conjunto de normas que tem por
objetivo assegurar, associados a outros programas, a qualidade nos
processos envolvidos na producao de alimentos. Sao bastante reconhecidos
e eficientes para obter-se um produto final seguro (GOMES, 2006).

O processo de formagao dos biofilmes se da a partir de cinco etapas.
Sao elas: Fase livre, Fixacao a superficie, Micro-colénia, Macro-col6nia e
Dispersao (ROSSI et al., 2016).

Figura 4. Etapas do ciclo de formagéao de biofilmes de bactérias do género

Campylobacter: (a) fase livre, (b) fase de adesao a superficie, (c) formagao

de microcolénias (d) formagao de macrocoldnias e (e) disperséo. As setas

indicam o caminho percorrido pelos nutrientes (azul) e excretas (vermelho)
dentro dos tubulos formados no biofilme maduro.

Fonte: ROSSI, 2016

Na primeira fase (fase livre) através da motilidade oferecida pelo
flagelo do micro-organismo, ocorre uma fixagcao reversivel do mesmo em
superficies. Esta fixagao é de baixa intensidade e € marcada por interacdes
eletrostaticas, hidrofébicas e forca de van der Walls, o que viabiliza a
movimentacdo total da célula bacteriana. No entanto, além de permitir
sua movimentacdo, também é uma fase onde os microorganismos podem
facilmente ser removidos das superficies a partir de processos ideais de
limpeza (MOE et al, 2010).
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A segunda fase conhecida como fase de fixacdo irreversivel a
superficies, € marcada pelo aumento da ligagcao das células bacterianas
com a superficie, e isso se da devido ao aumento da producéo continua de
exopolimeros, adesinas e DNA (DNA extracelular com fungao estrutural).
Além disso, ocorre o envolvimento de forgas dipolo-dipolo, ligacdes
de hidrogénio, interagdes hidrofébicas, ligagbes idnicas e covalentes.
Portanto, nesta etapa, a remocgado das células bacterianas encontra-se
mais dificultada, necessitando de forga mecanica ou tratamento quimico.
A terceira etapa é marcada pela formag¢ao de micro-colénias, e nesta, as
células bacterianas encontram-se iméveis. Além disso, ocorrera também a
ativacao do mecanismo de quorum-sensing (MOE et al., 2010).

A quarta etapa é marcada pela formag¢ao de macro-colénias, onde se
observa uma dispersao de exopolimeros mais lenta que o metabolismo das
células bacterianas, assim, os gradientes quimicos serao responsaveis por
criar micro-nichos, no interior dos quais, torna-se possivel observar locais
onde ha morte bacteriana e onde as formas livres do micro-organismo
tornam-se moveis (CAPPITELLI et al., 2014).

No quinto estagio ha a dispersdo das formas livres das células
bacterianas possibilitando assim a formagdo de novos biofilmes
(CAPPITELLI et al., 2014).

No que diz respeito a formacao de biofilmes, pode-se dizer que
existem mecanismos intrinsecos e extrinsecos envolvidos neste processo
(Baugh, 2013), assim, embora os estudos genéticos sobre os mecanismos
responsaveis pelos processos de producao de biofilmes aindando consigam
elucidar muitas questées (TEH; LEE; DYKES, 2017), atualmente ja se
sabe que muitos genes quando codificados, se tornam os responsaveis
por varias etapas deste processo por bactérias do género Campylobacter
(MELO et al., 2017).

A saber, por exemplo, aqueles que atuam para a motilidade (flaA,
flaB, etc.), resposta a agentes estressores (spoT, csrA, ahpC, cosR e cprS),
modificacbes na superficie bacteriana (peb4, waaF, pgp1) e detecgao de
quorum sensing (luxS) (GARCIA-SANCHEZ et al., 2019; WAGLE et al.,
2019).

O flagelo unico ou em ambos os polos da célula bacteriana de
Campylobacter jejuni, é composto por duas proteinas: a flagelina
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maior FlaA, e a flagelina menor FlaB, codificadas pelos genes flaAB,
respectivamente. Nao atua apenas na motilidade celular, mas também na
secrecao de proteinas de viruléncia e mediacao da formagao das micro-
coldnias do biofiime (GUERRY, 2007; BARREROTOBON; HENDRIXSON,
2014). De acordo com O’toole; Kolter (1998), o flagelo facilita a adesao das
células bacterianas as superficies através de interagdes fisico-quimicas,
superando as forgas repulsivas associadas a superficies. Embora esses
genes sejam necessarios para a formacao do biofilme, a auséncia dos
mesmos ndo impede que a célula bacteriana adquira a forma séssil, no
entanto, dara origem a biofilmes mais fracos, ou seja, a expressao ocasiona
a fixacao, estruturacao e orientagao ao biofilme pré-existente (SVENSSON
et al., 2014; KIM et al., 2015).

O processo de comunicacdo entre bactérias a partir do momento
em que estas atingem uma determinada densidade populacional (a partir
de 10° e 10" UFC.mL™") é conhecido como quorum sensing. Neste caso,
as bactérias pré-existentes liberam moléculas sinalizadoras, também
conhecidas como auto-indutores (Al), que ao serem reconhecidas pelas
proteinas receptoras das bactérias presentes no ambiente, desencadeiam
a expressao de genes alvo (como por exemplo, dos genes responsaveis
pela formacao de biofilmes) (PLUMMER, 2012).

A interagcdo que ocorre entre as células bacterianas de acordo com
alguns estudos, pode estar relacionada ao processo de adesédo inicial
destas células, além de uma possivel resisténcia do biofilme contra
tratamentos com agentes quimicos, estrutura e crescimento do biofilme
e dispersao celular (MOONS et al., 2006; VAN DER VEEN; ABEE, 2011).

No caso de Campylobacter jejuni, as bactérias produzem Al-
1(autoindutor acil-hemoserina), que quando em presenga de determinada
concentracdo intracelular, se liga a um ativador de transcricdo celular
(luxS) que tem por objetivo codificar luciferase, caracterizada como uma
enzima metabdlica, responsavel pela reciclagem de S-adenosilmetionina,
a qual é de extrema relevancia para realizagdo de reacgdes biossintéticas
(PARVEEN; CORNELL, 2011).

A partir da producao de Al-2 pelo gene luxS (o que ocorre quando as
concentragdes se elevam a partir do crescimento bacteriano), as moléculas
Al — 2 reconhecem a populagdo em biofilme. E importante ressaltar que
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a producdo de Al-2 depende de nutrientes encontrados em fontes de
alimentos, como por exemplo, “chicken juice” (PLUMMER, 2012).

Em resposta a situacdes de estresse térmico, ou seja, com variagdes
natemperatura, as bactérias sintetizam um grupo de proteinas conservadas
(BEALES, 2006). Assim sendo, quando ha a expressao do gene dnaJ, a
cepa codifica uma proteina que permite o crescimento da célula bacteriana
em temperaturas maiores que 40°C (KONKEL et al., 1998).

Ja para conseguir sobreviver a situagdes de estresse devido a baixas
temperaturas, a Campylobacter jejuni pode expressar proteinas SOD
(superoxido desmutase), sendo ja descritas trés tipos de enzimas SOD:
sodB (cofatores com ferro), sodA (manganés) e sodC (cobre e zinco).
Alguns dos tipos de enzimas que ja foram descritos sdo responsaveis por
atuar convertendo o superéxido em peroxido de hidrogénio (H,O,), o qual
se torna uma forma menos téxica de oxigénio. Enzimas especificas sao
responsaveis por transformar o H,0O, em agua e oxigénio, em especial a
catalase entao codificada pelo gene katA e a alquil hidroperéxido redutase
codificada por sua vez pelo gene ahpC (ATACK; KELLY, 2009; STINTZI;
WHITWORTH, 2003; KIM et al., 2015).

Geralmente, o ambiente em que se encontra um biofilme é rico
em DNA, isso porque estas moléculas sdo oriundas da lise de outros
organismos que sofreram lise celular, morte ou até mesmo devido a
secrecao de bactérias (NIELSEN et al., 2007). Este tipo de DNA pode ser
encontrado nos mais variados biofilmes bacterianos, sendo conhecido
como DNA extracelular (¢éDNA) (INDIKOVA et al., 2015), e desempenha
uma importante funcao na fixagao, crescimento e transferéncia horizontal
de genes, nutricdo de células bacterianas podendo vir a se tornar até
mesmo parte do genoma de outras bactérias (FENG et al., 2017). Feng e
colaboradores (2017), ainda citam que foi identificada a presenca de eDNA
em biofilmes em quantidades superiores a outros componentes (proteinas
e polissacarideos por exemplo).

No que diz respeito a formagédo de biofilmes, alguns fatores
ambientais podem interferir positiva ou negativamente para sua formacgao.
A saber, disponibilidade de nutrientes (que sera determinante para o
modo de crescimento e produgdo de LPS na matriz), concentragdao de
oxigénio (a presenca de oxigénio pode favorecer inicialmente a formagao
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de biofilmes) (STETSENKO et al, 2019), pressdo osmotica (quando ha
algum tipo de estresse osmético, pode haver a inibicao da formacao de
biofiimes) superficie para adesao (quanto mais hidrofébicas forem, melhor
sera a taxa de adesdo), temperatura, pH e até mesmo a presenca de
agentes antimicrobianos (GUINEY, 1997; REESER et al., 2007; DONLAN;
COSTERTON, 2002).

Diante da importancia da formacido de biofilmes de bactérias do
género Campylobacter, torna-se imprescindivel a ado¢cdo de medidas de
prevencao e eliminacdo dos mesmos, o que ocorre a partir de métodos
fisicos, quimicos e biolégicos, que, quando combinados, apresentam
melhores resultados (MALAEB et al., 2013). Deve-se levar em consideragao
o tipo de material e a disposicdo de equipamentos na planta industrial,
para que seja possivel evitar que matéria orgénica se acumule em areas
menos acessiveis a limpeza, favorecendo assim a adesao bacteriana e a
formacao de biofilmes (CHMIELEWSKI; FRANK, 2006).

Considerada uma medida essencial de prevencgao, controle e
eliminagdo de biofiimes, a remo¢do mecénica de matéria organica
possibilita a eliminacdo da matriz e exposicdo de camadas mais profundas
dos biofilmes acessando assim as células bacterianas a partir do atrito
(MAUKONEN et al., 2003). Assim, é necessario que seja realizada com
cautela em relagdo a equipamentos abrasivos, pois 0s mesmos podem
contribuir negativamente com a danificagdo das superficies favorecendo a
formacao de biofilme.

A associagdo de lavagem diaria com desinfetantes permitidos pelos
orgdos competentes também ¢é bastante recomendada, e geralmente
produtos tensoativos ou alcalinos sdo os mais indicados, objetivando a
dissolucao de residuos alimentares, emulsdo de gorduras e desnaturagao
de proteinas (MAUKONEN et al., 2003).

Para a realizacao da desinfecgao (método que objetiva a diminui¢ao
da carga de microorganismos das superficies apds os processos de
limpeza mecanica), os produtos utilizados devem ser seguros para aqueles
responsaveis por manipula-los além de terem sua eficacia comprovada
(SREY et al., 2013).

Assim, na industria alimenticia, as principais classes de sanitizantes
mais utilizadas sao as de liberadores de cloro ativo, compostos quaternarios
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de aménio (CQA), os iodoforos e os perdxidos (BRASIL, 2007). No
entanto, por ndo destruirem as estruturas da matriz e consequentemente
causarem o ressurgimento dos biofilmes, os compostos quimicos acabam
por ter acdo limitada (OHSUMI et al., 2015). Assim, diante da necessidade
de medidas mais efetivas, varios estudos vém demonstrando outras
abordagens no controle e eliminagdo de biofilmes como, por exemplo, o
uso de bacteriéfagos, nanoparticulas (que tem por objetivo a destruicdo da
biomassa bacteriana), enzimas degradadoras (que objetivam a destrui¢cao
da matriz), uso de quelantes de ferro (Qque agem bloqueando a adesao de
células bacterianas) (SRINGAN et al., 2011; MATYAR et al., 2014; BROWN
et al., 2015; KIM et al., 2017; OH et al., 2018).

Em se tratando de biofiimes de Campylobacter jejuni, de acordo
com estudos recentes, € importante considerar-se também que alguns
desinfetantes ainda usados na industria alimenticia, quando manipulados
de forma inadequada podem levar a adaptagcdo das bactérias e
consequentemente a resisténcia bacteriana (TECHARUVICHIT et al.,
2016; MELO et al., 2017).

Diante do desenvolvimento da resisténcia microbiana a agentes
sanitizantes utilizados na industria alimenticia, alguns estudos abordando
o uso de fitoquimicos vém sendo desenvolvidos (WAGLE et al. 2019).

SERIO e colaboradores (2014) sugerem que extratos de plantas
obtidos a partir de solventes alcodlicos tém potencial antimicrobiano
contra patégenos de origem alimentar, podendo ser considerados como
alternativas ao uso de sanitizantes sintéticos.

O potencial do extrato polifendico de aguas residuais de moinhos
de azeitonas também foi estudado por Roila et al. (2019) apresentando
resultados satisfatérios como alternativa para o controle de biofilmes de
bactérias do género Campylobacter. O composto por sua vez teve inclusive
a capacidade de inibir a formagéao de biofilmes.

Estudos envolvendo o uso de extrato de mosto de pele e semente
de uvas Pinot noir apresentaram bons resultados em relacédo a cepas de
Campylobacter jejuni, mostrando que as mesmas foram incapazes de
invadirem e sobreviverem em células tipo H4 de humanos, o que representa
a relevancia destes compostos como antimicrobianos (KLANCNIC et al.
2017).
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A diminuicdo de biomassa de biofilmes formados por cepas
de Campylobacter jejuni também foi analisada mediante o uso de
metaperiodato de sédio e proteinase K. Estes compostos mostraram sua
acao na degradacdo da matriz, permitindo assim uma penetracdo mais
eficiente de agentes antimicrobianos através da mesma (MELO et al.,
2017).
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COLETA E TRANSPORTE DE AMOSTRAS

O sucesso dos resultados laboratoriais de identificagao de agentes
patogénicos depende de inumeros fatores, dentre eles a qualidade da
amostra, desde sua coleta, armazenamento e transporte. A coleta e o
transporte inadequados podem gerar falhas no isolamento do agente
etiolégico levando a um diagndstico impreciso ou errbneo. Portanto,
procedimentos adequados de coleta devem ser adotados.

As amostras destinadas a identificagdo de Campylobacter, devem ser
coletadas e armazenadas levando-se em consideragcio as caracteristicas
do género, ja que requerem baixa concentragao de oxigénio, sdo sensiveis
a desidratacdo e suportam baixas temperaturas, porém séo sensiveis ao
congelamento (ISO, 2006).

Desta maneira, as amostras devem ser coletadas e transportadas
sob refrigeracao e processadas o quanto antes. Amostras integras como
o6rgaos ou carcagas podem ser embaladas e transportadas em sacos
plasticos, j& as amostras mais expostas as condigdes ambientais, como
suabes de cloaca e de arrasto, devem ser transportadas em meio de
conservagdo como Agar Cary-Blair e Caldo Peptonado Tamponado 1%
(CPT) para transporte de amostras sélidas e liquidas, respectivamente,
pois apresentam capacidade tamponante, auxiliando a manutencéo das
amostras até seu processamento (RECH & VAZ, 2012).
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METODOS DIAGNOSTICOS DISPONIVEIS ATUALMENTE

A deteccao da Campylobacter sp. € de suma importancia. Isso
porque, baixas doses infectantes podem causar doenga em humanos.
Além disso, o Brasil € o maior exportador de carne de frango do mundo,
evidenciando a necessidade de um controle higiénico-sanitario rigido para
maior segurancga alimentar do consumidor mundial (EFSA, 2021; ABPA,
2021).

Atualmente utilizam-se diversos métodos para a detecgdo desta
bactéria em agroindustrias e pesquisas, dentre eles, testes imunolégicos,
microbiolégicos e moleculares (FERNANDEZ, OCHOA & SIMALUIZA,
2016).

A diferenciacao e identificagdo das espécies de Campylobacter spp.
€ complexa e dificil, o que resulta em grande preocupacéo em relagao a
dados epidemiolégicos (FERNANDEZ, OCHOA & SIMALUIZA, 2016). Em
2016, a maioria dos isolados na Unido Européia foi relatada como C. jejuni,
C. coliou C. lari (EFSA, 2021).

METODOS MICROBIOLOGICOS

A complexidade na deteccao da Campylobacter spp. € decorrente
dos nutrientes do meio de cultivo, microbiota competitiva, baixa quantidade
de UFCs e necessidade de atmosfera microaerdfila com concentracao de
O, entre 5 a 10% (TEJADA & TIMM, 2019).

As espécies termdfilas desse género multiplicam-se em 37- 42°C em
48 horas, apresenta predilecdo por pH neutro (6,5 - 7,5). Além disso, ha
necessidade de suplementacdo nutricional para recuperagao de células
VNCs. Assim, € um grande desafio o isolamento e cultivo de Campylobacter
(FERNANDEZ, OCHOA & SIMALUIZA, 2016).

Para a anadlise qualitativa de Campylobacter existem varios
métodos validados, dentre os quais, o0 mais conhecido € o padronizado
pela International Organization for Standardization (ISO, 2006). A figura
5 demonstra o fluxograma deste método no qual é realizado uma pré-
incubagcdao em meio seletivo por 4 horas a 37°C em microaerofilia. O
tempo de 4 horas € indicado para evitar o crescimento de contaminantes.
A suspensdo inicial é realizada com a amostra em caldo peptonado
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tamponado, da qual uma parte é adicionada a nove partes de caldo Bolton.

Figura 5. Fluxograma do isolamento de Campylobacter de amostras de
origem aviaria conforme 1ISO 10272-1:2006 adaptado

Tejada e Timm (2019), apds testarem diversas metodologias de
isolamento e cultivo, verificaram que o pré-enriquecimento do caldo Bolton
enriquecido com 5% de sangue desfibrinado de equino e caldo Brucella
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seguidos do cultivo em agar mCCDA, foram as metodologias mais
eficientes e viaveis devido a quantidade de UFCs apresentadas em 24
horas de incubagao, mostrando-se como técnicas padrao ouro em escala
microbioldgica.

No estudo de Tejada e Timm (2019), C. jejuni recuperou em 72,2%
das amostras com pré-enriquecimento com caldo Bolton e 66,7% com
o caldo Brucella, confirmando a descricdo no trabalho de Bolton et al.
(1984), em que o caldo Bolton enriquecido com sangue desfibrinado de
equino propiciou o crescimento e recuperagdo de células injuriadas de
Campylobacter spp.

Os meios de cultivo mais utilizados de acordo com Fernandez,
Ochoa & Simaluiza (2016), sdo Skirrow, Skirrow modificado, Columbia,
Preston, Butzler, CampyBAP e Agar Carvdo Cefoperazona Desoxicolato
Modificado (mCCDA). Em varios destes meios estd inclusa a ciclohexamida
ou anfotericina B como anti-fungicos e alguns agares seletivos possuem
antibidticos para inibicdo da microbiota competitiva, como Proteus spp.
e Pseudomonas spp., que geralmente acompanham a Campylobacter
spp. e possuem crescimento sobreposto (DONNISON, 2003, COELHO et
al.,2011).

O principal meio seletivo utilizado € o mCCDA (Figura 6), enriquecido
com carvao ativado, caseina hidrolisada, peptona, cloreto de sédio, sulfato
ferroso, piruvato de sédio, desoxicolato de sédio, cefoperazone, anfotericina
B, 4gar e possui pH 7,4 (FERNANDEZ, OCHOA & SIMALUIZA, 2016).
Cefoperazone é uma cefalosporina de terceira geracdo, amplamente
utilizada para inibir a flora entérica (BRITO et al., 2017).

De acordo com Fernandez & Pérez-Pérez (2016), a caracterizagao
morfolégica das coldnias baseia-se na observagao da coloracéo prateada
das colbénias com 48 horas, planas, de aspecto mucodide, com bordas
irregulares, disseminam-se pelas estrias da semeadura e muitas vezes
assemelham-se a gotas de agua com 1 a 2 mm de didmetro, convexas e
brilhantes.
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Figura 6. Morfologia de colénias caracteristicas de Campylobacter spp. no
meio m-CCDA

Fonte: Prépria autoria

A microscopia € utilizada para confirmacdo das coldnias
morfologicamente suspeitas de Campylobacter spp. e a técnica mais
difundida é a coloracdo de Gram (Figura 7). A coloragao de Gram para
esse género é feita com fucsina fenicada 0,8%, a bactéria apresenta
coloragao rosa, indicativo de microrganismo Gram-negativo, em formato de
bacilos curvos espiralados e podem ser observadas formas de “S” e “asas
de gaivota”, com movimentos espirais no aumento de 100x (GHARST et
al., 2013; GHAFFAR, CONNERTON & CONNERTON, 2015). Geralmente
formam pequenas cadeias em “zig-zag”, porém, células velhas ou injuriadas
podem apresentar padrao cocoide.
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Figura 7. Coloracédo de Gram evidenciando a morfologia em forma de “s” ou
“asas de gaivota” de Campylobacter spp (100x)

Fonte: Prépria autoria

Provas bioquimicas sao ideais para identificagdo de Campylobacter
spp. e estdo demostradas na Tabela 2.

Para a diferenciagao das espécies C. jejuni, C. coli e C. lari, sao
realizadas as provas de hidrdlise do hipurato. O teste de sensibilidade
a acido nalidixico é descrito como prova diferencial das espécies de
Campylobacter (ISO, 2006).

Algumas cepas podem apresentar fenétipo atipico de incapacidade
de hidrolisar hipurato, portanto, para minimizar este problema, foi criado o
sistema API® Campy para diferenciagédo de C. coli e C. jejuni por meio de
diversas provas e analisado por um software (FERNANDEZ, OCHOA &
SIMALUIZA, 2016).
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Provas bioquimicas C. coli C. lari C. jejuni

Catalase Positivo Positivo Positivo
Crescimento:
25°C Negativo Negativo Positivo
42°C Positivo Positivo Positivo
Crescimento:
3,5% NaCl Negativo Variavel Negativo
1% glicina Negativo Positivo Positivo

Produgéo H2S:

com cisteina Variavel Positivo Positivo
sem cisteina Positivo Positivo Negativo

s eréﬁﬁggfg Sdéod i Positivo Positivo Negativo
Hidrélise do hipurato Negativo Negativo Positivo
Resisténcia ao N.A. Negativo Positivo Positivo
Tolerancia ao T.T.C. Positivo Negativo Negativo

N.A.= Acido Nalidixico e TTC = Cloreto 2,3,5 trifeniltetrazélio. Adaptado de
CARAMORI-JUNIOR et al., 2002.

Tabela 2. Provas bioquimicas para identificagao das principais espécies
patogénicas do género Campylobacter

Campylobacter foi isolada pela primeira vez por Dekeyser e
colaboradores em 1972, de pacientes com diarréia por meio de filtragao
da das fezes em membrana de poro de 0,65um, e posterior semeadura
em meio seletivo, resultando em reducdo de outros microrganismos
comumente encontrados em amostras fecais (PINHEIRO, 2005).

Matrix Assisted Laser Desorption/lonization (MALDI)

A técnica de espectrometria de massa consiste em mensurar o sinal
ibnico de um composto por meio da raz&o da sua massa pela carga (m/z),
permitindo a identificagdo de compostos quimicos a partir de um composto
isolado. Estudos protedmicos que empregam a espectrometria de massa
sdo utilizados na detecgdo rapida de patdégenos em alimentos. A técnica
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de espectrometria de massa com fonte de ionizagdo e dessorgao a laser
assistida por matriz - MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization) é
utilizado para comparar o espectro de massa de um microrganismo isolado
com os espectros de referéncia de cepas conhecidas para classificar e
identificar o patégeno com mais rapidez do que os métodos convencionais
(BIER et al, 2017).

A amostra ¢é ionizada por bombardeamento de elétrons que torna a
amostra carregada. Ao passarem por um campo elétrico ou magnético,
particulas carregadas sédo separadas de acordo com a sua relacdo m/z e
sédo detectadas por um mecanismo que gera corrente elétrica. Softwares
especificos transformam esses diferentes sinais elétricos em espectro
de massas de acordo com a relagdo m/z das particulas carregadas. A
ionizagao do tipo MALTI permite a dessorcdo dos peptideos e proteinas
a partir de esporos, células vegetativas ou da bactéria integra (PERES,
2020).

METODOS MOLECULARES

Os métodos moleculares anteriormente utilizados em estudos
epidemiolégicos (GOERING, 2010; SIEMER; NIELSEN; ON, 2005) estao
agora também disponiveis para a industria alimenticia, de maneira que
as diferencas entre matrizes alimentares e a precisao de identificacao
de microrganismos (JUSTE; THOMMA; LIEVENS, 2008) podem ser
incorporadas para o controle e prevencdo da qualidade e seguranga
alimentar (MELO, ROBERTAT et al., 2019).

Estas metodologias tém como ponto central as sequéncias de
DNA amplamente disponiveis em diferentes bancos de dados publicos
(D’AURIA; PUSHKER; RODRIGUEZ-VALERA, 2006; MAIDAK et al., 1992)
permitindo a identificacdo das espécies por comparagao com os dados
de sequéncias disponiveis (FRASAO, MARIN & CONTE-JUNIOR, 2017).
Os avancgos destas técnicas permitiram a compreensao da epidemiologia
(BEHRINGER; MILLER; OYARZABAL, 2011) e a quantificagdo rapida
e direta de Campylobacter spp. na produgdo comercial de aves (HE et
al., 2010) e outros substratos mais complexos, como fezes e amostras
ambientais (LEBLANC-MARIDOR et al., 2011).

Didaticamente, as técnicas moleculares (Tabela 3) podem ser
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compreendidas por: ferramentas utilizadas para a identificacdo de
Campylobacter spp., como reagdo em cadeia da polimerase (PCR),
Multiplex PCR, Real time PCR, Multiplex Real Time PCR e tipagem,
tais como Tipagem de Sequéncia Multilocus (MLST), Sequenciamento
de Genoma Completo (WGS), Eletroforese em Gel de Campo Pulsado
(PFGE), (FRASAO, MARIN & CONTE-JUNIOR, 2017). Os métodos de
identificacdo molecular para Campylobacter spp. s&o rapidos e de boa
acuracia e utilizam-se da deteccao de segmentos especificos de DNA que
sdo sequenciados, amplificados e visualizadas em um gel ou quantificados
diretamente para detec¢ao, quantificacao e tipagem molecular.

Dessaforma, empregartécnicas de biologia molecularcomoaPCReo
sequenciamento permitem resultados mais ageis de identificagdo (FRASAO,
MARIN & CONTE-JUNIOR, 2017). As ferramentas de PFGE e MLST séo
utilizadas para avaliagbes de proximidades filogenéticas (BEHRINGER,
MILLER & OYARZABAL, 2011; DE MELO et al., 2021; GOERING, 2010;
MANFREDA et al., 2016; OH et al., 2017) e caracterizagao da variabilidade
dentro de uma espécie (BEHRINGER, MILLER & OYARZABAL, 2011).
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Ferramentas
moleculares

PCR

Multiplex PCR

qRT-PCR

MUI“BIS)E{ gRT-

MLST

WGS

WGS

PFGE

Campylobacter Matriz Objetivo Referéncias
S genes flaA, ciaB,
C jejuni Careacas de  cadF, pidA e'catasc  (MEZD el 4l
ieiuni Hyp (500 bp)
eC-L{g!g;}é Carne de prfA (290 bp), (RAJA et al.,
monocytogenes frango respectivamente 2016)
Aves, leit c \/S_15_\e}é/18(16,de (YANG et al
S ves, leite e . jejuni numero etal.,
C. jejuni agua deé acesso GenBank 2003)
L 16SrRNA, (BARLETTA
Fezes invA e ipaH,
Sa]sr???gr\etal}ga e respectivamente etal., 2013)

Comparagao com -
métodos fenotipicos e BESSEDE et

moleculares al, 2011)
57R2elg é?sd%$151
S Isolados Y- R U (ELHADIDY
C jejuni ST-828, e ST-
humanos 5221 e resisténcia et al., 2020)
antimicrobiana
Carnes e
éfrgé]OS Je Ti d énci (WALLACE et
: e rangos, ipos de sequéncias e
C. colie C jejuni bovinos, dominantes (STs) al., 2020)
cordeiro e
suinos
Amostras TR
o Identificacao de
C. coli e C jejuni Cle”}'sccﬁgagasrggs perfis de. res?sténcia a (ZHAQ gt al,
ceco antimicrobianos
Carcagas de genes flaA, ng’
e ciaB, cadF, pldA, (MELO, et al.,
C. jejuni aves e 18265 uxS, dnad, htrA, 2021a)

cbrA, cstll e neuA

Tabela 3. Detecgao de Campylobacter spp. utilizando-se técnicas
moleculares de identificagdo (PCR ou multiplex PCR) e quantificagao (QRT-
PCR ou multiplex gRT-PCR) e tipagem (MLST, WGS e PFGE) em diferentes

amostras.

Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR é uma técnica de biologia molecular que se baseia na
amplificacdo de um fragmento alvo, por meio de processo similar a
replicacdo, porém, in vitro. Este teste utiliza primers, como a sequéncia
de nucleotideos iniciadores “forward” e o “reverse”, que representa a
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sequéncia da regido final do fragmento alvo (BUTZLER, 2004; SAMBROOK
& RUSSEL, 2001).

Areacdo possui trés etapas (figura 8): a desnaturacao, que representa
a separacao da fita dupla de DNA; o anelamento, que consiste na ligagao
do primer ao DNA que sera amplificado e a extensao, que € o momento em
que ocorre a formagao do fragmento alvo na nova fita de DNA (ELNIFRO
et al., 2000; SAMBROOK & RUSSEL, 2001).

A PCR ¢é a principal técnica de diagndstico molecular e dela
originaram-se diversas outras, como: RT-PCR, RFLP, gPCR, Nested-PCR
e PCR multiplex (FERNANDEZ, OCHOA & SIMALUIZA, 2016). Segundo
Fernandez, Ochoa & Simaluiza, 2016, este teste molecular possibilita
pesquisar um grande numero de amostras, redugdo de tempo na analise
diagnodstica, identificagdo, deteccao, genotipagem e diferenciagdo de
espécies patogénicas com maior precisdao (FRASAO, MARIN & CONTE-
JUNIOR, 2017). Principalmente entre C. coli e C. jejuni por detectar
fragmentos especificos (genes ou proteinas) no DNA do patégeno, confere
maior especificidade e sensibilidade as PCRs realizadas em carcagas de
frango e em humanos com gastroenterite alimentar (BUTZLER, 2004;
REIS, 2015).

Além disso, a utilizagdo desta ferramenta permite avaliar diferentes
fatores de viruléncia e adaptabilidade a condi¢gbes adversas em produtos
de origem animal e amostras clinicas humanas, incluindo a capacidade de
causar a Sindrome de Guillain-Barré (DE MELO et al., 2021).

Com a evolugao da técnica, permitiu-se a quantificagdo absoluta do
DNA do modelo alvo por meio do intercalamento de corantes fluorescentes
com posterior leitura por sistemas especializados de imagem a laser que
deram origem ao PCR em tempo real ou PCR quantitativa, amplamente
denominadas como qPCR (KRALIK & RICCHI, 2017).
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Figura 8. Amplificagdo de DNA por meio de PCR. Em (A) estédo
representadas as etapas do primeiro ciclo: desnaturagao, anelamento
e extensdo. Em (B) o processo indicado em A é repetido em cada ciclo,
aumentando o numero de cépias de DNA. (adaptado de ALBERTS et al,
2011)

A quantificagdo por PCR em tempo real tem uma ampla aplicabilidade
para identificacdo de Campylobacter em diferentes matrizes alimentares
(YANG, LI & JOHNSON, 2001). No Brasil, esta metodologia foi aplicada
em carcagas de frango resfriadas e congeladas, provenientes de um
abatedouro avicola no Centro Oeste de Minas Gerais sob Inspe¢ao Federal
e evidenciaram 52,32% de C. jejuni e C. coli (REIS, 2015). Mesmo com a
subnotificacdo no pais, destaca-se a alta ocorréncia desta bactéria devido
a elevada especificidade e sensibilidade do teste utilizado, implicando
riscos a saude publica.

Para a avaliagdo de multiplos genes, o Multiplex PCR possui como
vantagem a avaliagdo em uma unica amostra, produzindo resultados com
precisdo (RICKE et al., 2019) e que podem ser associados a identificagao
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simultdnea de outros patdogenos como E.coli, Salmonella typhimurium
(PARK et al.,, 2011) e Listeria monocytogenes (RAJA et al., 2016)
maximizando o rastreamento e o controle de microrganismos.

Tipagem de Sequéncia Multilocus (MLST)

A técnica de MLST (Multilocus Sequence Typing) envolve a
amplificacdo do DNA por PCR seguida de sequenciamento e mede
diretamente as variagdes da sequéncia de DNA em um conjunto de genes
podendo caracterizar as cepas dos microrganismos pelos seus perfis
alélicos exclusivos. A metodologia é baseada no sequenciamento de
genes essenciais denominados genes housekeeping (GOMES, 2015) e
supera os problemas de reprodutibilidade inter-laboratoriais, permitindo
comparacgao dos isolados entre diferentes locais do mundo (MAIDEN et
al., 1998).

Primeiramente ¢é feita a identificacdo da sequéncia de nucleotideos
dos fragmentos do gene, em seguida estas sequéncias recebem numeros
de alelos e sdo combinadas em um perfil alélico que sera armazenado
em um banco de dados. Finalmente, o parentesco dos isolados ¢é feito
comparando-se os perfis alélicos deste conjunto de dados possibilitando
estudos epidemioldgicos e filogenéticos de um determinado microrganismo
(MAIDEN et al, 1998).

Essa técnica é amplamente aplicada para o estudo da epidemiologia
de campilobacteriose e recentemente tem sido aplicada no rastreamento
e na disseminacao de estirpes de C. jejuni resistentes a antimicrobianos
(ELHADIDY et al., 2020).

A figura 9 mostra os isolados de Campylobacter jejuni e coli
submetidos ao PubMLST, bancos de dados publico para tipagem molecular
e diversidade do genoma microbiano, que € uma cole¢do de bancos de
dados de acesso aberto com curadoria que integra dados de sequéncia
populacional com Informagdes de procedéncia e fenoétipo para mais de 100
espécies e géneros microbianos diferentes.
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Fonte de isolados submetidos ao banco de dados Campylobacter jejuni / coli

Brasil

Isolados: 278
Genomas: 116

Figura 9. Isolados de Campylobacter jejuni e coli submetidos ao banco de dados
publico para tipagem molecular e diversidade do genoma microbiano (PubMLST).

Fonte: Jolley et al. 2018.

Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE)

O PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) € uma técnica que utiliza
o sistema de eletroforese com campos elétricos alternados que forgcam
os fragmentos de DNA a mudarem de dire¢gdo continuamente, formando
as bandas. Dessa forma, diferentes isolados com o mesmo padrao de
bandeamento sédo considerados a mesma cepa (GOERING, 2010). Apesar
de ser considerada técnica padréo ouro para tipagem de microrganismos,
€ uma técnica laboriosa e requer quantidade e qualidade de material
genético para seguir o protocolo de referéncia, caso contrario pode
inviabilizar comparag¢des com padrdes de bandeamento.

Sequenciamento de genoma completo (WGS)

O WGS (Whole Genome Sequencing) trouxe mudancas significativas
sobre a genética e a biologia molecular, ampliando o conhecimento da
plasticidade dos patégenos (RICKE et al., 2019) através de uma forma
altamente especifica de detectar segmentos de DNA. Desta forma,
permitiu a determinagéo de espécies e mesmo subespécies de patégenos
(GHARST, OYARZABAL & HUSSAIN, 2013) em uma variedade de produtos

Métodos diagndsticos disponiveis atualmente


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30345391

e orgaos de diferentes espécies, além de verificagdes quanto aos perfis
de resisténcia antimicrobianas das estirpes (WALLACE et al., 2020) que
permitem uma analise global.

A metodologia de WSG tornou-se a abordagem preferida de vigilancia
e diagndstico das agéncias reguladoras de vigilancia em saude (TABOADA
et al., 2013) no entanto, exige a aquisicdo de equipamentos de alto custo
além de especialistas em bioinformatica para interpretagdo de dados.

Independentemente do método escolhido, os métodos e protocolos
especificos precisam ter critérios com base nas amostras (clinicas ou
matrizes alimentares), conveniéncia, mao-de-obra especializada, tempo
de execucgéo e custos de reagentes e equipamentos.

METODOS IMUNOLOGICOS

Diversos métodos imunolégicos sdo empregados para identificagao
em pesquisas e diagnésticos clinicos desse microrganismo (Tabela 4), por
possuirem alta sensibilidade e especificidade. No entanto, reacbes cruzadas
significativas entre C. jejuni e C. coli, podem influenciar os resultados,
pois sua divergéncia genética nao € significativa (REIS, 2015). Métodos
imunolégicos dedicados a deteccdo e quantificagdo de Campylobacter
spp. foram amplamente revisados e evidenciaram que alguns ensaios
imunolégicos comerciais sao promissores, entretanto necessitam de um
enriqguecimento prévio em caldo por 48 horas (OYARZABAL & BATTIE,
2012).

O principio dos testes imunoldgicos é a deteccdo de anticorpos
anti-Campylobacter ou antigenos (Ag) e epitopos de superficie. Os
principais ensaios relacionados a esta metodologia envolvem: Ensaio de
Imunoadsorg¢édo Ligado a Enzima (ELISA), Teste de Aglutinacdo em Latex e
Ensaio Fluorescente Ligado & Enzima (EFLA) (REIS, 2015; FERNANDEZ,
OCHOA & SIMALUIZA, 2016). Mais complexa, a técnica de citometria de
fluxo permite avaliar multiplos pardmetros de maneira individualizada, mas
guando comparada aos ensaios enzimaticos requer equipamento e equipe
técnica mais especializada para preparar, processar e avaliar os dados
(RICKE et al., 2019).
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Ferramentas

imunologicas Campylobacter Matriz Objetivo Referéncias
Anticorpos C. colie C Isolados Epi
? . . pitopos de C. (HEO et al.,
monocionais jejuni deavese b RO ol 2009)
Carcagas Ensai
Antigenos de  Campylobacter de frango imunogr?;ilr?lético (REIS et al.,
superficie Spp. E%SJSS%%ZE de fluorescéncia 2018)
Citometria de . i Células (TRIGUI et al.,
fluxo C. jejuni Agua individualizadas 2015)
Imagca/lssensor
com
Patdgenos anticorpos (R/ILAI'\ISI\IIDTC,)AE
Biosensores C. jejuni de origem oliclonais & TOTHILL
alimentar e coelho e 2016) ’
nanoparticulas de
ouro

Tabela 4. Detecgao de Campylobacter spp. utilizando-se técnicas
imunoldgicas em diferentes amostras

Ensaio de Imunoadsorc¢ao Ligado a Enzima (ELISA)

Os testes sorologicos mais utilizados para deteccao deste patégeno
sao os testes de ELISA e diversos testes rapidos estdo comercialmente
disponiveis, como: Dryspot Campylobacter Test Kit® (OXOID), Immunocard
Stat!® Campy (MERIDIAN DIAGNOSTICS), PremierTM Campy Assay
(MERIDIAN BIOSCIENCES), ProSpect Campylobacter Assay® (REMEL)
e Ridascreen Campylobacter® (r-biopharm AG); e EFLA (JORGE, 2005;
FERNANDEZ, OCHOA & SIMALUIZA, 2016).

Como fundamento, os testes imunoenzimaticos envolvem reacao
antigeno-anticorpo (Ag-Ac) especifica, na qual o antigeno presente
na amostra se liga a um anticorpo especifico marcado com enzima,
e a reagao € visualizada pela intensidade de coloracéo (Figura 10). Os
testes de ELISA possuem como vantagem o processamento de muitas
amostras ao mesmo tempo com diferentes possibilidades de aplicacao
metodoldgica (ELISAdireto, indireto, sanduiche), o que possibilita modificar
a seletividade baseada em diferentes alvos de epitopos. Entretanto,
possuem desvantagens como reagdes cruzadas e falsos positivos quando
s&o avaliadas matrizes complexas (RICKE et al., 2019).
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Figura 10. ELISA tipo sanduiche direto.
Fonte: JORGE, 2005

Teste fluorescente ligado a enzimas (ELFA)

O ensaio imunoenzimatico fluorescente € baseado no método
sanduiche com deteccéao por fluorescéncia, em que o complexo antigeno-
anticorpo € marcado com um anticorpo associado a enzima fosfatase
alcalina composto fluorescente (OYARZABAL & BATTIE, 2012; REIS,
2015).

A figura 11 mostra o esquema de ELFA, similar ao ELISA, porém
com o substrato 4 metil umbeliferil fosfato (4MUP), que, ao ser hidrolisado
pela enzima fosfatase alcalina, transforma-se em Umbeliferona, emitindo
fluorescéncia a 450nm que é medida por equipamento especifico.
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Figura 11. Esquema ELFA.
Fonte: JORGE, 2005.

Em trabalho realizado para avaliar a especificidade e a sensibilidade
de dois ensaios imunoenzimaticos para detec¢cdo de Campylobacter
spp. (VIDAS® e EiaFoss), verificou-se respectivamente 94% e 87% de
sensibilidade em fezes, 96% e 31% em ossos e 64% e 73% em amostras
de carne, além da especificidade de 93% encontrada em ambos (BORCK
et al.,, 2002) enquanto Menezes (2013), detectou Campylobacter spp.
em 2,08% das 240 carcagas de frangos submetidas a metodologia
imunoenzimatica.
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Teste de Aglutinagao em Latex

O teste de aglutinagao e latex consiste em particulas de latex azul
sensibilizadas com anticorpo de coelho reativo a antigenos de superficie
celular de Campylobacter. Os reagentes de latex sao secos em placas
de reagdo e, ao entrar em contato com amostra contendo o antigeno,
ocorre aglutinacdo do anticorpo ligado ao latex com os antigenos de
Campylobacter. Se o extrato ndo contiver antigenos de Campylobacter
reconhecidos, a aglutinagdo ndo ocorrera e o resultado sera negativo (LEE
et al, 2004).

Os testes de aglutinagcdo em latex sdo amplamente utilizados e tém
mostrado alta sensibilidade e especificidade. Em comparagao a outros
métodos de deteccio sdo mais rapidos variando de um minuto a dezesseis
horas. Sao econdmicos e faceis de utilizar, além de nao necessitarem de
equipamentos sofisticados ou reagentes de custos mais elevados.

Novas Tecnologias para Diagnéstico imunolégico

Embora demonstrem vantagens na deteccao destas bactérias, alguns
desafios associados a perda de sensibilidade e especificidade em espécies
nao comumente testadas e erros induzidos por matriz avaliada, como no
caso de amostras clinicas, sao evidenciados (GHARST, OYARZABAL &
HUSSAIN, 2013). Desta forma, novas tecnologias ancoradas em nano
sensores comegaram a ser exploradas. Nestes biossensores a ligagao
com o anticorpo € convertida em sinais elétricos gerando resultados
mais precisos na avaliagdo do patégeno em amostras mistas (MASDOR,
ALTINTAS & TOTHILL, 2017).

Os avancgos nas tecnologias de produgao de anticorpos também
envolvem metodologias que oferecem maior praticidade para analise de
patdgeno em plantas de processamento, como pesquisa de Campylobacter
Jejuniem ensaio colorimétrico utilizando-se de swabs de algodao conjugados
com nanobead de cores diferentes que tornam os resultados faceis de
serem executados e processados pela diferenciagdo de cor dependente
do patdgeno avaliado (ALAMER et al., 2018).
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IMPORTANCIA DO CONTROLE E PROFILAXIA EM
AGROINDUSTRIAS

As medidas de controle e prevencao de patdégenos sdao uma
problematica mundial, principalmente em relagdo a agentes emergentes,
como as espécies termotolerantes de Campylobacter sp. (HUMPHREY et
al, 2007), especialmente C. jejuni, C. coli, C. lari e C. upsaliensis (EFSA
2013). Um aumento na incidéncia global de campilobacteriose na América
do Norte, Europa (KAAKOUSH et al., 2015) e Australia (WALLACE et al.,
2020) e dados epidemiolégicos incipientes em outras regides como na
Africa, Asia, Oriente Médio (KAAKOUSH et al., 2015) e Brasil (RODRIGUES
et al., 2021) indicam que a infecgédo por Campylobacter € endémica nessas
regides.

Apesar do Brasil ainda ndo ter instituido um programa de
monitoramento sélido para este patégeno, o rastreamento e as pesquisas
relacionadas a estas bactérias sdo essenciais. Estas bactérias sao
encontradas no trato intestinal de animais de producao, sendo as aves
e 0s suinos os reservatérios mais comuns de Campylobacter jejuni e
Campylobacter coli (USDA 2013) e, por esse motivo, mesmo a aplicagao
de amplas modelagens e revisao de opg¢des de controle sdo desafiadoras
(KOUTSOUMANIS et al., 2020). Além dos riscos relacionados ao consumo
de produtos de origem animal mal processados, agua, consumo de leite cru
e produtos marinhos (SILVA et al., 2011), animais domésticos (LEMOS et
al., 2021) ou o uso recreativo da agua também podem carrear o patégeno
e todos eles sao fontes de infecgao para os humanos (GUY et al., 2018).

Os produtos carneos apresentam grandes prevaléncias do patégeno
e evidenciam altas propor¢bes em carne de frango (47,0%), codorna
(43,0%), perdiz (35,3%), peru (28,8%), e avestruz (4,8%) (RAHIMI &AMERI,
2011). Nos produtos carneos de suinos (BRATZ et al., 2013) a prevaléncia
varia de 21,1% de C. jejuni na Alemanha (VON ALTROCK et al., 2013) a
42,4% de C. coli em exploragdes de suinicultura no Japdao (HARUNA et al.,
2013). Além disso, em paises onde o consumo de produtos lacteos nao
pasteurizados é permitido (LIU et al., 2020) como nos Estados Unidos,
os surtos ligados a doencas de origem alimentar desta bactéria tém sido
associados ao consumo de leite cru (TAYLOR et al., 2013).

O numero de casos de campilobacteriose humana aumentou em todo
o mundo. Na Europa, a Autoridade Europeia para Seguranga dos Alimentos
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(EFSA) relatou que a campilobacteriose foi a zoonose mais documentada
no ano de 2018 (CARDOSO et al., 2021). Dessa maneira, os procedimentos
e pontos criticos de manutencao da qualidade na industria de alimentos,
principalmente relacionados as contaminag¢des de carcagas de frango em
abatedouros e o extravasamento de conteudo intestinal no processo de
evisceragcao (FAO/WHO, 2009) sao primordiais para prevengao durante o
abate (JACXSENS et al., 2011).

Embora o controle agroindustrial tenha essa importancia primaria
no elo inicial da cadeia de alimentos, a maioria das infecgbes por
Campylobacter sp. estao associadas ao consumo de aves e subprodutos
que sao contaminados durante o processamento (HERMANS et al., 2011;
WAGENAAR; FRENCH; HAVELAAR, 2013) e pelo consumidor (CARDOSO
et al., 2021).

Outra problematica para o controle de Campylobacter é que
comumente pode estar presente em baixas concentragcdes ou na forma
viavel, mas nao cultivavel (VNC) (FERNANDEZ, OCHOA & SIMALUIZA,
2016) que, embora ndo possam ser detectadas por metodologias de cultura,
podem infectar hospedeiros susceptiveis (SAHA & SANYAL, 1991). De
acordo com Botteldoorn et al. (2008), existe uma enorme dificuldade para
a identificacdo e distingcdo da Campylobacter nas formas viavel e viavel
nao cultivavel de bactérias mortas. Nocker & Camper (2006), descreve um
reagente que se liga ao DNA de células mortas ou que possuem lesdes
em membrana e impede que o DNA seja amplificado na PCR, permitindo
a identificacdo e detecgao somente de células viaveis e VNC que causam
doenca no consumidor.

Uma vez que a principal via de infeccdo é a alimentar, o controle
eficaz requer medidas de mitigacdo que abrangem tanto os reservatérios
animais quanto o hospedeiro humano (DAl et al., 2020).

Devidoaisso, medidas como secagem, baixaumidade, congelamento/
descongelamento e altas temperaturas sédo o principal foco de controle e
prevencao (SAHA & SANYAL, 1991). Para maximizar seu controle, toda
a cadeia deve estar envolvida no modelo farm to fork para o controle do
patégeno. Especificamente em fazendas, existem poucas metodologias de
diagnéstico aprovadas que sao realmente compativeis com os testes a
campo. Neste aspecto as medidas concentram-se em minimizar as fontes
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de contaminac&o com implementacao de barreiras sanitarias e controle de
entrada de pessoas (SILVA et al., 2011).

Nas plantas processadoras, a separagao de lotes positivos e
negativos, praticas de limpezas rigidas e controle do processo de
evisceracgao, podem reduzir a propagacgao da contaminagao (HAVELAAR et
al 2007). Entretanto, para viabilizar a separagao entre lotes, um programa
especifico para o controle de Campylobacter spp. necessita ser instituido
no Brasil como ocorre para o controle de Salmonella spp. (BRASIL, 2016).

Em cozinhas domésticas ou cozinhas industriais, a aplicacdo de
temperatura e tempos adequados de cozimento sio suficientes para
eliminar os microrganismos. E importante também evitar a contaminagao
cruzada entre alimentos crus e cozidos e superficies de trabalho e utensilios
nao devidamente limpos e higienizados (CARDOSO et al., 2021).

O congelamento de carcacgas de frango parece ter papel primordial na
diminuicdo de risco deste patégeno em pesquisas realizadas na Noruega
(SANDBERG et al, 2006), embora o risco nao tenha sido totalmente
eliminado. Em associacao, utilizar-se de campanhas educativas para
conscientizar consumidores e processadores de alimentos sobre as
formas de evitar e minimizar riscos de contaminacgao cruzada e instituicao
de boas praticas de fabricagdo, contribuem para evitar os riscos de toda
populacdo (CARDOSO etal., 2021), especialmente de criangas e individuos
imunocomprometidos (HUMPHREY, O’'BRIEN & MADSEN, 2007).

Por fim, até o momento, novas estratégias de pesquisas tém sido
avaliadas para reduzir a colonizagdo de Campylobacter em animais
produtores de alimentos em busca de resultados para melhorias na saude
publica e redugdao das fontes de infecgdo (DAl et al.,, 2020). Estudos
recentes propdem a utilizagdo de probidticos com Bacillus e Lactobacillus
(ARSI et al., 2015; NEAL-MCKINNEY et al., 2012) e L. johnsonii na
reducao da colonizacao e excreg¢ao de Campylobacter jejuni (GRACIA et
al., 2016) . Além destes, a utilizacdo de acidos graxos de cadeia curta e
a utilizacado de bacteriofagos demonstraram ter eficiéncia no controle de
campilobacteriose embora tenham limitagdes quanto ao controle ao longo
do tempo (KITTLER et al., 2013), sugerindo-se entdo uma aplicabilidade
mais pontual, como uma medida pré-abate, de maneira que se mitiguem
os riscos para o consumidor final (DAl et al., 2020).
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NORMATIVAS E LEGISLACOES PARA O CONTROLE DE
Campylobacter spp. EM CARCACAS DE FRANGO EM
AGROINDUSTRIAS

A Unido Europeia através da Autoridade Europeia para Seguranga
dos Alimentos e do Centro Europeu de Prevencao e Controle das Doencgas
afirma que a Campilobacteriose humana € a doenga de origem alimentar
mais notificada com 230 mil casos reportados anualmente.

Além disso, uma analise de prevaléncia feita em 2010 demonstrou
que 75% das carcacgas analisadas em frigorificos estavam contaminadas
por Campylobacter e que 20-30% dos casos é devido ao consumo e
preparo da carne de frango, enquanto 50 a 80% de outros casos. Assim
o frango desempenha papel de fonte infectante ao eliminar os patégenos
no ambiente ou pelo contato direto (NORMA INTERNA, 2017; CE, 2017).

Entdo, para que fosse padronizado um método de controle e
identificagdo, foi langada uma instituicdo normativa com o objetivo
de padronizar os métodos laboratoriais de analise desse patdgeno.
A ISO langada em 2017 que entrou em vigor em 2018 tem com titulo
“Microbiologia da cadeia alimentar - Método horizontal para deteccao e
enumeracao de Campylobacter spp.”, sendo dividida em duas partes. A
primeira conhecida como Método de detecgdo e a segunda que contém a
parte sobre quantificagdo das bactérias por amostra (NORMA INTERNA,
2017; CE, 2017).

Desta forma, em 2017 a analise de Campylobacter passou a ser
realizada em laboratérios oficiais no sul do Brasil para quantificacdo desta
bactéria em carcagas de frangos. E, posteriormente, no mesmo ano, a
Unido Européia instituiu o monitoramento deste agente em carcagas de
frango destinadas a exportacao a partir de janeiro de 2018, estabelecendo
como limite maximo 102 UFC.g-1 conforme a normativa instituida (NORMA
INTERNA, 2017; CE, 2017).

Apesar de a Campilobacteriose ser uma doenc¢a subdiagnosticada e
subnotificada, o Brasil nao possui legislagbes que incitam o controle dessa
zoonose alimentar em granjas e produtos de origem avicola, gerando
potencial risco a saude publica. As exigéncias quando a seguranga dos
alimentos em relagdo a esse microrganismo patégeno se torna cada vez
mais necessaria. Assim, o mercado nacional deve se antecipar neste
controle buscando o aprimoramento das técnicas de deteccgao, identificagcao
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e controle (MELO et al., 2019).

MEDIDAS DE CONTROLE E PROFILAXIA PARA OS
CONSUMIDORES

Requisitos basicos de boas praticas de manipulacao devem ser
considerados em relagao as instalacbes e saneamento do estabelecimento,
higiene dos funcionarios, higiene na elaboragao dos alimentos e cuidados
nas formas de armazenamento e também durante o transporte de
matérias primas e produtos acabados (BRASIL, 1997). Outros programas
de autocontrole como Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
(APPCC) devem também ser instituidos na industria de produgao de frango
de corte visando um produto final de alto padrao de qualidade e sanidade.

A auséncia de inocuidade da carne de frango ou derivados, muitas
vezes se da pela presenga da forma VNC do patdégeno ou por contaminagao
durante o processamento, principalmente na evisceragdo, utilizacao
de agua contaminada e nédo congelamento do produto (COELHO et al.,
2011, MELO et al, 2019). Portanto, embora sejam aplicados protocolos
para prevencao de DTA’'s na industria avicola, ha a necessidade de educar
e conscientizar os consumidores desta proteina animal quanto as boas
praticas de manipulagdo e higienizagdo dos alimentos que estédo além do
controle realizado da industria (BRASIL2011).

O cozimento inadequado, a contaminacao cruzada por meio da agua
de degelo do frango em contato com outros alimentos, a utilizagcado da
mesma tabua ou faca para cortar legumes e carne e a ma higienizagao
das maos do manipulador favorecem a sobrevivéncia e transmissao
da Campylobacter (DAMAS et al., 2010). Ainda que a carne seja bem
cozida para o consumo, a manipulagao da carcaca crua pode manter e
disseminar a bactéria para os outros alimentos que sdo consumidos crus.
Dessa forma, sao necessarias medidas de higiene durante a preparagao
dos alimentos, como a lavagem das maos com agua e sabao antes do
preparo dos alimentos, bem como a lavagem adequada dos utensilios
que entraram em contato com a carne crua e que posteriormente seréo
utilizados para a manipulacdo dos alimentos que serdo consumidos sem
processamento térmico (LEE & NEWELL, 2006).
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IMPORTANCIA DA DETECGAO DE Campylobacter spp. NA
INDUSTRIA AVICOLA

O setor avicola brasileiro necessita de avancos nos indicadores
higiénico-sanitarios para prevencdo e controle de microrganismos
patogénicos a fim de proporcionar seguranga alimentar ao consumidor e,
consequentemente, ocasionar a ampliacao do mercado externo de frango
de corte (MELO et al, 2017), visto que esta carne possui alto teor proteico
e baixo custo, representando assim expressivo problema para a saude
publica (AZEREDO et al., 2010).

Azeredo, Luchese & Lauria-Filgueira (2010) realizaram cultivo de
swabs de pele de carcacas de frango de um frigorifico com Servico de
Inspecao Estadual de Minas Gerais (Instituto Mineiro de Agropecuaria —
IMA) e detectaram positividade de Campylobacter spp. em 27% das 70
amostras. C. jejuni foi identificada em 74% das amostras positivas. Em
2015, Reis avaliou a deteccdo de Campylobacter spp. em carcagas de
frango resfriadas e congeladas de um abatedouro em Minas Gerais, pelos
métodos Imunoenzimatico, PCR e PCR em Tempo Real. De 86 amostras,
foram positivas pela PCR em Tempo Real 24 amostras refrigeradas
(55,81%) e 21 amostras congeladas (48,84%) (REIS, 2015). O teste
imunoenzimatico exige maior carga bacteriana para deteccdo devido a
baixa sensibilidade; ja os testes de PCR possuem alta sensibilidade e
especificidade, além da diferenciacédo entre as espécies C. jejuni e C. coli
(JORGE, 2005).

Aves infectadas previamente podem disseminar a Campylobacter
por meio do processamento de carcacgas, devido a presenca da bactéria
no intestino, penas, pele e principalmente pela evisceracdo das aves
(OLIVEIRA et al., 2019; POIETTI et al., 2020).

Uma vez a Campylobacterinstalada na linha de abate, esse patégeno
€ capaz de permanecer e se disseminar por toda a cadeia produtiva
permanecendo ali até o final da linha de produgao, sendo esse fator muito
importante a ser considerado em relagdo a esse patdégeno. Estudos de
tipagem molecular ja demonstraram a presenca de genétipos iguais desde
o frango vivo até a carcaga do frango que seria destinada ao comércio
(GRUNTAR et al., 2015). A persisténcia de popula¢des de Campylobacter
no ambiente industrial sendo fonte continua de infecgao pode ser explicada
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por sua capacidade de formar biofilmes.

IMPORTANCIA DA DETECCAO DE Campylobacter spp.
PARA A SAUDE PUBLICA

As organizagdes internacionais de saude reportam constantemente
a elevada ocorréncia de campilobacteriose no mundo, ocupando lugar
de destaque como principal doenca transmitida por alimentos na Uniéo
Européia e Estados Unidos da América e o principal veiculo de transmissao
associado a surtos alimentares é a carne de frango, correspondendo a
41% dos alimentos em geral (CDC, 2017; EFSA, 2021). Essa doenca é
considerada uma zoonose alimentar, por possuir animais como principais
reservatoérios da Campylobacter sp. e acometer humanos.

Segundo a Associacao Brasileira de Proteina Animal (2021), o Brasil
€ 0 maior exportador e terceiro maior em produ¢cao mundial de carne de
frango, exigindo maior responsabilidade higiénico-sanitaria quanto a esse
patdgeno, visto que oferece riscos a saude publica por contaminagao
de carcacgas, biofiimes em equipamentos de abatedouros, frigorificos,
agougues e contaminagdes cruzadas no preparo do alimento, ressaltando a
necessidade de mais estudos sobre essa DTA para ampliar conhecimentos
e dados epidemioldgicos, auxiliando no controle, prevengao e diagndstico
(CARVALHO e CORTEZ, 2003).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2012),
Campylobacter € a principal causa de formas graves de diarreia. No
entanto, a maioria das pessoas apresentam uma recuperagao rapida num
periodo de dois a cinco dias, embora os sintomas possam continuar por
cerca de dez dias. Outros sintomas possiveis séo febre, dores de cabeca
e abdominais, indisposi¢ao, nauseas, vomitos, perda de peso e caibras.
Pode ocorrer, mais raramente, formas mais graves da doenga com uma
sintomatologia que pode incluir sepse, aborto, meningite, abscessos e
complicagdes como a sindrome de Guillain-Barré. Altekruse et al. (1999),
afirma que a baixa quantidade de Campylobacter (500 UFC) pode causar
infeccdo em humanos, variando de sintomas simples a graves (ZHANG,
2008; SCALLAN et al., 2015).
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CONCLUSAO

O género Campylobacter é o principal causador de DTA em paises
da Europa e nos EUA desde 2005. No Brasil, a auséncia de registros de
surtos relacionados a esta bactéria ndo descarta sua existéncia e, ao
contrario, pode sugerir um subdiagndstico e consequente subnotificacdo
devido as dificuldades na identificagdo da bactéria no pais.

O conhecimento acerca dos métodos diagnésticos microbiologicos,
moleculares e imunolégicos atualmente disponiveis para campilobacteriose,
permitem o controle desta bactéria nos produtos de origem animal em
todas as fases de producgao, principalmente da carne de frango conforme
a Normativa Interna de 2017, além de possibilitar o diagnostico em
humanos e auxiliar de forma eficaz nos levantamentos epidemiolégicos,
que promovem a melhoria das ferramentas no controle e prevencao desta
DTA.

Este livro de revisdo de literatura é de suma importancia para
profissionais da area de alimentos, saude publica e industrias avicolas,
visto que esse patdgeno representa potencial risco a saude publica, uma
vez que possui formas resistentes e propensao a formagao de biofilme.
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