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RESUMO

Campylobacter spp. é considerado um importante patdégeno bacteriano gastrointestinal
devido as implicacfes na avicultura industrial e no ambito da Saude Publica. Objetivou-
se pesquisar Campylobacter spp. em carcacas e suabes de cloaca de frangos de corte,
detectar as espécies C. jejuni, C. coli e C. lari de importancia para saude publica, os
genes relacionados a viruléncia, avaliar a acdo de enterocinas e determinar o perfil de
resisténcia antimicrobiana. Foram avaliadas amostras de pele de diferentes regides da
carcaca (resfriada e congelada), figado e moela e suabes de cloaca de frangos de corte.
Os isolados foram submetidos & Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para
identificacdo do género e espécies, genes de viruléncia e resisténcia. A concentracao
inibitéria minima (MIC) foi utilizada para determinar a atividade antimicrobiana de
enterocinas. A avaliagdo da suscetibilidade aos antibioticos foi realizada pelo método
de disco difusdo. Todos os isolados foram submetidos a PCR e os isolados
provenientes de suabes de cloaca de frangos de corte que foram submetidos ao Matrix-
Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Light (MALDI-TOF MS). Um questionario
investigativo foi aplicado aos médicos veterinarios e zootecnistas sobre o tema. Nas
amostras de carcacas, foram obtidos 376 isolados de Campylobacter spp. e 26 (7%) C.
jejuni, ndo foram detectados C. coli e C. lari. A maior frequéncia de C. jejuni foi em
carcacas resfriadas com (88,5%) (p < 0,0001) e em carcacas congeladas (11,5%). A
localizacdo mais frequente de C. jejuni foi pele pele do peito (27.0%), seguida da pele
da asa (23.0%), pele da cloaca (19.0%) e pele do pescoc¢o (8.0%), moela (15.0%) e
figado (8.0%). A frequéncia génica foi cdtA (11,5%), cdtB (11,5%), cdtC (19.0%), sodB
(34,5%), dnaJ (11,5%), cmeA (15.0%), cmeB (15.0%) e cmeC (15.0%). Em frangos de
corte foram encontradas amostras positivas para C. jejuni (90,0%) e C. lari (30,0%),
porém C. coli ndo foi detectado. A frequéncia génica das amostras positivas para C.
jejuni revelou que em todas as amostras foram detectados os genes cdtB, dnaJ, cmeA,
cmeB e cmeC, seguido dos genes cdtA (92,6%), cdtC (66,6%) e sodB (51,8%). Em
todas as amostras positivas para C. lari foram detectados os genes cdtB, dnaJ, sodB,
cmeB e cmeC, seguido dos genes cdtA (85,7%), cmeA (85,7%) e cdtC (28,5%). Os
isolados provenientes dos suabes de cloaca, negativos na PCR para Campylobacter
spp., foram identificados por MALDI-TOF MS, sendo Proteus mirabilis (79,0%) e
Providencia stuartii (21,0%). A atividade antimicrobiana das enterocinas inibiu o

crescimento de (98,5%) de C. jejuni. Verificou-se multirresisténcia em C. jejuni (100,0%)



proveniente de carcagas. Este estudo revelou que participantes (80,7%) afirmaram ter
pouco conhecimento sobre Campylobacter. Diante o exposto conclui-se que carcacas
de frango contaminadas por C. jejuni multirresistente, representam um risco para Saude
Publica. Assim, frangos de corte infectados podem ser considerados uma fonte de
infeccdo para Campylobacter spp. na cadeia avicola. Novas investigacdes devem ser
realizadas para explorar o uso de enterocinas no controle deste patdgeno, pois 0s

resultados séo promissores.

Palavras-chave: Avicultura. Campilobacteriose. Enterocinas. Multirresisténcia. Saude

Publica



ABSTRACT

Campylobacter spp. it is considered an important gastrointestinal bacterial pathogen
due to its implications for industrial poultry farming and public health. The objective was
to research Campylobacter spp. in carcasses and cloacal swabs of broiler chickens,
detect the species C. jejuni, C. coli and C. lari of importance for public health, the genes
related to virulence, evaluate the action of enterocins and determine the antimicrobial
resistance profile. Skin samples from different regions of the carcass (chilled and
frozen), liver and gizzard and cloacal swabs of broiler chickens were evaluated. The
isolates were subjected to Polymerase Chain Reaction (PCR) to identify the genus and
species, virulence and resistance genes. The minimum inhibitory concentration (MIC)
was used to determine the antimicrobial activity of enterocins. Assessment of
susceptibility to antibiotics was performed using the disk diffusion method. All isolates
were subjected to PCR and isolates from broiler cloacal swabs were subjected to Matrix-
Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Light (MALDI-TOF MS). An investigative
guestionnaire was applied to veterinarians and zootechnicians on the topic. In carcass
samples, 376 isolates of Campylobacter spp. and 26 (7%) C. jejuni were obtained, C.
coli and C. lari were not detected. The highest frequency of C. jejuni was in chilled
carcasses (88.5%) (p < 0.0001) and in frozen carcasses (11.5%). The most frequent
location of C. jejuni was the skin of the chest (27.0%), followed by the skin of the wing
(23.0%), skin of the cloaca (19.0%) and skin of the neck (8.0%), gizzard (15.0%) and
liver (8.0%). The gene frequency was cdtA (11.5%), cdtB (11.5%), cdtC (19.0%), sodB
(34.5%), dnaJ (11.5%), cmeA (15.0%), cmeB (15.0%) and cmeC (15.0%). In broiler
chickens, positive samples were found for C. jejuni (90.0%) and C. lari (30.0%), but C.
coli was not detected. The gene frequency of samples positive for C. jejuni revealed that
the genes cdtB, dnaJ, cmeA, cmeB and cmeC were detected in all samples, followed
by the genes cdtA (92.6%), cdtC (66.6%) and sodB (51.8%). In all samples positive for
C. lari, the genes cdtB, dnaJ, sodB, cmeB and cmeC were detected, followed by the
genes cdtA (85.7%), cmeA (85.7%) and cdtC (28.5%). The isolates from cloacal swabs,
negative in PCR for Campylobacter spp., were identified by MALDI-TOF MS, being
Proteus mirabilis (79.0%) and Providencia stuartii (21.0%). The antimicrobial activity of
enterocins inhibited the growth of (98.5%) C. jejuni. Multidrug resistance was found in
C. jejuni (100.0%) from carcasses. This study revealed that participants (80.7%) said

they had little knowledge about Campylobacter. In view of the above, itis concluded that



chicken carcasses contaminated by multidrug-resistant C. jejuni represent a risk to
Public Health. Thus, infected broiler chickens can be considered a source of infection
for Campylobacter spp. in the poultry chain. Further investigations should be carried out

to explore the use of enterocins in controlling this pathogen, as the results are promising.

Keywords: Poultry. Campylobacteriosis. Enterocins. Multidrug Resistance. Public
Health.
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1. INTRODUCAO

A cadeia produtiva de frango de corte ocupa uma posicdo de destaque no
cenario mundial, esta atividade possui um vasto acervo tecnolégico dentre o setor
agropecuério brasileiro, incluindo os avancos em genética, manejo, nutricdo e
sanidade, o que resultou em uma grande industria de producéo de proteina de origem
animal. O ultimo relatério anual revelou o Brasil como o maior exportador e o segundo
maior produtor de carne de frango. No Nordeste, o estado de Pernambuco possui 0
maior percentual de abate de carne de frango, correspondendo a 1,12% do abate
nacional, considerada uma importante atividade na geracdo de renda e emprego
(ABPA, 2023).

Associado ao crescente consumo da carne de frango, alguns patdégenos, como
Salmonella, Campylobacter, Listeria monocytogenes e Echerichia coli, tem merecido
destaque, uma vez que a principal rota da infeccdo em humanos esta associada ao
consumo de produtos de origem animal contaminados (HEREDIA; GARCIA, 2018;
THOMAS et al., 2020; BHARDWAJ et al., 2022; WANG et al., 2022). Estima-se que
600 milhdes, quase 1 em cada 10 pessoas ho mundo, adoecem apds ingerir alimentos
contaminados e aproximadamente US$ 110 bilhdes sdo perdidos a cada ano em
produtividade e despesas médicas resultantes de alimentos inseguros, em paises de
baixa e média renda (OMS, 2022). A campilobacteriose foi confirmada como a
zoonose mais comumente relatada na Europa, responsavel por mais de 62% de todos
0s casos humanos confirmados em 2021, seguido por salmonelose e yersiniose
(EFSA, 2022).

Considerado um patdgeno entérico de origem alimentar desde 1970,
Campylobacter spp. tém sido muito estudado devido as suas implicagdes a avicultura
industrial no ambito da saude publica (ZBRUN et al., 2020, ASUMING-BEDIAKO et
al., 2022; NAUTA et al., 2022; TANG et al., 2022). A enfermidade infecciosa causada
por membros do género Campylobacter € denominada campilobacteriose, o0s
sintomas mais comuns em seres humanos sao: gastroenterite, diarreia, dor
abdominal, cdlicas e febre (BLASER, 1997).

A infeccdo por Campylobacter jejuni, € uma das causas mais comuns da
sindrome de Guillain-Barré, estima-se que 1 em cada 1.000 pessoas com infec¢éo

por Campylobacter nos Estados Unidos é diagnosticada com essa sindrome (CDC,
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2022) e ainda pode estar relacionado a sindrome hemolitico-urémica (KEENSWIJK et
al., 2019, KARPOVICH et al., 2020).

Na cadeia produtiva, frangos de corte infectados por Campylobacter spp. sao
apontados como 0s principais responsaveis pela contaminacédo de carcacas durante
0 processamento, uma vez que a coloniza¢do da carne por essa bactéria pode ser
aumentada no abate devido a contaminacao cruzada em larga escala, principalmente
durante evisceracdo (SELIWIORSTOW et al., 2016; RASSCHAERT et al., 2020). No
entanto, o controle da contaminacdo externa de frangos de corte que entram no
processo de abate, pode resultar em menor contaminacdo da carcaca
(SELIWIORSTOW et al., 2015).

Com uma tendéncia crescente de resisténcia de Campylobacter spp. em todo
o mundo (ALABOUDI et al., 2020; NAFARRATE et al., 2021; RANGARAJU et al.,
2022; SCHREYER et al., 2022) associado a deteccdo de importantes genes de
viruléncia em isolados de origem tanto humana quanto animal (ERYILDIZ et al., 2020;
GHARBI et al., 2022; YANG et al., 2022) indica um risco para saude publica. Diante
disso, 0 interesse pela pesquisa com probidticos e bacteriocinas tem sido
impulsionado pela baixa taxa de desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas e
a resisténcia bacteriana frente aos antimicrobianos existentes, apontados como
possiveis alternativas de controle biolégico, uma vez que ndo causam danos a saude
animal, humana e ambiental (DENG et al., 2020; LIU et al., 2022; MOTA-GUTIERREZ
et al., 2022).

Apesar do potencial zoonético, a legislacao brasileira nao preconiza o controle
de Campylobacter spp., além disso, a subnotificacdo dos quadros de
campilobacteriose, representa um importante fator de risco a populagéo. Portanto, ha
necessidade do conhecimento sobre a identificacdo de espécies de Campylobacter e
fatores de viruléncia relacionados as infeccbes humanas. Bem como, avaliar a
efetividade da acdo antimicrobiana de enterocinas frente as espécies de
Campylobacter, assim como, constatar a percepcao do setor avicola em relagéo a

esse patogeno, a fim de subsidiar a¢cdes preventivas, minimizar os prejuizos da cadeia

produtiva e garantir a inocuidade do produto final ofertado ao consumidor.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Histérico

Acredita-se que o primeiro relato sobre Campylobacter ocorreu em 1886 por
Theodore Escherich, o qual relatou e descreveu bactérias em forma helicoidal,
isoladas de fezes (VANDAMME, 2000; VANDAMME et al., 2010).

Em 1906, espécies foram cultivadas pela primeira vez a partir de amostras de
ovelhas abortadas, isso ocorreu no Reino Unido durante um estudo que abrangeu
varios anos de aborto epizodtico em bovinos e ovinos (SKIRROW, 2006). Mais tarde,
em 1927, Smith e Orcutt nomearam um grupo de bactérias, isoladas das fezes de
bovinos com diarreia, como Vibrio jejuni e em 1944, Doyle isolou Vibrio coli em fezes
de porcos com diarreia (VANDAMME, 2000; VANDAMME et al., 2010).

O género Campylobacter, foi estabelecido apenas em 1963, ap6s a
renomeacdo de Vibrio foetus para Campylobacter foetus, assim como os “related
vibrios” foram classificados como Campylobacter jejuni e Campylobacter coli,
provavelmente devido a sua baixa composicao de bases de DNA, seu metabolismo
nao fermentativo e suas necessidades de crescimento microaerofilico (ON, 2001).

Em seguida, o estudo de Butzler et al. (1973) aumentou o interesse por esse
género ao observar sua alta incidéncia na diarreia humana, uma vez que C. fetus ja
era reconhecido como um importante patégeno animal como causa de aborto e
infertilidade infecciosa, e a identificacdo de Campylobacter como causa de doenca
entérica em humanos garantiu a atencao tanto de médicos quanto de veterinarios
(ON, 2001).

2.2.Campylobacter spp.

O nome de Campylobacter veio originalmente do grego antigo que significa
haste curvada, onde kampylos significa curvado e baktron significa haste (HENRY,
2013). O género Campylobacter pertence a ordem Campylobacterales, familia
Campylobacteraceae e atualmente, existem 59 espécies e 16 subespécies (PARTE
et al. 2020)

Espécies termofilicas de Campylobacter sdo capazes de crescer entre 37°C e
42°C, mas incapazes de crescer abaixo de 30°C, devido aauséncia de genes de

proteinas de choque frio que desempenham papel na adaptacdo as baixas
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temperaturas, sendo a temperatura Otima de 41,5°C, representam o0 grupo
denominado termofilico: Campylobacter jejuni, C. coli, C. lari e C. upsaliensis (SILVA
et al., 2011; LOPES et al., 2021).

Bactérias deste género requerem um ambiente de microaerofilia, apresentando
multiplicacdo maxima em atmosfera contendo aproximadamente 5% de Oz, 10% de
CO2 e 85% de N2 (GARENAUX et al.,, 2008). Possuem metabolismo fastidioso,
produzem a enzima oxidase (exceto para C. gracilis), possuem a capacidade de
reduzir nitrato, podendo sintetizar, ou ndo, a enzima catalase, além da maioria das
espécies ndo hidrolisar o hipurato (SANDSTEDT et al., 1983; ROOP et al., 1985).

Quanto a caracterizagdo microscopica, trata-se de bastonete Gram-negativo
movel, em forma de saca-rolhas, o tamanho varia entre 0,5 a 5 por 0,2 a 0,8 um, e
sdo quimiorganotréficos, que obtém suas fontes de energia de aminoacidos ou
intermediarios do ciclo do acido tricarboxilico (VANDAMME, 2005). Todas as espécies
do género Campylobacter, com excecédo de C. gracilis (hdo moével) e Campylobacter
showae (flagelos peritriquios), possuem um flagelo Unico, polar e sem bainha em um
ou ambos os lados da célula (MAN, 2011), que é usado para o movimento atraves de
solugdes viscosas, incluindo a camada de muco do trato gastrointestinal
(LERTSETHTAKARN et al.,, 2011). Caracterizado pela incapacidade de formar
enddsporos e sob condicdes de estresse pode mudar a morfologia para a forma
esférica ou cocoide (LASTOVICA et al., 2014).

Espécies de Campylobacter sdo capazes de colonizar a cavidade oral,
intestino, estbmago ou trato reprodutivo de humanos, animais de producdo (como
ovelhas, gado e veados), passaros e répteis (LASTOVICA et al., 2014). O principal
reservatério natural de espécies de Campylobacter termofilicos tem sido relatado em
animais de sangue quente, incluindo a maioria dos mamiferos e aves (SILVA et al.,
2011).

As aves sdo consideradas reservatorios importantes, possivelmente por
propiciarem uma temperatura 6tima de multiplicacdo, principalmente para as espécies
termofilicas (HALD et al., 2016). Apesar do grande niumero de espécies, C. jejuni e C.
coli possuem maior importancia para saude publica, sendo C. jejuni a espécie mais
envolvida em casos de infeccdes humanas e também a mais prevalente em aves
(KAAKOUSH, 2015; LIU, 2017). Entretanto, as aves também sdo consideradas
reservatorio de outras espécies, incluindo C. lari, C. upsaliensis e C. concisus
(KAAKOUSH et al., 2014).
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Anteriormente, Campylobacter spp. era considerado um comensal nao
patogénico no intestino de aves, mas esse conceito tem sido questionado
(HUMPHREY et al., 2014; AWAD et al., 2018; CONNERTON et al., 2018). Diferentes
linhagens de frango de corte produziram sinais inflamatorios na resposta imune inata
a colonizacdo bacteriana, o que levou a inflamagdo prolongada e diarreia
(HUMPHREY et al., 2014). Além disso, foram relatadas mudancas na permeabilidade
intestinal e histomorfologia, incluindo a diminuicdo da profundidade da cripta, altura
das vilosidades e area de superficie em galinhas colonizadas por Campylobacter spp.
(AWAD et al., 2015).

2.3.Mecanismos de viruléncia de Campylobacter spp.

Os mecanismos de viruléncia de Campylobacter spp. ndo séo totalmente
compreendidos, porém alguns fatores como: motilidade mediada por flagelos, adeséo
da bactéria a mucosa intestinal, capacidade de invasao, producéo de toxinas e fatores
guimiotaticos, estédo relacionados a capacidade de viruléncia (KETLEY, 1997; VAN
VLIET; KETLEY, 2001; WIECZOREK; OSEK, 2008; SILVA et al., 2011; BOLTON,
2015).

Um fator de importancia para a viruléncia de Campylobacter spp. é a producao
da Toxina Citoletal Distensora (do inglés cytolethal distending toxin, CDT) (YOUNG;
DAVIS; DIRITA, 2007; SILVA et al., 2011). Composta por trés subunidades
codificadas pelos genes cdtA, cdtB e cdtC, as subunidades CDTA e CDTC séo
responsaveis pela ligacao aos receptores da membrana celular, permitindo a entrada
da subunidade enzimatica ativa da toxina na célula, a subunidade CDTB, desse modo,
guando combinadas, interagem entre si para formar uma holotoxina tripartida ativa
que exibe toxicidade celular total (LARA-TEJERO e GALAN, 2001). Na célula
hospedeira, a toxina age como a enzima desoxirribonuclease, bloqueando a quinase
CDC2, essencial na transicdo para a fase G2 da mitose, e isso leva ao rompimento
da dupla fita de DNA, fragmentagdo do nudcleo e distenséo celular, acarretando na
apoptose da célula hospedeira (DASTI et al.,, 2010; SILVA et al., 2011; BOLTON,
2015LAl et al., 2016).

Ha uma maior atividade citotoxica quando ha presenca dos trés genes,
podendo levar & morte celular em até quatro dias apds a infec¢do (GE et al., 2008).

CDT esta intimamente envolvido no processo de desenvolvimento da diarreia, uma
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vez que, as toxinas promovem um distarbio celular e nas vilosidades das células
intestinais, causando uma erosao temporaria com subsequente perda da absorcdo de
nutrientes (KETLEY, 1997; VAN VLIET; KETLEY, 2001).

Mecanismo envolvido com a sobrevivéncia bacteriana em condicOes
adversas, a producdo da enzima superoxido desmutase, € codificada pelo gene sodB
e confere protecao contra o anion superoéxido, dessa forma, bactérias microaerofilas,
como Campylobacter spp., conseguem resistir ao estresse oxidativo, causado pela
presenca de oxigénio (BOLTON, 2015). Uma vez que mutac¢ao no gene sodB diminui
a aerotolerancia em C. jejuni (OH et al., 2015).

Quanto a adeséao de C. jejuni aos enterdcitos do hospedeiro, esta consiste em
uma importante etapa para a coloniza¢éo bacteriana, mediada por varias adesinas na
superficie bacteriana que podem ser expressas pelos genes cadF, racR, dnaJ e docA
(KETLEY, 1997; MULLER et al., 2006; POLY; GUERRY, 2008). O gene dnaJ, é
responsavel por codificar uma proteina de choque térmico (heat shock) e esta
intimamente ligado a adesdo e colonizacdo na célula hospedeira, pois mutacdes
nesse gene provocaram uma severa reducao no processo de colonizacdo (KONKEL
et al. 1998). Este mecanismo garante a sobrevivéncia do microrganismo as variacdes
abruptas de temperatura (STINTZI, 2003).

Relacionados com a capacidade de resisténcia a antimicrobianos, a bomba de
efluxo, codificada poelos genes cmeA, cmeB e cmeC, é um fator importante na
infecgcdo de Campylobacter spp (POOLE 2005; IOVINE, 2013, WIECZOREK; OSEK
2013). As trés proteinas sao codificadas por um operon de trés genes (cmeABC),
trabalhando em conjunto para expulsar substratos toxicos de o interior da célula
bacteriana (LIN et al. 2002).

O grupamento cmeABC também é um participante importante no efluxo de
acidos biliares e desempenha um papel critico na facilitacdo da colonizacdo do trato
intestinal por Campylobacter spp. diminuindo a suscetibilidade ao acido coélico (LIN et
al. 2003). Pesquisas tem evidenciado que a inibicdo do sistema de efluxo CmeABC
aumenta a suscetibilidade de C. jejuni a diferentes antibiéticos, incluindo macrolideos
e quinolonas, que sao drogas importantes para o tratamento da campilobacteriose
humana (MAMELLI et al. 2003; NASCIMENTO et al. 2019).

2.4.Aspectos epidemioldgicos
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Um estudo de metanalise constatou uma alta prevaléncia de Campylobacter
spp. termotolerante em alimentos de origem animal, especialmente em figado e
carcacas, leite e produtos lacteos, ovos e carnes processadas, podem ser fontes
importantes de Campylobacter termotolerante. A carne de frango foi o alimento cru
com maior prevaléncia de C. jejuni (P < 0,001) com niveis superiores a 27,6% em
comparagao com outros produtos de origem animal (ZBRUN et al., 2020).

Em humanos, um estudo realizado na Etiopia, verificou a prevaléncia
combinada de espécies de Campylobacter entre crian¢gas menores de 5 anos de idade
e constatou uma prevaléncia de 10%, alguns fatores como o contato com animais
domésticos, maes analfabetas, consumo de produtos de origem animal e o estado de
higiene pessoal das maes, foram significativamente associados a prevaléncia
encontrada (DIRIBA et al., 2021).

Estudos epidemiolégicos encontraram altos indices de infec¢des
assintomaticas, sendo comuns em crianc¢as nos dois primeiros anos de vida, sendo
associada com a excrecao prolongada do microrganismo nas fezes (LEE et al., 2013;
ROGAWSKI et al., 2018). Infec¢des ocasionadas por espécies como C. jejuni foram
relacionadas com a diminui¢ao do crescimento linear de criancas (VERAS et al., 2016;
ROGAWSKI et al., 2018) e C. jejuni apresentou um maior indice de inflamacéo
intestinal em criancas até dois anos de idade (HAQUE et al., 2019).

Casos de campilobacteriose tem apresentado uma sazonalidade caracteristica
com casos aumentando acentuadamente no verdo (EFSA, 2022). Os casos de
campilobacteriose tém sido positivamente associados a temperatura e em menor grau
a precipitacdo de chuvas (LAKE et al., 2019). Estudos recentes tém inclusive
evidenciado uma possivel associacdo entre campilobacteriose e mudanca climatica
global (KUHN et al., 2020).

2.5.Campilobacteriose e impacto na saude publica

Os sintomas classicos de infeccbes por Campylobacter (denominado
campilobacteriose) incluem febre, diarreia aquosa ou sanguinolenta intensa, cdlicas e
perda de peso por 6 dias em média em humanos (VERON; CHATELAIN, 1973;
KAAKOUSH et al.,, 2015). Em 2021, o numero de casos confirmados de
campilobacteriose humana teve um aumento de 2,1% em relacdo a 2020,
correspondendo a uma taxa de notificagcdo na Unido Europeia (EU) de 41,1 por

100.000 habitantes, além disso, mais de 10.000 casos de pessoas com
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campilobacteriose e que precisaram ser hospitalizadas, tornando-se o segundo
agente de transmissdo alimentar mais comum associado ao numero de
hospitalizacGes, apds salmonelose (EFSA, 2022). Os custos da campilobacteriose
para os sistemas de saude publica e para a perda de produtividade na UE é estimado
pela EFSA em cerca de € 2,4 bilhdes por ano (EFSA, 2014).

Campylobacter, sdo microrganismos responsaveis por zoonoses e a
transmissdo ocorre comumentemente pela via fecal-oral, através da ingestdo de
alimentos e &gua contaminados (GRZYBOWSKACHLEBOWCZYK et al., 2013;
ROSNER et al., 2017). Os principais alimentos frequentemente contaminados s&o:
leite cru, carne e derivados, frutas e vegetais (FACCIOLA et al., 2017; IGWARAN;
OKOH, 2019; EFSA, 2022). A transmissao também pode ocorrer através do contato
sexual (KUHN et al., 2021), mas principalmente por contato direto com animais, sejam
de criacdo ou domésticos (EFSA, 2022), além da transmissédo realizada por vetores,
como moscas, que podem ter contato com alimentos contaminados (EVERS et al.,
2016).

A dose infectante de C. jejuni em humanos pode ser tdo baixa quanto 500
organismos e o periodo médio de incubacédo é de cerca de 3 dias (BLACK et al., 1988).
A maioria das infec¢Bes € autolimitada e ndo requer terapia médica além de hidratacdo
e equilibrio eletrolitico (ACHESON; ALLOS, 2001). Algumas pessoas com risco de
desenvolverem um quadro grave da doenca, indica-se o tratamento com a utilizacéo
de antibiéticos, fazem parte deste grupo: idosos com 65 anos ou mais, mulheres
gravidas e pessoas com sistema imunolégico comprometido, como pacientes
portadores do virus HIV ou recebendo quimioterapia (CDC, 2019). Portanto, C. jejuni
e C. coli foram as principais causas de campilobacteriose em humanos em 2021
(EFSA, 2022).

A campilobacteriose também tem sido associada a uma variedade de
condi¢cBes gastrointestinais, como doencas inflamatérias intestinais (DII), periodontite,
doenca esofagica, disturbios gastrointestinais funcionais, doencga celiaca e cancer de
célon em humanos (VERON; CHATELAIN, 1973; KAAKOUSH et al.,, 2015). A
sindrome do intestino irrithvel pos-infecciosa (PI-IBS) € uma sequela importante da
infecgéo por Campylobacter spp., verificou-se que individuos infectados tém um risco
muito maior de desenvolver esta sindrome em comparagdo com aqueles nao
diagnosticados com infec¢do (WALTER et al., 2019).
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Além disso, infecgbes por C. jejuni podem levar a distarbios autoimunes
conhecidos como sindrome de Guillain-Barré (GBS) e sindrome de Miller Fisher
(HEIKEMA et al., 2013). Os subtipos mais comuns de GBS sédo polineuropatia
desmielinizante inflamatoria aguda (AIDP) e neuropatia axonal motora aguda (AMAN)
e C. jejuni é responsavel por cerca de um terco dos casos de GBS com apresentacao
de quadros mais graves quando comparado a outras causas (FINSTERER, 2022). A
Sindrome Hemolitico Urémica (SHU), também pode estar relacionada com infec¢des
por Campylobacter spp., entretanto, os mecanismos relacionados a toxina Shiga (Stx)
ou neuraminidase, no desenvolvimento de SHU em infec¢cbes por este patdgeno,
precisam ser melhor estudados (KARPOVICH et al., 2020).

2.6.Resisténcia bacteriana

O uso indiscriminado de antibioticos para combater doencas infecciosas tem
levado ao surgimento de muitas bactérias resistentes a antibi6ticos, que se tornaram
um problema mundial de saude publica. Nos ultimos anos, varios estudos relataram a
resisténcia de cepas de C. jejuni (MELO et al., 2019; ELHADIDY et al., 2020). Dados
da EU revelaram uma estreita associacdo entre os antibiéticos administrados aos
animais e o desenvolvimento e disseminagéo da resisténcia antimicrobiana (AMR) em
humanos (EFSA, 2019).

No Brasil, uma pesquisa relatou que 62,8% dos isolados de Campylobacter
spp. foram classificados como multirresistentes (MDR), com resisténcia a amoxicilina-
clavulanato (49,4%), tetraciclina (51,8%) e ciprofloxacino (50,6%) e co-resisténcia a
macrolideos e fluoroquinolonas (37,1%), perfis multivirulentos foram identificados
principalmente em isolados de carcacas de frango (84,8%), e a emergéncia de
estirpes MDR/virulentas foi determinada em isolados de porco e para carcagas de
frango, a viruléncia geral foi maior em C. jejuni (54,3%), seguido por C. coli (24%)
e Campylobacter spp. (21,7%), as altas taxas de resisténcia e viruléncia reforcam a
existéncia de presséo de selecéo de cepas no pais, além do risco potencial de cepas
isoladas ndo s6 de carcacas de frango, mas também de outras matrizes carneas
(TAKEUCHI et al., 2022).

O alto nivel de resisténcia antimicrobiana em isolados de Campylobacter,
representa uma ameagca a saude publica, devido ao potencial de transmisséo para 0s
seres humanos (POUDEL et al., 2022). Estima-se que em 2019, houveram 448.400
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infeccbes e 70 mortes foram causadas por Campylobacter spp. multirresistente,
responsavel por 270 milhdes de dolares em custos médicos diretos todos os anos e
infeccbes por isolados resistentes sdo mais comuns em paises de baixa e média
renda, com infec¢des que podem ser mais dificeis tratar (CDC, 2019). Aves infectadas
podem explicar a maioria das infec¢cdes humanas e a multirresténcia apresentada por
isolados de Campylobacter spp. € preocupante, pois isolados sdo resistentes aos
antibioticos considerados drogas de primeira escolha para infeccbes humanas
(KANAAN; MOHAMMED, 2020).

A resisténcia as fluoroquinolonas é especialmente preocupante, pois em muitos
paises a maioria dos isolados de Campylobacter spp. ndo é suscetivel a essa classe
de antibiéticos (GHARBI et al., 2018; GARCIA-FERNANDEZ et al., 2018; KAYMAN et
al., 2019; SCHIAFFINO et al., 2019). Uma caracteristica Unica da resisténcia as
fluoroquinolonas, € sua persisténcia continua ou mesmo prevaléncia aumentada
mesmo na auséncia de uso de antibidticos (LUANGTONGKUM et al., 2009). Esse fato
foi evidenciado em um estudo publicado na Australia, onde as fluoroquinolonas nunca
foram usadas em aves, mas a taxa de resisténcia as fluoroquinolonas em isolados de
C. jejuni de origem avicola aumentou recentemente em aproximadamente 15%
(ABRAHAM et al., 2020).

Com relagéo a resisténcia a macrolideos, nos Estados Unidos (EUA) apenas
29% apresenta suscetibilidade diminuida a fluoroquinolonas (por exemplo,
ciprofloxacina) ou macrolideos (por exemplo, azitromicina), os antibiéticos usados
para tratar infeccdes graves por Campylobacter spp. (CDC, 2019), enquanto que em
paises em desenvolvimento tem sido relatada alta prevaléncia de isolados resistentes
a macrolideos (SHOBO et al., 2016; WANG et al., 2016; LI et al., 2017).

Nas regides onde se sabe que a resisténcia as fluoroquinolonas é altamente
prevalente, os antibiéticos macrolideos (por exemplo, azitromicina) devem ser
considerados como a primeira linha de antibiéticos para o tratamento terapéutico da
campilobacteriose (TRIBBLE, 2017). Para infec¢do sistémica, os antibibticos
aminoglicosideos, como a gentamicina, continuam sendo a opcgao terapéutica, uma
vez que isolados de Campylobacter spp. sdo geralmente suscetiveis a essa classe de
antibioticos; no entanto, o surgimento de genes de resisténcia a aminoglicosideos e
ilhas genbmicas de resisténcia a mdultiplas drogas, representam uma ameaca a
utilidade clinica dos aminoglicosideos (QIN et al., 2012; ZHAO et al., 2015).
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Desse modo, a antibioticoterapia em pacientes humanos, deve considerar
antibioticos alternativos, quando os antibidticos de primeira linha nédo forem eficazes,
porém, estudos adicionais em ambientes clinicos sdo necessarios para identificar as
alternativas ideais, além disso, esfor¢cos adicionais devem ser direcionados para
desenvolver adjuvantes antibiéticos que possam melhorar a utilidade dos antibiéticos
existentes e desenvolver novas abordagens para o controle de infecgdes por
Campylobacter spp. (DAl et al., 2020).

2.7.Estratégias de controle e profilaxia

As medidas mais eficazes para mitigar Campylobacter spp. concentram-se na
fase de producdo primaria, no entanto, as medidas aplicadas durante o abate e
processamento complementam as abordagens gerais de higiene da carne, reduzindo
a contaminacado fecal durante o abate e processamento e, como consequéncia,
auxiliam na reducéo deste patégeno na carne de frango, tais medidas de intervencao
ao nivel do abate e processamento incluem melhorias higiénicas gerais, inovacdes
tecnolégicas e/ou medidas de descontaminacédo que sao aplicadas em fases Unicas
de abate ou processamento (ALTER; REICH, 2021). Uma reducdo de 3 log!® nas
concentracbes cecais de frangos, € capaz de reduzir em 58% o risco relativo de
campilobacteriose humana atribuivel a carne de frango na EU (BIOHAZ et al., 2020)

Em 2018, a Comissao Europeia (CE) implantou um Critério de Higiene de
Processo (PHC) para Campylobacter spp. em frangos de corte exigindo intervencgéo
se um nivel limite de 1000 UFC/g para amostras de pele do pesco¢co apds o
resfriamento de carcacas na planta de processamento for excedido (EC, 2017). O
limite PHC se aplica a 50 amostras de 10 sessfes de amostragem consecutivas e
inicialmente um maximo de 15 amostras foi permitido para exceder 1000 CFU/g, o
namero de amostras permitidas para exceder o limite do PHC sera reduzido de 15
para 10 amostras em 2025 (EFSA, 2022).

Contagens elevadas de Campylobacter de até 10° CFU/g podem estar
presentes em cecos de frangos de corte (IJAZ et al., 2018). Durante a evisceracao,
pode ocorrer ruptura ou vazamento de visceras, resultando na contaminacdo do
conteudo cecal das carcacas e do ambiente de processamento (EFSA, 2011). Tal
contaminagcdo em carcacas pode resultar na sobrevivéncia desse patdgeno em

produtos de aves crus durante sua vida util, potencialmente infectando humanos (LI
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et al., 2019). No entanto, sabe-se que bactérias do género Campylobacter sdo bem
adaptadas para sobreviver em ambientes de processamento de alimentos (YAHARA
et al., 2017). A adaptacao para persistir na cadeia alimentar é facilitada pela alta
diversidade genotipica (HANSSON et al., 2018) e diversos fatores de viruléncia
(CANTERO et al., 2018).

A associacao de trés medidas de controle pode ser utilizada como estratégia
eficaz: 1) a implementacdo de medidas de biosseguridade como a desinfeccdo de
equipamentos e a obrigatoriedade da utilizacdo de medidas de higiene da equipe de
trabalhadores (méos, botas, roupas), para evitar a contaminacdo do lote e a
transmissdo do agente infeccioso entre os diferentes lotes; 2) cuidados com a
alimentacéo dos animais com o uso de substancias inibidoras como 6leos essenciais,
acidos organicos, produtos derivados de plantas, prebioticos, probioticos,
bacteriocinas e bacteriéfagos; e 3) estratégias de imunizacdo passiva ou vacinacao
(MEUNIER et al., 2016). Essas medidas de prevengdo e controle, como o uso de
simbidticos, combinados com estratégias de biosseguridade no nivel de fazendas,
controle de vetores invertebrados e medidas higiénicas no abate de animais, pode
reduzir de forma significativa a carga de infeccOes por espécies como C. jejuni
(BAFFONI et al., 2017).

Desta forma, uma reducao da coloniza¢ao intestinal de Campylobacter spp. em
frango € uma importante estratégia para reduzir o patégeno em abatedouros e o risco
para desencadeamento da doenca pelo consumo de carne contaminada (MEUNIER
et al., 2016). Entretanto, as abordagens nao se concentram em uma Unica medida de
intervencdo e a educacao de todas as partes interessadas (incluindo varejistas,
manipuladores de alimentos e consumidores), € fundamental a conscientizacédo sobre
a presenca de patdégenos transmitidos por alimentos em carne crua e produtos a base
de carne (ALTER; REICH, 2021).

A carne de frango contaminada pode atuar como um veiculo para
Campylobacter spp., que pode se disseminar facilmente para equipamentos de
cozinha, como tabuas de corte, pratos e facas (ERIKSSON et al., 2023). Dados da
Europa, relatam que 40% dos surtos de doengas transmitidas por alimentos ocorrem
em casa (EFSA, 2019). Todavia, o risco pode variar de acordo com a carga de
contaminacgéo do frango e praticas do consumidor, que podem sofrer modificacdes ao
longo do tempo, entre paises ou em um mesmo pais, devido as diferencas de cultura

gastronbmica, economia, educacao sanitaria, produtos alimentares disponiveis e
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clima (MORETRO et al.,, 2021). Portanto, evitar a contaminagédo cruzada de aves
cruas, trocando as tdbuas de corte e realizando a lavagem das maos
adequadamentte, € frequentemente incluido nas mensagens de seguranca alimentar
(ANSES, 2020; CDC, 2020; OMS, 2020).

Uma abordagem mais recente tem demonstrado a possibilidade em determinar
o melhor local para as acfes de controle de Campylobacter spp. utilizando o conceito
da Saude Unica, observando populacdes e integrando dados de diferentes
componentes de vigilancia ao longo da cadeia alimentar, principalmente para
patégenos transmitidos por alimentos, essa abordagem integrada com base no risco
pode facilitar a alocagédo otimizada de recursos e pode melhorar a relacdo custo-
beneficio dos programas nacionais destinados a reduzir o risco de infeccdo/doenca
em humanos (FODDAI et al., 2022).

2.8.Probidticos e bacteriocinas na producao animal

A crescente preocupacdo com a resisténcia a antibioticos em Campylobacter
spp. aumentou os esforcos de pesquisa no desenvolvimento de estratégias para
controle deste patdgeno, diante dos casos de campilobacteriose humana que ocorrem
principalmente devido a ingestdo de alimentos contaminados, e o controle dessa
doenca requer mitigacdo nos reservatorios animais e no hospedeiro humano (DAI et
al., 2020). H4A uma necessidade particular de novos agentes antimicrobianos,
especificamente aqueles direcionados contra bactérias resistentes a antibiéticos
(FAIR; TOR, 2014).

Dentre as varias estratégias que estdo sendo desenvolvidas para o controle de
Campylobacter spp. em animais de producado, destaca-se o uso de probidticos e
bacteriocinas, os probidticos sao culturas microbianas viaveis que podem se
estabelecer no trato gastrointestinal (TGI) do animal hospedeiro e provocar beneficios
de saude e nutricdo, além disso, o estabelecimento precoce de probiéticos no TGl
pode servir como uma barreira a colonizacdo de patdégenos de origem alimentar,
desse modo s&o um potencial aditivo alimentar para reduzir e eliminar a colonizagao
de Campylobacter spp. no TGI de aves (DENG et al., 2020).

Os principais efeitos benéficos dos probioticos relacionam-se principalmente
com o aumento da digestibilidade e biodisponibilidade dos alimentos, estimulagcéo do
sistema imunologico, melhoria da saude e composi¢cdo quimica das carcacas
(ALKHALF et al., 2010; DHAMA et al., 2011; KIM et al., 2016).
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Ao longo dos anos, estudos verificaram que a utilizacdo de probidticos na
producéo avicola tem efeitos promissores na reducdo da colonizacdo intestinal por
Campylobacter spp. em frangos de corte (MORISHITA et al., 1997; ARSI et al., 2015;
SMIALEK et al., 2021). As bactérias probidticas sdo capazes de inibir o crescimento
da microflora patogénica no trato gastrointestinal das aves, devido ao esgotamento de
nutrientes no ambiente, ao blogueio de receptores-alvo para patdégenos na superficie
das células epiteliais ou a producdo de agentes antibacterianos naturais conhecidos
como bacteriocinas (SAINT-CYR et al., 2017).

Bacteriocinas, sdo pequenos peptideos de origem bacteriana que exibem
atividades antibacterianas ao lisar a membrana da bactéria (COTTER et al., 2005). E
sdo consideradas uma alternativa potencial para antibidticos tradicionais, esses
peptideos, que sdo produzidos por muitas bactérias, podem ter alta poténcia e baixa
toxicidade, podem ser produzidos in situ por probioticos e podem ser modificados por
bioengenharia, apresentando amplo ou estreito espectro de atuacdo (COTTER et al.,
2013). Ao contrario dos antibiéticos, as bacteriocinas podem ser projetadas para se
fixar em qualquer lugar na membrana celular externa, pois ndo possuem um receptor
especifico (BONHI; IMRAN, 2019) e podem ser produzidas in situ por probioticos
(DOBSON et al., 2012; O' SHEA et al., 2012).

Os ensaios de atividade antimicrobiana in vitro sdo o0 primeiro passo para
avaliar a capacidade bioldgica das bacteriocinas contra patdégenos bacterianos
clinicamente relevantes (ANSARI et al., 2018; PENG et al., 2019), consequentemente,
iSso representa um novo caminho na pesquisa de bacteriocinas que, sem duavida,
levara ao desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas com aplicacdes clinicas
de grande relevancia (CHIKINDAS et al., 2018).

Constituinte de uma classe de bacteriocinas, as enterocinas sdo substancias
produzidas por Enterococcus spp. e que apresentam eficiéncia contra bactérias gram-
negativas e gram-positivas; eles sdo resistentes a uma grande variedade de
temperaturas e niveis de pH, além de serem facilmente destruidos por proteases
digestivas (MARTINEZ-BUENO; GALVEZ, 2017).

Algumas espécies de Enterococcus como: E. faecium e E. faecalis sdo
conhecidos produtores de enterocinas, E. hirae, E. mundti e E. durans foram
identificados como potenciais produtores (JAOUANI et al., 2014; TOSONI et al., 2019).

Pesquisas tem demonstrado a eficiéncia de enterocinas no controle de bactérias
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patogénicas (ERGINKAYA et al., 2019; TOSONI et al., 2019; FATHIZADEH et al.,
2020).

Em geral, a utilidade das bacteriocinas como agente terapéutico para o
tratamento de Campylobacter spp. requer mais investigacdo, particularmente, a
eficacia in vivo de varias bacteriocinas precisa ser verificada e reproduzida em
condi¢cdes naturais na producdo avicola, apesar de comprovadamente seguros e
eficazes, o uso comercial requer producdo econdmica de bacteriocinas em grandes
quantidades (DAl et al., 2020).

2.9.Métodos de diagndstico
2.9.1. Isolamento microbiolégico

O isolamento microbioldgico de Campylobacter spp., em amostras com menor
contaminacdo bacteriana e baixo nivel de microflora de fundo e/ou com células
bacterianas estressadas, requer uma etapa inicial de enriquecimento, que pode ser 0
caldo Bolton, em seguida a amostra deve ser incubada em atmosfera microaerébica
a 37°C por 4h a 6h e depois a 41,5°C por 44h, a partir da cultura de enriquecimento,
devem ser utilizados dois meios solidos seletivos: Agar Carvéo-Cefoperazona-
Desoxicolato Modificado (agar mCCD) e qualquer outro meio sélido seletivo para
Campylobacter usando principios seletivos diferentes daqueles do agar mCCD, para
confirmacéo das colbnias, as espécies de Campylobacter podem ser identificadas por
testes bioquimicos especificos e/ou métodos moleculares (ISO 10272-1:2017).

Uma pesquisa que avaliou diferentes métodos de isolamento, utilizou 25¢g de
carne de frango moida contaminadas com 0,25 mL de indculo contendo C. jejuni
ATCC 33291 e verificou um melhor resultado utilizando uma temperatura de 42°C por
48 horas; os caldos de enriguecimento testados foram o caldo Brucella e caldo Bolton
suplementado com antimicrobianos (10mg de cefoperazona, 10mg de vancomicina,
10mg de trimetoprim e 5mg de anfotericina), sendo que o caldo Bolton apresentou
uma melhor recuperacao de células bacterianas viaveis (TEJADA; TIMM, 2019).

Existe uma variedade de meios seletivos, embora numerosas formulagdes de
meios tenham sido descritas na literatura, ressalta-se aquelas que tenham sido
usadas recente ou frequentemente: meios que incluem sangue como Skirrow, Campy-

Cefex, Butzler (ou butzler modificado), Preston e Exeter e meios livres de sangue
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como Agar Karmali, mMCCDA — Modified Charcoal, Cefoperazone, Deoxicolato Agar
ou Agar base Columbia (BRASIL, 2011; TEJADA; TIMM, 2019).

Colbnias de Campylobacter ndo sdo hemoliticas, podem ser: lisas, convexas,
brilhantes e com bordas perfeitas; ou ainda planas, translicidas e lustrosas, com
bordas irregulares e espalhadas. As caracteristicas macroscépicas sdo intimamente
relacionadas ao agar utilizado, mas geralmente séo incolores, com tonalidades creme
ou acinzentada, e diametro de 1-2 mm, podendo ainda ser puntiformes com 4-5 mm
(VOSS-RECH; VAZ, 2012). As colbnias caracteristicas nos agares sao analisadas
morfotintorialmente pela coloracdo de Gram. O género Campylobacter é constituido
de bactérias Gram negativas com formato de bastonetes delgados espiralados ou em
forma de “asa de gaivota” ou “S”, podendo apresentar forma filamentosa ou cocdide
nos cultivos de longos periodos. Provas de producéo das enzimas oxidases e catalase

sao utilizadas, sendo a espécie C. jejuni oxidase e catalase positivas (BRASIL, 2011).
2.9.2. Métodos moleculares

A reacao em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica de biologia molecular
que consiste na sintese enzimatica in vitro de cépias de fragmentos especificos de
acidos nucleicos, onde a partir de uma unica molécula de DNA molde, é possivel gerar
até 100 bilhdes de moléculas similares em uma reacdo, a técnica consiste
basicamente em trés etapas: a dupla fita de DNA €& desnaturada pelo calor; em
seguida, cada primer (senso e anti-senso) anela a uma das fitas simples do DNA e
apos, ocorre o processo de extensdo e polimerizacdo da fita, a partir da adicdo de
nucleotideos e ac¢do da Tag DNA polimerase (HASS; TORRES, 2016).

Os iniciadores ou primers sao fitas de DNA geralmente com 18-22 nucleotideos
(A, T, C, G) sintetizados in vitro, tendo como base uma sequéncia de nucleotideos
complementares as sequéncias que delimitam o fragmento de acido nucléico a ser
amplificado, o resultado é evidenciado em gel de agarose submetido a eletroforese e
as bandas séo visualizadas posteriormente sob luz ultravioleta, através do
equipamento chamado de transiluminador (HASS; TORRES, 2016).

As atuais tecnologias de tipagem molecular, como Multi-Locus Sequence
Typing (MLST), Comparative Genomic Fingerprinting (CGF) ou, mais recentemente,

sequenciamento de todo o genoma, nos permitem atribuir grupos de subtipos e
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relacionar aos hospedeiros mais comuns (SHEPPARD et al., 2009; CLARK et al.,
2012; ON, 2013).

A tipagem metagendmica combinada com o sequenciamento isolado, fornece
maior resolucdo da diversidade genética de Campylobacter jejuni em aves, esta
técnica pode ser implementada em abordagens de vigilancia clinica e ambiental,
potencialmente com uma etapa adicional de enriquecimento para amostras de baixa
biomassa, uma das principais vantagens dos dados metagendmicos, € que permitem
a deteccdo de combinacdes de cepas e com isso permite-se descobrir ligacdes entre
amostras e, portanto, identificar hospedeiros ou reservatoérios de C. jejuni (HEROLD
et al., 2023).

2.9.3. Matrix Associated Laser Desorption-lonization — Time of Flight
(MALDI-TOF)

Matrix Associated Laser Desorption-lonization — Time of Flight (MALDI-TOF),
se caracteriza por um tipo de espectrometria de massas, que é utilizada no estudo
das massas de atomos, moléculas ou fragmentos de moléculas. De uma forma geral,
a espectrometria de massas baseia-se em propriedades fisicas do analito de forma a
determinar a relacdo entre a massa e a carga (m/z) de espécies ionizadas em fase
gasosa (AEBERSOLD; MANN, 2003). Os espectrometros de massas sao constituidos
pelos seguintes componentes: fonte de ioniza¢éo para a obtencao de ions, analisador
de massas, para a separa os ions formados; detector desses ions e sistema de
aguisicao dos dados (ASSIS et al., 2011).

As fontes de ionizagcdo empregadas séo ESI (Electronspray lonization) e MALDI
(Matrix Assisted Lazer Desorption lonization) e os analizadores séo os quadrupolos,
ion-traps, time of flight (TOF), orbitrap, entre outros (GLISH; VACHET, 2003).

A técnica MALDI, normalmente usa um acido organico como matriz. A matriz
além de fornece um préton para o processo de ionizagcdo da amostra também absorve
a energia emitida pelo laser (light amplification stimulated energy radiation) e
desencadear um processo de dessorcéo, que possibilita a passagem da amostra em
estado sdlido para o estado gasoso (ASSIS et al., 2011).

Essa técnica aplicada a identificacdo de microrganismos realiza a analise da
bactéria como uma mistura de biomoléculas como proteinas, carboidratos, lipidios,
DNA, RNA, entre outros, que apresentam massas moleculares diferentes. A mistura

de moléculas gera um espectro de massas que € caracteristico de cada espécie.
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Diferentes microrganismos apresentam diferentes espectros de massas e mesmos
microrganismo apresenta o mesmo perfil de espectro de massas independente da
condicao de cultivo (ASSIS et al., 2011).

Os resultados do processo padrédo de correspondéncia S4o expressos como
proposto pelo fabricante, com valores de log(score) variando de 0 (sem similaridade)
a 3 (identidade absoluta). Para cada isolado, o valor de log(score) mais alto de uma
correspondéncia em relacdo ao espectro em o banco de dados sera usado para
identificacdo. Valores de registro (pontuagdo) = 2,0 sao classificados como
identificacdo no nivel de espécie, enquanto valores <1,7 e <2,0 s&o classificados como
identificagdo pelo menos ao nivel de género. Resultados baseados em valores de log
(pontuacédo) de <1,7 sao classificados como ndo adequados para identificacdo pelo
MALDI (ASSIS et al., 2011).

2.9.4. InovagBes metodoldgicas
2.9.4.1. Amplificacdo Isotérmica Mediada por Loop (LAMP)

Uma nova tecnologia empregada para deteccdo de C. jejuni e C. coli em
amostras de enxaguadura de carcacas frango, obteve bons resultados, essa
metodologia basea-se em sete conjuntos de iniciadores direcionados aos genes hipO
e ceuE e cinco conjuntos de iniciadores de amplificacéo isotérmica mediada por loop
(LAMP), as reacdes LAMP foram realizadas por 100 minutos a 65°C usando um
dispositivo personalizado “Diagnostic Droid” que monitora as reacgdes e interpreta os
resultados para o usuéario (MASON et al., 2019).

Observou-se uma forte correlagdo entre contagens de células baseadas em
cultura e deteccéo de C. jejuni ou C. coli por amplificacédo isotérmica mediada por loop
das mesmas amostras. Este ensaio foi considerado altamente especifico e capaz de
distinguir entre amostras que estdo dentro ou acima da meta estabelecida pela
industria de 6.000 unidades formadoras de colénias (UFC) por carcaca (equivalente a
12 UFC por ml de enxague de frango) com precisédo > 90% em relacdo aos métodos
baseados em cultura (MASON et al., 2019).

Outro estudo obteve bons resultados para deteccéo de C. jejuni, C. colie C. lari
em meio de enriquecimento primario de amostras de espinafre frescas contaminadas
artificialmente, indicando que o método pode ser utilizado como triagem em vigilancia

de campo, aplicado também em outras matrizes alimentares, por permitir rastrear
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rapidamente a presenca de Campylobacter spp. (BABU et al., 2020). Diferentes
métodos rapidos de diagnostico foram testados e verificou-se que aproximadamente
70% dos lotes positivos de frango de corte para Campylobacter foram detectados
usando uma amplificacéo isotérmica de DNA, portanto o emprego desta metodologia
deve ser avaliada, pois apesar de ser mais acessivel a baixa sensibilidade
apresentada deve ser considerada (LLARENA et al., 2022).
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3. OBJETIVOS

3.1.Geral
Pesquisar espécies de Campylobacter, genes de viruléncia, resposta a agdo de

enterocinas e antimicrobiana in vitro, em carcacas e frangos de corte.

3.2.Especificos

- Pesquisar C. jejuni, C. coli e C. lari em carcacas de frangos de corte resfriadas
e congeladas, comercializadas nas grandes redes de supermercados localizados em
Recife-PE;

- Pesquisar C. jejuni, C. coli e C. lari em suabes de cloaca de frangos de corte
provenientes de granjas localizadas no estado de Pernambuco;

- Detectar por meio da PCR o género e as espécies de Campylobacter
provenientes de carcacas e suabes de cloaca de frangos de corte;

- Identificar diferentes espécies de Campylobacter por meio da técnica MALDI-
TOF, provenientes dos isolados de suabes de cloaca de frangos de corte;

- Identificar em quais locais da carcaca apresentam maior ocorréncia de
contaminacgdo por espécies de Campylobacter;

- Detectar em espécies de Campylobacter por meio da PCR os genes de
viruléncia: cdtA, cdtB, cdtC, sodB, dnaJ, cmeA, cmeB, cmeC;

- Avaliar a resposta antagonista in vitro de enterocinas frente as espécies de
Campylobacter;

- Avaliar a resisténcia antimicrobiana frente as espécies de Campylobacter;

- Verificar a percepcao dos profissionais do setor avicola sobre Campylobacter
spp., € 0 impacto para saude publica, mediante aplicacdo de questionario

investigativo.
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Abstract

Campylobacteriosis is among the most reported zoonoses in the world, caused by
species of Campylobacter, this disease is characterized by gastroenteritis in humans.
The main species involved is Campylobacter jejuni, followed by Campylobacter coli.
Contaminated chicken meat is often identified as an important factor related to human
cases and Brazil is the largest exporter of chicken meat in the world, which makes the
characterization of brazilian isolates crucial for the establishment of control measures.
Samples of chicken carcasses were analyzed following ISO 10272-2 guidelines for the
isolation of Campylobacter spp. The isolates were tested by PCR to identify genus,
species C. jejuni, C. coli and C. lari and genes cdtA, cdtB, cdtC, sodB, dnaJ, cmeA,
cmeB, cmeC. The assessment of antibiotic susceptibility was performed by the
standard disc diffusion method. The antimicrobial activity was determined using the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) method of enterocins, according to CLSI. A
total of 376 positive isolates were obtained for Campylobacter spp., with 26 (7.0%)
positive isolates for C. jejuni. The highest frequency of C. jejuni was obtained in chilled
carcasses with 88.5% (p < 0.0001), in frozen carcasses a frequency of 11.5% was
found. The most frequent site of C. jejuni was the chest skin (27.0%), skin wing
(23.0%), skin cloaca (19.0%) and skin neck (8.0%), gizzard (15.0%) and liver (8.0%),
and no significant differences were found between the sites sampled. C. coli and C.
lari isolates were not found. The gene frequency was determined in: cdtA (11.5%),
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cdtB (11.5%), cdtC (19.0%), sodB (34.5%), dnaJ (11.5%), cmeA (15.0%), cmeB
(15.0%) and cmeC (15.0%). The presence of the three efflux pump genes was
detected in four isolates (15.3%) and three (11.5%) isolates were positive for all
evaluated genes. In 100% (n = 26) of the C. jejuni isolates, multidrug resistance to
three or more classes of antimicrobials was found. The index of multiple resistance to
antimicrobial drugs (IRMA) ranged from 0.4 to 1.0 among isolates of C. jejuni. The
antimicrobial activity of enterocins was able to inhibit at least 98.5% of the growth of
all C. jejuni isolates. Therefore, chilled chicken carcasses present a greater risk of
contamination than frozen carcasses, however, despite the risk reduction after
freezing, the consumption of frozen animal products cannot be considered a unique
method for the prevention of campylobacteriosis. The adoption of antimicrobial
consumption monitoring systems in animal production is necessary and new
investigations must be carried out to explore the use of probiotic strains in the control
of Campylobacter, as their use has shown promising results.

Keywords: animal products; antibiotics; campylobacteriosis; poultry; probiotics; public
health
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1. Introduction

The most reported zoonosis in the EU, campylobacteriosis is caused by species
of Campylobacter sp. characterized by gastroenteritis in humans, with Campylobacter
jejuni being the main species involved, followed by Campylobacter coli. According to
EFSA's Biological Hazards Panel (BIOHAZ) [1], the handling, preparation and
consumption of chicken meat may be responsible for 20% to 30% of human cases of
campylobacteriosis [2]. In 2021, the number of confirmed cases of human
campylobacteriosis increased by 2.1% compared to 2020, with an EU notification rate
of 41.1 per 100,000 population [3].

Poultry is widely recognized as the natural host of Campylobacter species.
Colonization rates in broiler flocks range from 3% to 90%, with the highest rates found
in flocks older than 3 weeks [4,5]. The colonization of the GIT of poultry usually
proceeds without any distinct clinical manifestations and affects the small intestine, the
cecum, and the cloaca, however, the extent of the appearance of clinical signs can be
attributed to the immune system's responsiveness to Campylobacter spp infection [6].

Campylobacter may still be related to Hemolytic Uremic Syndrome [7, 8] and it
is estimated that 1 in every 1,000 people infected with Campylobacter is diagnosed
with Guillain-Barré Syndrome in the United States [9]. In addition to the damage
generated to human health, the occurrence of this disease causes a series of losses
to the sectors involved, in low- and middle- income countries, approximately 600 million
people get sick and with that are lost in productivity and medical expenses, around
US$ 110 billion each year resulting from the consumption of unsafe food [10].

Brazil occupies a prominent place on the world stage in food production, as the
largest exporter and second largest producer of chicken meat in the world [11]. Despite
the zoonotic potential, Brazilian legislation does not recommend the control of
Campylobacter spp., in addition, the underreporting of Campylobacteriosis cases
represents an important risk factor for the world population. Therefore, interest in this
pathogen in developing countries has been driven by the increasing resistance trend
of Campylobacter spp. all around the world [12-15]. In this sense, there is a need for
research to support preventive actions in the production chain and guarantee the

safety of the final product offered to the consumer.
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The objective of this study to identify Campylobacter species and virulence
genes related to human infections. As well as evaluating the response of these isolates

to antimicrobial action and the effectiveness of using enterocins as biological control.
2. Material and methods

2.1. Sample Location and Collection

The study analyzed broiler carcasses sold in three large supermarket chains,
located in Recife-PE. The samples were packed in isothermal boxes (2—-8°C) with
recyclable ice and sent to the Meat and Milk Inspection Laboratory (LICAL) of the
Department of Veterinary Medicine (DMV) of the Federal Rural University of
Pernambuco (UFRPE). Carcasses from six companies were evaluated and all
carcasses had the Federal Inspection Seal (SIF) or State Inspection Seal (SIE). In this
study, 12 chilled carcasses and 12 frozen carcasses were collected, totaling 24
carcasses, the following samples were collected from each carcass: chest skin, wing
skin, cloaca skin, neck skin, gizzard and liver, totaling 144 samples.

2.2.Isolation de Campylobacter spp. and phenotypic identification

Samples were analyzed following ISO 10272-2 [16] guidelines for the isolation
of Campylobacter spp. Initially, 10g of each sample was kept in Bolton Broth
(Acumedia®) supplemented with vancomycin (10mg) and amphotericin (10mg), and
stirred for 1 minute in a Stomacher (Matoli® Model: 100M048). For the recovery of
injured cells, the samples were kept at 41.5°C + 1°C for 48h, under microaerobic
conditions. After enrichment, the samples were seeded on Charcoal Cefoperozone
Desoxycholate - CCDA (Acumedia®) and Campy Cefex agar (Acumedia®), both
supplemented with vancomycin (10mg) and amphotericin (10mg) and subsequently
incubated under the same conditions of time and temperature already mentioned.
Suspected colonies of Campylobacter spp., based on the colony morphology for each
medium used, were selected and replicated for new cultures in Columbia Blood Agar
(Himedia®) supplemented with defibrinated sheep blood, following the same
incubation pattern. All isolates with typical colony morphology were submitted to the
Gram staining procedure and catalase test for further identification by polymerase
chain reaction (PCR).

2.3.DNA extraction
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Genomic DNA from all isolates was extracted using a thermal extraction protocol
[17]. The DNA obtained was quantified in a spectrophotometer with absorbance

readings of 260 nm. Samples were stored in a freezer at -20°C until PCR analysis.

2.4.Molecular identification

The identification of Campylobacter spp., C. jejuni, C. coli and C. lari was performed
by PCR through the identification of the 16S rDNA, mapA, ceuE and glyA genes,
respectively, the following virulence genes were also detected: cdtA, cdtB, cdtC, sodB,
dnaJ and genes related to antimicrobial resistance: cmeA, cmeB, cmeC, the sequence
of primers and references are described below (Table 1). The PCR thermal profile used
for detection of the Campylobacter genus was as follows: 94°C for 6 min for initial
denaturation followed by 35 cycles of denaturation at 94°C for 50 s, annealing
temperature at 57°C for 40 s, primer extension step at 72°C for 50 s, and final extension
step at 72°C for 3 min. For detection of C. jejuni and C. coli, the following were used:
95°C for 5 min for initial denaturation followed by 30 cycles of denaturation at 95°C for
1 min, annealing temperature at 54°C for 1 min, primer extension step at 72°C for 1
min and final extension step at 72°C for 10 min. The detection of C. lari was according
to the thermal profile contained in the reference used for primer. For detection of
virulence and resistance genes, the thermal profile used was: 95°C for 1 min for initial
denaturation followed by 35 cycles of denaturation at 95°C for 1 min, annealing
temperature at 55°C for 1 min, primer extension at 72°C for 1 min and final extension
step at 72°C for 5 min. Reference strains were used as positive controls and milli-q
water as a negative control. The PCR products were subjected to electrophoresis in
1.5% agarose gel for 60 minutes at 80 V. At the end of the run, BlueGreen stained gels

(LGC biotechnology) were visualized under ultraviolet light and photographed.

2.5.Reference Strains

The reference strains C. jejuni (ATCC 29428), C. coli (CCAMP 1068), C. lari
(CCAMP 1012) and for the cmeA, cmeB, cmeC, cdtA, cdtB, cdtC, dnad, sodB genes
(CCAMP1064 and CCAMP 1065), were kindly provided by the Bacterial Zoonoses
Laboratory of Instituto Oswaldo Cruz - Fiocruz. The Enterococcus faecium EF141V
strain belongs to a bacteriotheque at the Bioactive Products Technology Laboratory
(LABTECBIO) at UFRPE.

2.6. Antibiotic Susceptibility Profile
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Antibiotic susceptibility assessment was performed for ten antibiotics by the
standard disk diffusion method, according to [18]. Isolates were recovered and
bacterial cells were removed from Columbia agar (Himedia®) to prepare suspensions
adjusted to 0.5 MacFarland scale. Each suspension was inoculated onto Mueller-
Hinton agar (Himedia®) supplemented with 5% defibrinated horse blood, incubated at
41.5°C + 1°C for 48h in a microaerobic atmosphere.

Antimicrobial susceptibility testing was performed for ampicilin (AMP),
ciprofloxacin (CIP), clindamycin (CLI), doxycycline (DOX), erythromycin (ERY),
fosfomycin (FOS), gentamicin (GEN), norfloxacin (NOR) and tetracycline (TET), the
cutoff points recommended by the European Committee for Antimicrobial Susceptibility
Testing [18] were used. For enrofloxacin (ENR) the breakpoints recommended by the
Institute of Clinical and Laboratory Standards for Veterinary Antimicrobial Susceptibility
Testing [19] were used (Table 2).

The multiple antimicrobial resistance index (IRMA) was calculated according to the
methodology described by Kruperman [20]. This index is determined by the ratio
between the number of antimicrobials that the sample is resistant to and the total

number of antimicrobials tested.

2.7. Antimicrobial activity of enterocins

The antimicrobial activity was determined using the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) method of enterocins against C. jejuni isolates, according to CLSI
[21]. To carry out the test, an Enterococcus faecium EF141V strain was used at an
initial concentration of 500mg/mL, filtered at 0.22um (Milipore Milllex®). Each
suspension was performed in triplicate, with repetitions for counterproofs, using Muller
Hinton broth medium (Himedia®). Then, the enterocins were added in microdilution
plates, and the following concentrations were obtained: 500, 250, 125, 100, 62.5, 50,
31.25, 25, 15.25, 12.5 and 6.25 mg/mL. Then, the isolates were added at a
concentration of 0.5 on the McFarland scale (equivalent to 108 cells/mL), and
incubated at 41.5°C +1°C for 48 hours. After incubation the plates were read in a
spectrophotometer (iMark™ Bio-Rad®) with a 595 nm filter.

The percentages of growth inhibition and different concentrations of enterocins
for each microorganism were calculated according to Gudifia et al [22], as described
in the following equation: Growth Inhibition: [1-(Ac/A0)] x 100. Where, Ac represents
the absorbance of the well with a concentration of enterocins and AO the absorbance
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of the control well (without enterocins). The result represents the percentage of
microbial cells that the tested substance was able to inhibit by 90.0%. To confirm the
quantitative findings, readings were performed with Resazurin developer at a
concentration of 100 pg/mL, in which 30 pL were added to each well of the microplate
with the MIC. After 2 hours of incubation in a dark chamber, the absence of microbial
growth was evaluated, represented by the blue color and the presence of growth by
the pink color [23].

2.8. Statistical analysis

The statistical analysis used was the chi-square test and Fisher's Exact Test using
the SAS 9.4 statistical program. Differences were considered significant when p <
0.05.

3. Results

3.1 Frequency of Campylobacter species in chilled and frozen carcasses

A total of 376 positive isolates were obtained for Campylobacter spp., with 26
(7.0%) positive isolates for C. jejuni. The highest frequency of C. jejuni was obtained
in chilled carcasses with 88.5% (p < 0.0001), in frozen carcasses a frequency of 11.5%
was found. The most frequency site of C. jejuni was the skin of the breast (27.0%),
followed by skin of the wing (23.0%), skin of the cloaca (19.0%) and skin of the neck
(8.0%), gizzard (15.0%), liver (8.0%) no significant differences were found between the
sites sampled. C. coli and C. lari isolates were not found (Table 3). All evaluated
carcasses from different companies showed positive isolates for Campylobacter spp.

and three companies had positive isolates for C. jejuni (Figure 1).

3.2 Antimicrobial resistance and multidrug profiles of C. jejuni

The analysis of C. jejuni antimicrobial resistance shows isolates having higher
resistance to clindamycin (100%), doxycycline (100%), erythromycin (100%),
tetracycline (100%), ciprofloxacin (88.5%), enrofloxacin (88.5%) and norfloxacin
(88.5%). Moreover, part of the isolates showed resistance to ampicillin (57.7%) and
gentamicin (50.0%). The smallest number of isolates (7.7%) were resistant to
fosfomycin (Figure 2).

Multidrug resistance to three or more classes of antimicrobials was found in
100% (n = 26) of C. jejuni isolates. All isolates were resistant to clindamycin,

erythromycin, doxycycline and tetracycline, referring to the classes: lincosamides,
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macrolides and tetracyclines, respectively. The most frequent pattern of antimicrobial
resistance was CLI-DOX-ERY-TET-AMP-CIP-GEN-NOR-ENR, present in 31.0% of
the isolates. Furthermore, one isolate was resistant to all tested antimicrobials (Table
4). In the present study, the index of multiple resistance to antimicrobial drugs (IRMA)
ranged from 0.4 to 1.0 among isolates of C. jejuni, with most isolates (34.6%)

presenting an index of 0.9 (Table 5).

3.3 Frequency of virulence and resistance genes of C. jejuni

C. jejuni isolates showed a higher frequency of sodB, responsible for encoding
a response to stress and survival, was detected in 10 isolates (34.5%). The genes
encoding the cytolethal distending toxin showed different frequencys, cdtA and cdtB
were detected in three isolates (11.5%), while cdtC was detected in five isolates
(19.0%). With similar frequency to cdtA and cdtB, the dnaJ gene, involved in the
adhesion mechanism, was detected in three isolates (11.5%).

Related to antimicrobial resistance, the presence of the three efflux pump genes
was detected in four isolates (15.3%). Furthermore, three (11.5%) isolates were
positive for all evaluated genes (Figure 3). Virulence profiles were determined through
association of virulence genes (Table 6).

3.4 Resistance and virulence genes related to antimicrobial resistance of C. Jejuni
Only one (3.8%) isolate showed resistance to all antimicrobial groups tested
and the cmeA, cmeB and cmeC genes were detected. In three (11.5%) isolates that
presented all investigated genes, they also showed resistance to most antimicrobials,
of these, two (7.7%) isolates were resistant to ampicillin, ciprofloxacin, clindamycin,
doxycycline, erythromycin, enrofloxacin, gentamicin, norfloxacin and tetracycline and
one (3.8%) isolate was resistant to ampicillin, clindamycin, doxycycline, erythromycin,
enrofloxacin, norfloxacin and tetracycline.

Most isolates that showed virulence and/or resistance genes were resistant to
seven or eight groups of antimicrobials. The frequency of isolates resistant to seven or
eight groups of antimicrobials in isolates that had the cmeA, cmeB and cmeC genes
simultaneously, was (75.0%), followed by 80.0% in isolates with the cdtC gene,
(66.5%) in isolates with the cdtA, cdtB and dnaJ genes and 44.5% in isolates with the
sodB gene (Table 7).
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3.5 Response to the antimicrobial action of enterocins
The antimicrobial activity of enterocins was able to inhibit at least 98.5% of the
growth of all C. jejuni isolates at a concentration of 250 mg/mL. Results were confirmed
by qualitative data using Resazurin chemical developer. The lowest concentration
obtained with inhibition capacity was 125 mg/mL, between 83-97% of inhibition
presented by six isolates (Figure 4).

4. Discussion

C. jejuni is, in general, the most prevalent species of thermotolerant
Campylobacter in industrial poultry [24, 25]. In the present study, the presence of
cultivable C. jejuni was verified in chilled and frozen carcasses, in three chicken
companies (50.0%). The same did not occur with C. coli and C. lari, as the presence
of cultivable cells was not found in any sample. Recent studies have shown that
contamination of carcasses in the slaughterhouse is mainly by C. jejuni, have observed
that contamination by C. coli decreases considerably after cooling the carcass and
suggest a greater vulnerability of C. coli to the stress conditions found in poultry
slaughterhouses [15, 26, 27].

Different strategies may be involved in the survival and persistence of C. jejuni
along the poultry food chain, but in the slaughterhouse, which is the last step in the
poultry meat production chain, before retail sale, it has been associated with the ability
to form biofilms [28-30]. In addition, cryopreservation methods can influence the
survival of C. jejuni, the results demonstrated a greater probability of contamination in
cooled carcasses than in frozen carcasses (p < 0.001), this suggests that freezing can
inactivate cultivable cells. Possibly due to the formation of ice crystals, ice nucleation
and dehydration during freezing, as these are factors that damage the bacterial cell
[31].

Studies that evaluated C. jejuni in carcasses and other poultry products in
different cryopreservation methods, obtained similar results and indicated that freezing
stress could induce the formation of the viable but non-culturable stage (VBNC),
resulting in a decrease in the bacterial count viable during isolation, but despite the
reduction, freezing did not completely eliminate the presence of C. jejuni [32,33]. A
study carried out in Brazil with chilled and frozen carcasses found similar results and

concluded that chilled chicken carcasses represent a greater risk to public health in
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relation to the transmission of Campylobacter, in addition, it revealed a high
contamination of the tested samples, which can be justified due to the collection site,
since the samples were obtained from slaughterhouses, differing from the present
study, whose samples were collected at consumer points of sale, subjecting the
bacterial cell to a longer freezing time and consequent cell injury [34].

The breast skin was the site with the highest number of C. jejuni isolates and
the sites with the least contamination were the liver and neck skin, even without
obtaining significant values between the sampled carcass sites, the contamination of
the breast area can be justified by greater area of exposure to cross-contamination.
Studies that evaluated the bacterial load in carcasses during the slaughter stages point
to cross-contamination by Campylobacter as an important factor to be considered in
the slaughter process [35,36].

The high rate of MDR isolates found revealed alarming data regarding the use
of antimicrobials in Brazilian industrial poultry, in this study all isolates (100%) were
resistant to the three classes of antimicrobials: lincosamides, tetracyclines and
macrolides. Often, the emergence of resistant strains has been associated with the
use of antimicrobials in production animals [37-40]. A systematic survey in low- and
middle-income countries (LMICs) between the years 2010 to 2021 found an overall
mean multiple antibiotic resistance index of 0.34 = 0.16, which is above the high-risk
threshold, from 0.2 [41].

Similar results were found in India, with 92.3% of MDR isolates, including C.
jejuni and C. coli, with highest reported resistance against tetracyclines with 84.61%,
followed by macrolides with 61.53% of resistant isolates [14]. In China, C. jejuni
isolates were mainly resistant to ciprofloxacin (88.1%), followed by resistance to
tetracycline (79.4%) and levofloxacin (78.1%), with 91.3% of MDR isolates [42]. In the
same country, another study verified an infection rate of 10.8% (35/324) of C. jejuni,
with greater resistance to ampicillin (85.7%) and (88.6%) of MDR isolates [43]. In
contrast, in Costa Rica, Campylobacter spp. isolates showed resistance to quinolones
(64.9%), followed by resistance to quinolones with tetracyclines (24.3%) and none of
the analyzed isolates showed a multiresistant profile [44]. Different results in relation
to the levels of resistance found, perhaps reflect the adoption of different national and
regional policies on the use of antimicrobial agents for animal feed, mainly in industrial

poultry.
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In southern Brazil, MDR isolates of C. jenuni obtained from chicken meat in
products sold at retail, showed similar results, with greater resistance to tetracyclines:
TET (71%) and DOX (61.9%); however, they showed low resistance to macrolides
(38%) and justified this by the low use of this antimicrobial in poultry in the region,
avoiding selective pressure [45]. Brazil has an extensive territorial area and this brings
great differences in industrial poultry farming, some socioeconomic factors, production
systems, relief, rainfall and meteorological indices, determine the challenges faced in
the studied region and justify the small variations found in relation to the multiresistance
of isolates of C. jejuni in the same country.

In this study, the most frequent pattern of antimicrobial resistance was CLI-
DOX-ERY-TET-AMP-CIP-GEN-NOR-ENR, present in 31.0%, and the second most
frequent was CLI-DOX-ERY-TET-CIP-NOR -ENR present in 19.0% of C. jejuni
isolates. A similar study revealed the resistance profile CIP-LEV-GEN-TET-CLI-EM
present in 32.8%, and to a lesser extent, CIP-LEV-TET-CLI present in 8.3% of
Campylobacter spp. isolates [43].

Despite the variations found, resistance to tetracyclines and macrolides is
worrying, since they are important antimicrobials for animal and human health because
they exhibit broad-spectrum activity against gram-negative and gram-positive bacteria
[46]. One study demonstrated that the mean prevalence of antibiotic resistance (M50)
of tetracyclines was higher in Campylobacter spp. (above 70%) among Gram-negative
bactéria [41]. Macrolides, in turn, are one of the few available therapies for severe
Campylobacter infections, particularly in children, for whom quinolones are not
recommended for treatment [46].

Another worrying factor for public health is the ability of MDR strains to remain
cultivable after heat stress. One study found that antimicrobial resistance could give
bacteria a better response to cold stress, and demonstrated a longer survival of
Campylobacter (ATCC 33560) resistant to ciprofloxacin and present in water at 4°C
than susceptible strains [47]. In addition, resistant bacteria in animals can directly or
indirectly infect humans through food, water, mud and manure, which are used as
fertilizers [39].

The frequent use of antimicrobials in food production provides selective
pressure and favors the horizontal transfer of antimicrobial resistance genes, leading
to the emergence of resistant strains [48,49]. In 2030, it is estimated that the top 10

animal protein producing countries will use 72% of the total antimicrobials consumed
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worldwide and Brazil occupies second place in this ranking, with an individual
consumption level estimated at (7.9%), ranking after China (43%), followed by the
United States (6.5%), Thailand (4.0%), India (2.1%), Spain (1.9%), Russia (1.9%) ,
Mexico (1.8%), Iran (1.5%) and Argentina (1.5%), this is the world ranking of countries
that will use antimicrobials the most [50].

The presence of MDR isolates carrying virulence and resistance genes
observed in this study is worrying and revealed the highest frequency of the sodB gene
(34.0%) among the C. jejuni. Under atmospheric conditions, Campylobacter is
exposed to oxidative stress with the production of several toxic reactive oxygen
species (ROS) and among the common defense enzymes against oxidative stress, the
enzyme superoxide dismutase (sodB) stands out, which is directly involved in the
degradation and removal of ROS [51]. Thus, a microaerophilic pathogen such as
Campylobacter could survive under aerobic conditions depending on the expression
of related virulence genes [52].

Another aspect related to virulence is the ability of Campylobacter strains to
produce toxins [53]. In this study, the second highest frequency was for the cdtC gene
(19.0%), followed by cdtA (11.5%) and cdtB (11.5%). Called cytolethal distending toxin
(CDT), itis composed of three subunits cdtA, cdtB and cdtC, all of which are necessary
for cytotoxin expression, regardless of the origin and species of isolation [54]. Despite
the low frequency found, 11.5% of the MDR isolates had the three genes necessary
for expression of the cytotoxin, characterizing potentially virulent strains resistant to
different classes of antimicrobials.

In contrast, a study carried out in a slaughterhouse found that (80.0%) of the C.
jejuni isolates had the cdt gene, however, it mentioned that the presence of genetic
virulence factors is not direct evidence that such strains are pathogenic for humans;
but strongly suggests that they may potentially be capable of inducing disease [55].
Campylobacter has complex multifactorial systems for multiplication in broilers,
survival during food processing, and virulence in humans, including motility,
chemotaxis, adhesion, invasion, antioxidant defense, heat shock, and the ability to
enter the VBNC state [56].

In our study, a frequency of the dnaJ gene was observed in 11.5% of the C.
jejuni isolates. When evaluating isolates from broiler chickens in Tunisia, there was a
frequency of 100% for the cdtA, cdtB and cdtC genes, while the dnaJ gene showed a

frequency of 50% among the isolates of C. jejuni [57]. The dnaJ gene, which encodes
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a heat shock protein, is closely linked to adhesion and colonization in the host cell, as
it was found that mutations in this gene caused a severe reduction in the colonization
process [58]. The low prevalence of the dnaJ gene in our study was similar to other
studies, detected in 12% of C. coli isolates [59]. In Brazil, 20% of human and animal
samples showed the dnaJd gene [60], but a 100% occurrence in C. jejuni has been
mentioned in human isolates from Chile [61].

Resistance genes were detected in 15.0% of the C. jejuni isolates and it is
noteworthy that in these isolates all three genes were detected (cmeA, cmeB and
cmeC). However, no significant relationship was found between MDR isolates and
gene detection. Thus, the presence of resistance genes related to the efflux pump is
not the only factor involved in bacterial resistance capacity, as we found a low
frequency of these genes in MDR isolates, which suggests the presence of more genes
that confer other resistance mechanisms.

Our data also revealed an important antimicrobial activity of enterocins
(Enterococcus faecium) against C. jejuni isolates, the concentration of 250 mg/mL was
effective in all isolates, inhibiting their growth; the highest concentration evaluated (500
mg/mL) was not effective in all isolates, this can be explained by a possible interference
of other components, as no purification process was used, however, these results
demonstrate the possibility of its use for Campylobacter control in the productive
sector, as an alternative to the use of antimicrobials. Other studies have also
demonstrated the application of probiotic strains in the control of Campylobacter [62].
However, the antimicrobial activity of probiotic bacteria can be attributed to the
production of bacteriocins, OA, hydrogen peroxide, carbon dioxide and diacetyl [63]. A
similar study found the bacterial inhibition potential of the postbiotic produced by a
strain of Enterococcus faecium, by inhibiting the growth of reference strains of C. jejuni
and C. coli, with satisfactory results at concentrations from 500 mg/mL to 25 mg /mL
[64].

Therefore, the use of probiotic strains can be considered a promising alternative
in the control of Campylobacter, since poultry carcasses contaminated with C. jejuni
MDR isolates pose a risk for campylobacteriosis in humans due to the antimicrobial
resistance presented by these isolates. However, the absence of an effective
surveillance system in low- and middle-income countries is concerning and therefore

deserves more attention [41].
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A study that evaluated reports of antimicrobial sales data found that 38 countries
reported through official government channels, while one country reported through
scientific publications and two used a combination of both, however, non-reporting
countries included notable meat exporters and consumers such as Brazil, which is one
of the top 10 users of antimicrobials in 2017 and 2030 [51]. To solve this problem, an
approach was proposed for the implementation of systems that provide data on the
consumption of standardized and globally comparable antimicrobials, to support the
adoption of practices that seek to optimize the use of antimicrobials in the production
of animal feed [65].

The present study revealed the presence of cultivable isolates of C. jejuni both
in chilled carcasses and in frozen carcasses, however Brazil still does not have a
Campylobacter control system in industrial poultry farming, in addition, the resistance
presented by the isolates to different antimicrobial classes used both in veterinary
medicine and in human medicine, highlights the need for improvements in the
production of animal protein, however, the use of probiotic strains can be considered

an alternative to control this pathogen.
4 Conclusion

Therefore, from the point of view of food safety, chilled chicken carcasses present
a greater risk of contamination by C. jejuni than frozen carcasses, however, despite
the risk reduction after freezing, the consumption of frozen animal products does not
can be considered a single method for the prevention of campylobacteriosis. The
detection of important virulence genes in multidrug-resistant C. jejuni emphasizes the
risk to public health. Thus, we propose the establishment of national Campylobacter
control programs in all segments of industrial poultry, as well as the adoption of
monitoring systems for the consumption of antimicrobials in animal production. In
addition, further investigations must be conducted to explore the use of probiotic

strains in the control of Campylobacter, as their use has shown promising results.
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Table 1. Primer sequences used for the uniplex PCR assay and predicted sizes of PCR

products
Target genes  Primer* Sequence (5’-3’) (Sl:|)|zo(; Reference
16S
'DNA E GGAGGCAGCAGTAGGGAAA
Campylobacter 1.062 [66]
spp. 16S rDNA 165 '
'DNA R TGACGGGCGGTGAGTACAG
Campylobacter mapAR AGTCCTGGTGGTTTGAAGC 202
Jejuni mapAF  CCGCATTAAAATTCACATCG
[67]
Campylobacter ceukE F ATGAAAAAATCTTTAGTTTTTGCA 889
call ceUER  ATTTTATTATTTGTAGCAGCG
Campylobacter glyA F TAGAGAGATAGCAAAAGAGA )51 e8]
lari gyAR  TACACATAATAATCCCACCC
Toxin production
cdtA F CCTTGTGATGCAAGCAATC
cdtA 370  [69]
cdtAR ACACTCCATTTGCTTTCTG
cdtB F CAGAAAGCAAATGGAGTGTT
cdtB 620
cdtB R AGCTAAAAGCGGTGGAGTAT
[70]
cdtC F CGATGAGTTAAAACAAAAAGATA
cdtC 182
cdtC R TTGGCATTATAGAAAATACAGTT
Stress response and survival
sodB F AAGTACAGGCTGTGGCTGTG
sodB 300
sodB R AAATAAGCAGGGCGTGCATTG
Adhesion [54]
dnal F CCGCGTATGGTGGGTACTTT
dnal 646
dnaJ R AAGGCGGTGGATTTGGTTCT



Multidrug resistance genes (Efflux pump)

cmeA F
cmeA

cmeA R

cmeB F
cmeB

cmeB R

cmeC F
cmeC

cmeCR

TGTGCATCAGCTCCTGTGTAA

ACGGACAAGCTTTGATGGCT !
TGCGGGTTGACCTTGAACTT
TGTGCACTCTTTTTGCGACG -
CAACCGCAGCATTAAGCCAA
TTGGGATTTGAAAGCGGGGA 50

[54]

69

* F= Forward, R= Reverse.
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Table 2. Breakpoints used for antimicrobial susceptibility testing by disk diffusion method

Zone diameter breakpoints (mm) —
EUCAST 2023!

Antimicrobial Antimicrobial

Susceptible, .
groups agent Susceptible 2 increased Re5|<stant
exposure

Penicillins Ampicillin 10pug 3 14 - 14
Ciprofloxacin 5ug 2 50 26-49 26

Fluoroquinolones
Norfloxacin 10ug 3 24 - 24
Lincosamides Clindamycin 2ug 4 19 - 19
Doxycycline 30ug 2 30 - 30

Tetracyclines

Tetracycline 30ug ? 30 - 30
Macrolides Erythromycin 15ug 2 20 - 20
Fosfomycin Fosfomycin 200ug 2 21 - 21
Aminoglycosides  Gentamicin 10ug 3 17 - 17

Zone diameter breakpoints (mm)
CLSI-VET 2020*

, Resistant
Susceptible 2 Intermediary
<
Fluoroquinolones  Enrofloxacin 5ug ° 23 17-22 16

1 CLSI-VET = CLSI breakpoints used in veterinary medicine (CLSI, 2020); EUCAST =
European antimicrobial susceptibility testing (EUCAST, 2023).

2 Antibiotic with interpretative breakpoint based on Campylobacter jejuni data in EUCAST
(EUCAST, 2023).

3 Antibiotic with interpretative breakpoint based on Enterobacterales data in EUCAST
(EUCAST, 2023).

4 Antibiotic with interpretative breakpoint based on anaerobic bacteria data in EUCAST
(EUCAST, 2023).

> Antibiotic with interpretative breakpoint based on Enterobacterales data in CLSI-VET
(CLSI,2020).
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Table 3. Frequency of Campylobacter species in chilled and frozen carcasses sold in
Brazil

N positive samples (%)*

Sampling
location c lobact
ampy'obacter ¢ iejuni C.coli  C.lari
spp.
Chest skin 31 6 0 0
Wing skin 31 S 0 0
Cloaca skin 36 S 0 0
Chilled

carcasses Neck skin 34 2 0 0
Gizzard 29 3 0 0
Liver 33 2 0 0
Total in chilled 194 (51.5%) 23 (88.5%) - -

carcasses
Chest skin 31 1 0 0
Wing skin 32 1 0 0
Cloaca skin 30 0 0 0

Frozen

carcasses Neck skin 32 0 0 0
Gizzard 26 1 0 0
Liver 31 0 0 0
Total in frozen 182 (48.5%) 3 (11.5%) - -

carcasses
Total 376 (100%) 26 (7%) - -

*Values in approximate percentages



Table 4. Multi-resistant profiles of C. jejuni from chilled and frozen carcasses

N° of resistant
Antimicrobial resistance profile* _
isolates (%)

CLI-DOX-ERY-TET-AMP-CIP-GEN-NOR-ENR 8 (31%)
CLI-DOX-ERY-TET-CIP-NOR-ENR 5 (19%)
CLI-DOX-ERY-TET-AMP-CIP-NOR-ENR 4 (15%)
CLI-DOX-ERY-TET-CIP-GEN-NOR-ENR 3 (11%)
CLI-DOX-ERY-TET-AMP-CIP-GEN-FOS-NOR-ENR 1 (4%)
CLI-DOX-ERY-TET-CIP-GEN-FOS-NOR-ENR 1 (4%)
CLI-DOX-ERY-TET-AMP 1 (4%)
CLI-DOX-ERY-TET-AMP-CIP-ENR 1 (4%)
CLI-DOX-ERY-TET-NOR 1 (4%)
CLI-DOX-ERY-TET 1 (4%)

* Acronyms: AMP = Ampicillin, CIP = Ciprofloxacin, CLI = Clindamycin, DOX
Doxycycline, ENR = Enrofloxacin, ERY = Erythromycin, FOS = Fosfomycin, GEN
Gentamicin, NOR = Norfloxacin, TET = Tetracycline
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Table 5. Description of the index of multiple antimicrobial drug resistance (IRMA) found
in Campylobacter jejuni from broiler chicken carcasses

RMA C. jejuni
Absolute value Relative value (%)
0.4 1 3.8
0.5 2 7.7
0.7 6 23.1
0.8 7 27.0
0.9 9 34.6
1.0 1 3.8

Total 26 100.0




Table 6. Association of virulence genes in C. jejuni from chicken carcasses

74

C. jejuni Virulence profile
3 (11.5%) cdtA, cdtB, cdtC, dnaJ, sodB, cmeA, cmeB, cmeC
2 (7.7%) cdtC, sodB

1 (3.8%) cmeA, cmeB, cmeC




Table 7. Genetic profile of multidrug resistance (MDR) C. jejuni

75

MDR (%)
Gene presence
3-4 groups 5-6 groups 7-8 groups Total
sodB 2 (22.0%) 3 (33.5%) 4 (44.5%) 9
cdtA 1 (33.5%) 0 2 (66.5%) 3
cdtB 1 (33.5%) 0 2 (66.5%) 3
cdtC 1 (20.0%) 0 4 (80.0%) 5
dnaJ 1 (33.5%) 0 2 (66.5%) 3
cmeA 1 (25.0%) 0 3 (75.0%) 4
cmeB 1 (25.0%) 0 3 (75.0%) 4
cmeC 1 (25.0%) 0 3 (75.0%) 4
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5. ARTIGO 2

Viruence profile of Campylobacter species detected in broiler fecal samples in
northeastern Brazil

(Artigo formatado para o periodico Comparative Immunology Microbiology and
Infectious Diseases)
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Resumo: The objective with the study to identify the occurrence of Campylobacter
jejuni, C. coliand C. lari in broilers in northeastern Brazil and to determine the virulence
profile. The samples were evaluated by the Polymerase Chain Reaction (PCR)
technique and the isolates obtained were identified by MALDI-TOF MS. In this study,
90.0% of the batches were positive for C. jejuni while 30.0% were positive for C. lari.
The analysis of virulence genes revealed that all positive samples for C. jejuni
presented the genes cdtB, dnaJ, cmeA, cmeB and cmeC, followed by the genes cdtA
(92.6%), cdtC (66.6%) and sodB (51.8%). Among the positive samples for C. lari, all
showed the cdtB, dnaJ, sodB, cmeB and cmeC genes, followed by the cdtA (85.7%),
cmeA (85.7%) and cdtC (28.5%) genes. The isolates obtained were identified as
Proteus mirabilis and Providencia stuartii. It is concluded that C. jejuni and C. lari are

present in broiler flocks in northeastern Brazil.

Keywords: Animal Health. Broiler. Campylobacterisis. Campylobacter jejuni.
Campylobacter lari. Poultry. Public Health.
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1. Introduction

The global chicken meat market has been promising, characterized by
exponential growth currently reaching 32 kg per capita in 2022, in high-income
countries, there is a growing preference for white meat, which is easy to prepare and
is perceived as a better food choice, while in low- and middle-income countries, the
upward trend is additionally due to the lower price of chicken meat in compared to other
meats [1]. It is estimated that by 2031, poultry meat will constitute 47% of the protein
consumed from meat sources, followed by pork, sheep and beef [1].

Campylobacter incidence data vary widely across the world, depending largely
on the performance of local surveillance systems and reporting procedures [2]. In the
European Union (EU), campylobacteriosis remains the most commonly reported
disease of origin in humans since 2007 and, in 2021, accounted for more than 62% of
all reported cases of zoonoses [3]. Among the numerous Campylobacter species
described to date, two thermotolerant species, C. jejuni and C. coli, were the main
species reported and C. fetus, C. upsaliensis and C. lari were reported in minor
occurrence [3].

Recent molecular studies have determined the main virulence factors involved
in the pathogenesis of Campylobacter spp. strains, among these, the ability to adhere,
encoded by the genes cadF, racR, virB11, wlaN, pldA and dnaJ, invasion of intestinal
epithelial cells, through the ciaB gene, toxin production, mainly through the expression
of genes cdtA, cdtB, cdtC and response to oxidative stress related to the sodB gene,
are the main virulence factors identified [4—7]. Activation of the CmeABC efflux pump,
encoded by the cmeA, cmeB and cmeC genes, confers resistance to several
antimicrobials [8,9].

Often related to the development of autoimmune diseases, C. jejuni is the main
species identified as a predisposing factor for peripheral neuropathies, Guillain-Barré
and Miller-Fisher syndromes [10,11]. Gastrointestinal manifestations of
campylobacteriosis in healthy individuals usually resolve completely without the use of
antibiotics, however, administration of antibiotics to treat these infections is reserved
for patients with moderate or severe disease, signs of systemic infection or underlying
immunodeficiency [12].

Campylobacteriosis cases in humans originate mainly from poultry and cattle

[13]. It is estimated that a 3 log10 reduction in cecal concentrations in chickens would
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reduce the relative risk of human campylobacteriosis in the EU attributable to chicken
meat by 58% [14]. This is because intestinal contamination is the main source of
contamination of the chicken carcass at the slaughterhouse, and can persist in the
intestine until slaughter age, increasing subsequent dissemination during slaughter
[15,16]. Thus, the Campylobacter load is likely to increase along the different stages
of the production chain [17].

Important factors that influence the occurrence of Campylobacter in broiler
chickens are mainly related to the intestinal health of the host, the production chain or
farm practices [18—22]. Contamination does not result from a single factor, but from a
combination of multiple factors both on farms and in slaughterhouses [23]. Therefore,
the objective was to determine the occurrence of Campylobacter spp. on chicken
farms, the results obtained will support control strategies in the production of broiler

chickens, in order to promote food security.

Material and Methods

2.1 Ethics Committee

This study was approved by the Ethics Committee on the Use of Animals of the
University Federal Rural of Pernambuco (CEUA/UFRPE), Recife, Brazil (license
number n® 7403040122).

2.2 Sampling and sample collection

Fecal samples were collected through swabs in the cloaca region, in 20 batches
of broiler chickens, aged 35 days or more, located in the state of Pernambuco, Brazil.
Three regions of the state of Pernambuco were sampled: Zona da Mata, Agreste and
Sertdo. Two samples were taken from each lot, each sample consisting of a pool of 10
cloaca swabs, totaling 20 cloacal swabs collected per lot. The swabs were placed in
tubes containing 5 ml of sterile thioglycolate broth (pH 7.2) and transported to the Meat
and Milk Inspection Laboratory (LICAL) of the Department of Veterinary Medicine
(DMV) of the Federal Rural University of Pernambuco (UFRPE) in boxes isotherms (2—

8°C) containing recyclable ice.

2.3 Bacterial Isolation
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Upon arrival at the laboratory, due to the high contamination of the material, the
samples were immediately sown on charcoal agar Cefoperozone Desoxycholate -
CCDA (Acumedia®) and Campy Cefex (Acumedia®), both supplemented with
vancomycin (10mg) and amphotericin (10mg) and kept at 41.5°C + 1°C for 48 hours
under microaerobic conditions. Suspected colonies of Campylobacter spp., based on
the macroscopic characteristics and catalase test, were sown on Columbia Blood Agar
(Himedia®) supplemented with vancomycin (10mg) and amphotericin (10mg) and
conditioned under the same conditions of time and temperature already mentioned. All
isolates were subjected to Polymerase Chain Reaction (PCR) for molecular
identification of C. jejuni, C. coli and C. lari. The negative isolates for C. jejuni, C. coli
and C. lari were identified by the laser desorption-ionization technique associated with
the matrix-time of flight (MALDI-TOF MS) (Bruker Daltonics®).

2.3 DNA extraction from isolates

Genomic DNA from all isolates was extracted using a thermal extraction
protocol [17]. The DNA obtained was quantified in a spectrophotometer with
absorbance readings of 260 nm. The extracted DNA was kept at -20°C until PCR was

performed.
2.4 DNA extraction from stool samples

DNA extraction was also performed from the stool samples contained in the
bolton broth, according to the recommendations of the commercial kit Quiagen
QIlAamp Fast DNA Stool. The extracted DNA was kept at -20°C until PCR was

performed.
2.5 Molecular identification

Molecular identification of C. jejuni, C. coli and C. lari was performed by PCR
through the identification of the mapA, ceuE and glyA genes, respectively. Positive
samples for Campylobacter species went on to identify the following virulence genes:
cdtA, cdtB, cdtC, sodB, dnaJd and antimicrobial resistance genes: cmeA, cmeB, cmeC,
the sequence of primers and references are described below (Table 1). The PCR
thermal profile used for detection of C. jejuni and C. coli was as follows: 95°C for 5 min

for initial denaturation followed by 30 cycles of denaturation at 95°C for 1 min,
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annealing temperature at 54°C for 1 min, primer extension step at 72°C for 1 min, and
final extension step at 72°C for 10 min. The detection of C. lari was according to the
thermal profile contained in the reference used for the primer. For detection of virulence
and resistance genes, the thermal profile used was: 95°C for 1 min for initial
denaturation followed by 35 cycles of denaturation at 95°C for 1 min, annealing
temperature at 55°C for 1 min, extension primer at 72°C for 1 min and final extension
step at 72°C for 5 min. As a positive control, a reference strain was used for each
reaction and as a negative control, milli-q water. The PCR products were submitted to
electrophoresis in a 1.5% agarose gel for 60 minutes at 80 V. At the end of the run, the
gels stained with BlueGreen (biotechnology LGC) were visualized under ultraviolet
light and photographed.

2.6 Reference strains

The reference strains C. jejuni (ATCC 29428), C. coli (CCAMP 1068), C. lari
(CCAMP 1012) and for the cmeA, cmeB, cmeC, cdtA, cdtB, cdtC, dnaJd, sodB genes
(CCAMP1064 and CCAMP 1065), were kindly provided by the Bacterial Zoonoses

Laboratory of Instituto Oswaldo Cruz - Fiocruz.
2.7 Investigative questionnaire

An investigative questionnaire was applied at the sample collection site,
consisting of questions referring to the identification of the farm, lot, sanitary

management adopted and technical assistance.
2.8 Statistical analysis

The results of microbiological analysis, polymerase chain reaction and disk
diffusion technique were expressed in absolute and relative frequencies [24].

2. Results

Of the 20 batches of broiler chickens evaluated, 90.0% (18/20) batches were
positive for C. jejuni, 30.0 % (6/20) batches were positive for C. lari and no batch was
positive for C. coli. In four batches C. jejuni and C. lari were detected simultaneously
(Figure 1). In total, 40 stool samples were evaluated, of which 65.5% (27/40) were

positive for C. jejuni and 17.5% (7/40) samples positive for C. lari. When classifying
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the positive batches by region, C. jejuni was detected in all regions and C. lari was
detected in three batches in the Agreste region and in only one batch in the Zona da
Mata region.

The distribution of virulence genes in samples positive for Campylobacter
species are shown in Table 2. When evaluating the positive samples that had the
presence of all the genes researched, it was verified that they were present in 22.2%
(6/27) of the positive samples for C. jejuni and 28.57% (2/7) of the samples positive for
C. lari. As for the simultaneous presentation of the cdtA, cdtB and cdtC genes, they
were detected in 63.0% (17/27) of the positive samples for C. jejuni and 28.5% (2/7)
of the positive samples for C. lari and for the association of genes cmeA, cmeB and
cmeC were detected in 100.0% (27/27) of C. jejuni positive samples and in 85.7% (6/7)
of C. lari positive samples. Different virulence profiles were found, according to the
association of the studied genes, described in table 3.

With regard to bacterial isolation, 81 isolates were obtained, which were
negative in PCR for the Campylobacter species investigated in this study. These
isolates were identified by MALDI-TOF MS, being 79.0% (64/81) Proteus mirabilis and
21.0% (17/81) Providencia stuartii.

Based on the results of the investigative questionnaire, it was found that all lots
had technical assistance provided by a veterinarian and as for the facilities, all lots
were kept in positive pressure aviaries. With regard to the biosecurity measures
evaluated in this study, there was uniformity in relation to the use of a vaccination
program, carrying out a sanitary vacuum, cleaning and disinfection between batches,
insect control, water treatment and non-reuse of litter. However, in 90.0% (18/20) of
the lots there is no control over visits and in 100.0% (20/20) it is not required to change
clothes when entering the aviaries, only requiring the placement of pads in 65.0% (13
/20) of the sampled lots.

Regarding the effective use of arcoluvium and rodoluvium, 90.0% (18/20) do not
use or use it inefficiently (use without proper cleaning and renewal of the disinfectant).
All batches made use of performance enhancers (Figure 1). As for the facilities, all
sampled aviaries are positive pressure, with natural ventilation through the

management of curtains.

3. Discussion
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The results of this study revealed the first report of C. lari (30.0%) in the poultry
production chain in the northeast region of Brazil and a high occurrence of C. jejuni
(90.0%) among the studied flocks. In the southern region of Brazil, a study detected
78.8% of C. jejuni and 21.2% of C. coli in isolates from feces and a higher occurrence
of C. jejuni in different types of poultry products analyzed [25]. Industrial poultry has an
outstanding trajectory among the agro-industrial production chains in the world,
especially in Brazil, which ranks as the world's largest exporter of chicken meat and
the second largest producer [26].

It is worth noting that several studies have linked C. jejuni with cases of
campylobacteriosis in humans [27—29]. And due to the mimicry with human nerve cells,
presented by C. jejuni, infections by this pathogen can be considered a predisposing
factor for autoimmune diseases, such as Guillan-Barré Syndrome and Miller Fischer
Syndrome [10,11,30].

In our study, no batch was positive for C. coli. However, in birds, both C. jejuni
and C. coli are commonly considered normal inhabitants of the gut microflora;
however, the relationship between Campylobacter and its avian host following
exposure is not fully understood [31], since episodes of enteritis and intestinal damage
in broiler chickens have already been observed [32—34]. Furthermore, the coexistence
of C. coli and C. jejuni under the same environmental pressures within the animal feed
production system offers a great opportunity for interspecies genomic exchange [28].

Similarly, the simultaneous presence of C. jejuni and C. lari evidenced in this
study suggests the possibility of genomic transfer between different Campylobacter
species and this should be evaluated in food production systems, as species continue
to evolve together under the same environmental pressures. A phylogenetic analysis
of C. jejuni strains isolated from different sources, locations and years, were highly
related to each other, suggesting the potential for transmission between clinical and
non-clinical sources and between humans and animals over the years, in the
Southeast and South of Brazil [35]. It is known that the transfer of large DNA segments
can introduce a large number of polymorphisms and create new phenotypes quickly
[36]. And with that, altering the pathogen's ability to survive, resistance trends and
consequently may pose a greater risk to public health [28].

Although rare, C. lari has caused bacteremia in immunocompromised humans.
[37]. Since the colonization and pathogenicity of Campylobacter are linked to virulence

factors such as adhesion, invasiveness and toxin generation factors [5]. In the present
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study, the evaluation of virulence genes showed a high occurrence of genes
responsible for the production of cytolethal distending toxin (CDT), with greater
simultaneous detection of genes (cdtA, cdtB and cdtC) among positive samples for C.
jejuni (63.0%) when compared to positive samples for C. lari (28.5%).

One of the main virulence factors related to Campylobacter spp. in animals and
humans is cytolethal distending toxin (CDT), encoded by three adjacent genes (cdtA,
cdtB, cdtC), these three clustering genes are all required for these toxins to be active
[38]. CDT contributes to the pathogenesis of campylobacteriosis by inhibiting cellular
and humoral immunity via apoptosis of immune cells and generating necrosis of
epithelial cells and fibroblasts, which results in slow wound healing and the occurrence
of clinical signs [39].

A study carried out in commercial broilers and laying hens identified the
presence of cdtA, cdtB and cdtC genes in 13.3%, 6.6% and 100.0% of Campylobacter
spp. isolates, respectively [40]. Another study carried out in conventional broiler farms,
with fecal and environmental samples, reported that virulence genes were present in
all C. jejuni isolates, while cdtA and cdtC were absent in C. coli [41]. Similar to the
results found in our study, in Brazil, C. jejuni isolates showed high occurrence, with
detection of cdtA, cdtB, cdtC, dnaJ and sodB genes in all isolates [42]. In a research
that compared isolates of C. jejuni from different origins, it also detected a high
occurrence for the cluster of cdtABC genes, present in 89.8% of isolates from humans
and 100.0% of isolates from poultry origin [43].

As for the research of the dnaJ and sodB genes, the present study showed the
highest occurrence of the dnaJ gene (100.0%) among the positive samples for C. jejuni
and C. lari, while the sodB gene showed the highest occurrence among the positive
samples for C. lari (100.0%) and less frequent among positive samples for C. jejuni
(51.8%). The dnaJ gene, it encodes a protein related to heat shock and intimately
involved in the bacterial adhesion and colonization process, since mutations in this
gene reduce the colonization process [44]. The high occurrence of this gene was also
reported in a study carried out in China, in 97.1% of the isolates of C. jejuni [5].

Encoded by the sodB gene, the enzyme superoxide dismutase, confers
protection against the effects of oxidative stress, therefore, the presence of this gene
is important for the survival of the bacteria in adverse conditions, such as, for example,

the stress caused by the presence of oxygen [45].
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It is important to emphasize the high occurrence found in this study for the
cmeA, cmeB and cmeC genes, the association of these genes was detected in all
positive samples for C. jejuni (100.0%) and in most of the positive samples for C. lari
(85.7%), this fact is worrying and deserves attention, since they are responsible for the
mechanisms of pump efflux, conferring mechanisms of antimicrobial resistance.
CmeABC efflux pumps have often been described as the main drug efflux mechanism
for Campylobacter and confer resistance to a number of antimicrobial agents [28,46].
In Brazil, equivalent data were found between isolates of C. jejuni and C. coli, with
detection of the cmeA, cmeB and cmeC genes in 94.3% of the isolates and related the
presence of these genes to resistance to enrofloxacin [47]. In addition, it is essential
for the colonization of Campylobacter in the animal intestine by mediating biliary
resistance [48].

Worldwide, outbreaks of campylobacteriosis have been increasing and it is
believed that the main routes of transmission of these bacteria to humans are through
consumption of contaminated food [49]. Chicken carcasses are easily contaminated
during slaughter, causing infection in humans [5]. A study carried out in Brazil
suggested that infected broiler chicken batches may be an important source of
contamination of poultry products, mainly by C. jejuni [25].

In view of the results obtained in this study, we can state that C. jejuni is present
in all regions studied and C. lari was detected in greater occurrence in the Agreste
region, responsible for the largest poultry production in the state. This fact is worrying,
as some birds are not only positive for Campylobacter spp, but also the levels of
contamination can be extremely high, for this reason there is an urgent need to reduce
the prevalence and levels of contamination of carcasses to reduce the risk of infection
in humans. According to Vohra and collaborators, the control of C. jejuni in birds is
essential to reduce human campylobacteriosis [50].

It was found that intestinal contamination is the main source of contamination of
the chicken carcass at the slaughterhouse, since pathogenic bacteria accumulate in
large numbers in broiler chickens, and may persist in the intestine until the age of
slaughter, increasing dissemination during the slaughter [16,51]. Thus, the load of this
pathogen is likely to increase along the different stages of the production chain. [17]. It
is estimated that a 3 logio reduction in cecal concentrations in chickens would reduce

the relative risk of human campylobacteriosis in the EU attributable to chicken meat by
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58% [14]. In the Netherlands, broiler chickens and turkeys were the main source of
human campylobacteriosis accounting for about half of cases. [13].

A study that evaluated possible risk factors for the higher prevalence of
Campylobacter spp. in certain farms, revealed that the types of ventilation system
influence the probability of colonization in broiler flocks, since natural ventilation
presented a greater risk than those with forced ventilation [52]. This factor, associated
with poor biosecurity, could explain the high occurrence of C. jejuni found in the studied
lots, since all lots were kept in aviaries with natural ventilation.

Natural air systems favor the entry of this pathogen by wind [53] or by vectors
[54,55]. Given the importance of airborne transmission, studies bring air sampling as
a surveillance tool that can be integrated into monitoring programs [56,57]. In addition,
high air temperature and humidity promote colonization in broiler chickens [58].

Due to heat stress, birds express higher levels of catecholamines
(norepinephrine) in the blood, affecting the animal's immune status by increasing
susceptibility to infections [59]. Research has shown that welfare and health indicators
can be used to identify positive flocks and concluded that by controlling the welfare
and health indicators of broiler chickens, the prevalence of human campylobacteriosis
can potentially be reduced [60].

In this study, there was uniformity in relation to water treatment. Since water
disinfection, mainly with sodium hypochlorite, is a practice used to inhibit all potential
pathogens present in water, interactions between sodium hypochlorite and
antimicrobials must be considered during batch medication, as they may decrease
antimicrobial activity depending on the drug and disinfectant concentration [61]. A
study conducted in Spain found that water was not considered a source of
Campylobacter for broiler chickens [52].

In all sampled batches, the existence of a vaccination program was verified,
however, in Brazil there is no specific legislation and there are no official data on the
prevalence of this pathogen in the production chain of broiler chickens. Some initial
studies were performed to evaluate the effectiveness of vaccination as a method of
control [50,62,63], including in ovo vaccination [64,65], however, the effectiveness of
vaccination in reducing colonization or protection against Campylobacter spp. has not
been proven.

The best way to reduce contamination in chicken carcasses is to prevent

colonization in the house [51]. Thus, proper cleaning and disinfection during downtime
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is important to ensure complete removal of Campylobacter spp. in broiler aviaries if the
flock is colonized, in addition, strict biosecurity measures are critical in order to prevent
colonization and streaming [52]. However, a combination of measures that can act
synergistically is needed, with greater biosecurity and hygiene as pillars of
interventions on the farm [66,67].

C. jejuni is present in all regions studied and C. lari was detected mainly in the
Agreste region, a worrying fact since this region holds a large part of the state's poultry
production. With regard to the evaluation of some biosecurity measures applied by the
poultry production sector in the regions studied, the need for improvements to be
implemented in the broiler chicken industry was highlighted, such as changing clothes
when entering the aviaries, controlling visits, effective use of a disinfection facility for
wheels and vehicles, among other practices that can minimize the presence not only
of Campylobacter spp., but also of other pathogens, in the rearing environment.

The detection of positive samples compared to failure in bacterial isolation can
be justified due to the high contamination of the evaluated material, since the presence
of contaminants impair bacterial isolation, in addition, under adverse conditions, they
can acquire the status of viable cells but not cultivable (VBNC). It is known that the
reference method based on bacterial culture underestimates the number of
Campylobacter, due to the presence of VBNC stages of the bacteria [68].

Interestingly, Proteus mirabilis is pointed out in this study as the main
contaminant, identified in most of the isolates (79.0%), by the MALDI-TOF MS
technique. Considered an emerging and often overlooked pathogen, Proteus mirabilis,
is a common cause of Urinary Tract Infections (UTIs) and sepsis in humans [69,70]. In
Brazil, studies have demonstrated the presence of important resistance and virulence
factors in isolates [71,72]. Thus, the high occurrence of this pathogen in chicken
carcasses suggests a potential risk to human health [73,74]. Less frequently,
Providencia stuartii (21.0%) was also identified among the isolates. Despite being an
opportunistic pathogen, this bacterium can cause infections in humans. [75].

Although Campylobacter species were not detected among those isolated by
the MALDI-TOF MS technique, the identification of contaminants provides important
information for improving the bacterial isolation method, such as the inclusion of
antimicrobials, more effective against Proteus and Providencia, in the diagnosis
microbiological. However, molecular diagnostic techniques are recommended to

identify this pathogen in highly contaminated samples.
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4. Conclusion

In conclusion, C. jejuni and C. lari, carriers of genes that confer virulence and
antimicrobial resistance, are present in broiler flocks in northeastern Brazil. In this way,
batches of infected broiler chickens can be identified as sources of contamination,
especially during slaughter, establishing a food risk for consumption of the final
product, since they are pathogens of importance to public health. Therefore, reducing
contamination during production, processing and preparation of food of animal origin,
will require a broader implementation of known prevention measures and new
strategies that target specific pathogens, as well as the adoption of practices related
to biosecurity, are essential to interrupt the cycle of Campylobacter spp., between lots

and farms.
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Table 1. Primer sequences used for the uniplex PCR assay and predicted sizes of PCR

products
1 ’ L] S|Ze
Target genes  Primer*  Sequence (5’-3’) (bp) Reference
16S
'DNA E GGAGGCAGCAGTAGGGAAA
Campylobacter 1.062 [76]
spp. 16SIDNA ;o '
'DNA R TGACGGGCGGTGAGTACAG
Campylobacter mapAR AGTCCTGGTGGTTTGAAGC 202
Jejuni mapAF  CCGCATTAAAATTCACATCG
coue  ATGAAAAAATCTTTAGTTTTTGC 1771
Campylobacter A
coli 889
ceuE R ATTTTATTATTTGTAGCAGCG
Campylobacter glyA F TAGAGAGATAGCAAAAGAGA 051 78]
lari gyAR  TACACATAATAATCCCACCC
Toxin production
cdtA F CCTTGTGATGCAAGCAATC
cdtA 370 [79]
cdtAR ACACTCCATTTGCTTTCTG
cdtB F CAGAAAGCAAATGGAGTGTT
cdtB 620
cdtB R AGCTAAAAGCGGTGGAGTAT
dicr  COATGAGTTAAAACAAAAAGAT [80]
cdtC A 182
cdtC R TTGGCATTATAGAAAATACAGTT
Stress response and survival
sodB F AAGTACAGGCTGTGGCTGTG
sodB 300
sodB R AAATAAGCAGGGCGTGCATTG
[81]
Adhesion
dnal dnal F CCGCGTATGGTGGGTACTTT 646
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dnaJ R AAGGCGGTGGATTTGGTTCT

Multidrug resistance genes (Efflux pump)

cmeA F TGTGCATCAGCTCCTGTGTAA
cmeA 957
cmeA R ACGGACAAGCTTTGATGGCT

cmeB F TGCGGGTTGACCTTGAACTT (Koolman
cmeB 993 et al.,
cmeB R TGTGCACTCTTTTTGCGACG 2015)

cmeC F CAACCGCAGCATTAAGCCAA
cmeC 364
cmeCR TTGGGATTTGAAAGCGGGGA

* F= Forward, R= Reverse.
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Table 2. Distribution of virulence genes in samples positive for Campylobacter species

from broiler chicken feces in northeastern Brazil

Campylobacter species

Genes
Campylobacter jejuni Campylobacter lari
cdtA 92.6% (25/27) 85.7% (6/7)
cdtB 100.0% (27/27) 100.0% (7/7)
cdtC 66.6% (18/27) 28.5% (2/7)
dnaJ 100.0% (27/27) 100.0% (7/7)
sodB 51.8% (14/27) 100.0% (7/7)
cmeA 100.0% (27/27) 85.7% (6/7)
cmeB 100.0% (27/27) 100.0% (7/7)

cmeC 100.0% (27/27) 100.0% (7/7)
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Table 3. Virulence profiles concerning the genes detected in the species C. jejuni
and C. lari

Species Virulence profile

C. jejuni
11 (40.7%) cdtA, cdtB, cdtC, dnaJ, cmeA, cmeB, cmeC

7 (26.0%) cdtA, cdtB, dnaJ, sodB, cmeA, cmeB, cmeC

6 (22.2%) CdtA, cdtB, cdtC, dnaJ, sodB, cmeA, cmeB, cmeC
1 (3.7%) cdtB, dnaJ, sodB, cmeA, cmeB, cmeC

1 (3.7%) cdtA, cdtB, dnaJ, cmeA, cmeB, cmeC

1 (3.7%) cdtB, cdtC, dnaJ, cmeA, cmeB, cmeC

C. lari
4 (57.1%) cdtA, cdtB, dnaJ, sodB, cmeA, cmeB, cmeC
2 (28.6%) cdtA, cdtB, cdtC, dnaJd, sodB, cmeA, cmeB, cmeC
1(14.3%) cdtB, dnaJ, sodB, cmeB, cmeC
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Campylobacter jejuni positive samples Campylobacter lari positive samples

Figure 1. Venn diagram showing the distribution of Campylobacter species in 30

positive samples from broiler feces in northeastern Brazil.
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TITULO: Percepcgdo de médicos veterinarios e zootecnistas sobre Campylobacter no
contexto da avicultura industrial e satude publica

ABSTRACT.- Clemente S.M.S., Santos S.F., Pinheiro Junior J.W. & Barros M.R.
2023. Perception by veterinarians and zootechnicians about Campylobacter in the
context of industrial poultry and public health. Departamento de Medicina
Veterinaria, Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Avenida Dom
Manoel de Medeiros, s/n, Dois Irm&os, Recife, PE 52171-900, Brazil. E-mail:

saruannamillena@hotmail.com

The objective with the present study to evaluate the perception of veterinarians
and zootechnicians in relation to the risks, control measures and prophylaxis of
Campylobacter spp. in the production chain, as well as its relevance to public health.
An investigative virtual questionnaire was applied, sent via communication platforms,
exclusively to veterinarians and zootechnicians. For implementation, all participants
had access to the Free and Informed Consent Form. A total of 109 participations were
obtained, of which 96 (88.1%) were veterinarians and 13 (11.9%) zootechnicians. Just
over 90.0% of correct answers recognize the risk of Campylobacter spp. for public
health and above 60.0% state that there are control measures in the productive sector.
Regarding the existence of specific national legislation for this pathogen, 49.0% of
veterinarians and 61.5% of zootechnicians were unable to give an opinion. As for the
importance of scientific research for the poultry production chain, 83.5% considered it
to be of great importance, 11.0% could not answer and 5.5% considered it to be of
reasonable importance. It is concluded that both veterinarians and zootechnicians
have little understanding of Campylobacter, this fact, associated with the lack of
national legislation to control this pathogen, in the different links of the production
chain, are worrying factors for public health. Therefore, education programs and
continuous training of professionals involved in the process must be applied to improve

knowledge about this pathogen.

INDEX TERMS: Campylobacter, poultry, campylobacteriosis, food safety
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Resumo.- [Percepcdo de meédicos veterindrios e zootecnistas sobre
Campylobacter no contexto da avicultura industrial e satde publica]. Objetivou-
se com o presente estudo avaliar a percepcéo de médicos veterinarios e zootecnistas
em relacdo aos riscos, medidas de controle e profilaxia de Campylobacter spp. na
cadeia produtiva, assim como, sua relevancia para a saude publica. Foi aplicado um
questiondrio virtual investigativo, enviado via plataforma de comunicacao,
exclusivamente aos médicos veterinarios e zootecnistas. Para execucdo, todos os
participantes tiveram acesso ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
Foram obtidas 109 participacdes, sendo 96 (88,1%) médicos veterinarios e 13 (11,9%)
zootecnistas. Pouco mais de 90,0% de acertos, reconhecem o risco de Campylobacter
spp. para saude publica e acima de 60,0% afirmam que existem medidas de controle
no setor produtivo. Sobre a existéncia de legislacdo nacional especifica para este
patégeno, 49,0% dos veterinarios e 61,5% dos zootecnistas ndo souberam opinar.
Quanto a importancia das pesquisas cientificas para cadeia produtiva avicola, 83,5%
consideram de grande importancia, 11,0% ndo souberam responder e 5,5% avaliam
de razoavel importancia. Conclui-se que tanto médicos veterinarios quanto
zootecnistas possuem pouco entendimento sobre Campylobacter, este fato,
associado a inexisténcia de legislacdo nacional para controle deste patégeno, nos
diferentes elos da cadeia produtiva, sao fatores preocupantes para saude publica.
Portanto, programas de educacao e capacitacdo continua dos profissionais envolvidos
no processo, devem ser aplicados para aprimorar os conhecimentos sobre este

patdégeno.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Campylobacter, avicultura, campilobacteriose, seguranca

dos alimentos
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INTRODUCAO

Associada principalmente ao consumo de produtos de origem animal, a
campilobacteriose foi a zoonose mais comumente relatada na Europa, responsavel
por mais de 62% de todos os casos humanos confirmados em 2021 (EFSA & ECDC
2022). Além de quadros diarreicos em humanos, a infeccdo por Campylobacter jejuni
€ uma das causas mais comuns da sindrome de Guillain-Barré, estima-se que 1 em
cada 1.000 pessoas nos Estados Unidos € diagnosticada com essa sindrome (CDC
2022) e ainda pode estar relacionada com a sindrome hemolitico-urémica (Karpovich
et al. 2020, Keenswijk et al. 2019).

O Brasil é uma poténcia mundial na producéo avicola, ocupando a posicdo de
segundo maior produtor de carne de frango e maior exportador no mesmo seguimento
(ABPA 2023). Contudo, apesar do potencial zoondético, a legislacdo brasileira nao
preconiza o controle de Campylobacter spp., além disso, a subnotificacdo dos quadros
de campilobacteriose, representa um importante fator de risco a populagdo. O
aumento do movimento de animais vivos e produtos de origem animal, bem como a
diversificacdo e expansao das cadeias de abastecimento alimentar, representa um
risco para a saude publica devido a possivel emergéncia e propagacao de agentes de
origem alimentar (Bellet & Rushton 2019, Gilbert et al. 2021 Jones et al. 2013).

Outro fator preocupante € a tendéncia crescente de isolados resistentes a
antimicrobianos em todo o mundo (Alaboudi et al. 2020, Nafarrate et al. 2021,
Rangaraju et al. 2022, Schreyer et al. 2022). O uso indevido e excessivo de
antimicrobianos promove um aumento da pressao de selecéo, o que contribui para o
surgimento de bactérias resistentes e favorece a transferéncia de genes de resisténcia
dentro da microbiota patogénica e comensal (Ma et al. 2021).

A promocéao da saude publica, saude e bem-estar animal € de responsabilidade
do médico veterinario, através da aplicacdo de métodos adequados de criacdo de
animais, procedimentos de higiene, biosseguranca e estratégias de vacinacao pode-
se minimizar a necessidade de uso de antimicrobianos em animais produtores de
alimentos (OIE 2020). Portanto, médicos veterinarios exercem um papel central no
fornecimento de informacdes relacionadas a implementacdo de medidas de
biosseguridade na produgé&o animal (Chomyn et al. 2023). Entretanto, até o momento,
nenhum estudo foi realizado sobre a percepcdo destes profissionais em relacdo a

Campylobacter spp. no cenario brasileiro.
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Nesse contexto, objetivou-se avaliar a percep¢do de médicos veterinarios e
zootecnistas em relacdo aos riscos, medidas de controle e profilaxia de
Campylobacter spp. na cadeia produtiva, assim como, sua relevancia para a saude
publica, com intuito de colher informacGes para subsidiar politicas publicas que

garantam a sociedade a inocuidade dos alimentos de origem animal.

MATERIAL E METODOS

Desenho do estudo, populagéo alvo e procedimento de amostragem. Foi aplicado
um questiondrio virtual investigativo (Apéndice 1), elaborado na lingua nativa da
populacao-alvo (portugués), um link para pesquisa on-line foi enviado via plataforma
de comunicacdo, exclusivamente aos meédicos veterinarios e zootecnistas. Foram
considerados os seguintes critérios de Inclusdo: graduados em medicina veterinaria
e/ou zootecnia, profissionais que residam no Brasil e 0s seguintes critérios de
exclusdo: recusa em assinar o termo de consentimento livre e esclarecido, desacordo

com algum dos critérios de inclusao.

Desenho do questionario e coleta de dados. O questionério foi constituido por 10
questbes objetivas as quais avaliaram a percepcado dos profissionais sobre o
conhecimento sobre Campylobacter spp. na industria avicola, impacto para saude
publica e necessidade do Brasil em elaborar normas para controle no setor produtivo
(granjas e abatedouros). O convite encaminhado por conveniéncia para participacao
da pesquisa foi enviado na forma de lista oculta, ndo permitindo a identificacdo dos
convidados nem a visualizacdo dos seus dados de contato (e-malil, telefone, etc) por
terceiros. Os participantes tiveram acesso ao questionario somente depois do seu
consentimento. Para execucao, todos os participantes tiveram acesso ao Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice 1), neste termo de
consentimento, eles foram informados sobre sua participacdo voluntéaria,
confidencialidade das respostas e a possibilidade de desistir do estudo a qualquer
momento. Esta pesquisa foi submetida a Plataforma Brasil, tem aprovacéo do Comité
de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEP) e Sistema Nacional de Gest&o do
Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) e obedece

ao Termo de Confidencialidade e Declaragéo de Autorizagédo de Uso de Dados.
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Gerenciamento e andlise de dados. As respostas dos participantes foram inseridas
e avaliadas em planilhas do Microsoft Excel versédo Office 2013. E os dados foram
submetidos a analise estatistica descritiva, com énfase na distribuicdo de frequéncias

relativas das respostas.

RESULTADOS

Foram obtidas 109 participacdes, sendo 96 (88,1%) médicos veterinarios e 13
(11,9%) zootecnistas. Também foi avaliada a area de atuacdo profissional dos
participantes, 30,3% dos entrevistados atuam na avicultura industrial, enquanto 69,7%
em outras areas de atuacao profissional (Figura 1). Um total de trés perguntas de
multipla escolha, com as alternativas: “Sim”, “Nao” ou “Nao sei responder”, foram
utilizadas para avaliar a percepcdo dos profissionais sobre o risco deste patdégeno
para saude publica, medidas de controle na cadeia produtiva e legislagéo vigente no
Brasil (Figura 2). As respostas obtidas foram classificadas em: “Corretas”, “Incorretas”
ou “Nao souberam opinar”’, com pouco mais de 90,0% de acertos, tanto veterinarios
quanto zootecnistas, reconhecem o risco de Campylobacter para saude publica e
acima de 60,0% afirmam que existem medidas de controle no setor produtivo.
Entretanto, no quesito sobre a existéncia de legislacdo nacional especifica para este
patégeno, 49,0% dos veterinarios e 61,5% dos zootecnistas ndo souberam opinar
(Tabela 1).

No que se refere ao nivel de conhecimento dos entrevistados sobre
Campylobacter, 80,7% dos entrevistados alegaram ter pouco conhecimento sobre o
tema, 12,8% afirmaram ter amplo conhecimento, enquanto 7,3% alegaram n&o
possuir conhecimento. Em relacdo as medidas de controle na cadeia produtiva, 65,1%
alegaram ter pouco conhecimento, seguido de 28,4% dos participantes que alegaram
nao ter conhecimento e 7,3% com amplo conhecimento. Quanto a importancia de
Campylobacter para saude publica, 68,8% alegaram ter pouco conhecimento, 23,9%
com amplo conhecimento e 7,3% nao possuem conhecimento (Figura 3).

Também foi avaliada a percepc¢ao dos entrevistados em relacdo as pesquisas
cientificas no Brasil e dados sobre prevaléncia de Campylobacter na cadeia produtiva
avicola, 50,5% afirmaram que existem poucos dados cientificos, 42,0% nao souberam
responder, 6,5% afirmaram que existem muitos dados cientificos e 1% alegaram nao
existir dados cientificos. Quanto a importancia das pesquisas cientificas para cadeia

produtiva avicola, 83,5% consideram de grande importancia, 11,0% nao souberam
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responder e 55% avaliam de razoavel importancia, nenhum dos entrevistados

consideraram pouca ou nenhuma importancia.

DISCUSSAO

Esta pesquisa foi elaborada para avaliar a percep¢do de médicos veterinarios
e zootecnistas em relacdo a Campylobacter na cadeia produtiva avicola e sua
importancia para saude humana. No geral, os profissionais reconhecem 0s riscos
inerentes a este patdgeno no contexto da saude publica, entretanto, grande parte
alegaram ter pouco conhecimento sobre o tema. A maior adesdo por médicos
veterinarios, é justificada em detrimento ao maior acesso por esse grupo ao
guestionario, uma vez que o envio dos questionarios foi por conveniéncia. Quanto as
medidas de controle no setor produtivo, grande parte dos participantes afirmaram que
existem medidas de controle no setor produtivo, porém, o estudo ndo levou em
consideracdo a implementacdo destas praticas de biosseguridade, pois algumas
medidas apesar de existirem, ndo sdo aplicadas ou quando séo aplicadas, em alguns
casos nao fazem de modo satisfatorio.

Nos EUA, uma pesquisa analisou tais praticas durante pré e poés-colheita
destinadas a mitigar a contaminacédo por Campylobacter em produtos de frango de
corte e constataram que os esfor¢cos de controle de patégenos de origem alimentar
estdo mais focados no controle de Salmonella do que no controle de Campylobacter,
embora ambos serem importantes patdgenos bacterianos de origem alimentar
(Hwang & Singer 2020). Fato que se assemelha ao Brasil, visto que o Programa
Nacional de Sanidade Avicola (PNSA), contempla o controle dos sorovares de
Salmonella Gallinarum (biovares Gallinarum e Pullorum) e ainda Enteritidis,

Typhimurium e salmonelas monofasicas (BRASIL 1994).

No entanto, apesar da campilobacteriose ser a infec¢ao alimentar mais relatada
em paises desenvolvidos, no Brasil, os dados relacionados a ocorréncia desta
enfermidade, sdo escassos, inexistindo, até o momento, dados oficiais de ocorréncia
e prevaléncia de campilobacteriose em humanos. Segundo Mendonca e
colaboradores, a escassez de dados nacionais, se deve, principalmente, pela
auséncia de programas nacionais de vigilancia e ressalta sobre a importancia da
analise de Campylobacter spp. em alimentos ser estabelecida e regulamentada pelas

autoridades competentes (Mendonga et al. 2015).
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Na Unido Europeia (EU), o Regulamento da Comissao (UE) 2017/1495 prevé
um limite de 15 a cada 50 amostras de carcacas, com contagens superiores a 1.000
UFCl/g, apos o resfriamento, com reducédo para 10 carcacas a partir de 2025 (EU
2017). Reduzir a contaminacao por Campylobacter em produtos aviarios € visto como
uma técnica eficaz para reduzir casos campilobacteriose em seres humanos, ja que o
frango € a principal fonte de campilobacteriose esporadica (Hankel et al. 2022).
Estima-se que a reducéo de 3 logio nas concentragdes cecais é capaz de reduzir em
58% o risco relativo da UE de campilobacteriose humana atribuivel a carne de frangos
(EFSA & BIOHAZ 2020).

No que se refere aos riscos inerentes a Campylobacter, 0 manuseio e o
consumo de produtos avicolas sdo considerados o0s principais fatores de risco para
campilobacteriose (Al-Sakkaf et al. 2021), sendo Campylobacter jejuni e
Campylobacter coli as espécies mais notificadas na EU (EFSA & ECDC 2022).
Ocasionalmente, este patégeno também pode desencadear o desenvolvimento de
sequelas além da gastroenterite, como artrite reativa, sindrome de Guillain-Barré e
sindrome do intestino irritavel (Heikema et al. 2013, Kutsuna et al. 2023, Pogreba-
Brown et al. 2020).

Em nosso estudo, a maioria dos participantes afirmaram ter pouco
conhecimento sobre Campylobacter (80,7%) e pouco mais da metade com pouco
conhecimento em relacdo as medidas de controle (65,1%) e sua importancia para
saude publica (68,8%), importante destacar que uma parcela dos entrevistados atuam
na avicultura industrial (30,3%). Este fato € preocupante, pois enquanto sociedade,
tanto médicos veterinarios quanto zootecnistas, sdo responsaveis por questdes
relacionadas as interfaces da saude humana, animal e ambiental. Uma pesquisa que
avaliou as percepcoes, atitudes e praticas em relacédo a prevencgéao de riscos na cadeia
alimentar, revelou que 60% dos participantes apontaram 0S microrganismos
patogénicos como o principal perigo na cadeia alimentar e um importante risco a ser
prevenido (Lupo et al. 2016).

Entre os entrevistados, veterinarios (92,7%) e zootecnistas (92,3%)
reconhecem o risco deste patdégeno para saude publica. Além das implicacdes ja
mencionadas, isolados tem apresentado alta resisténcia a antimicrobianos
(Emanowicz et al. 2022, Garcia-Sanchez et al. 2019, Khan et al. 2018), fato que
representa uma grave ameaca a eficacia das terapias antibioticas. Embora a

campilobacteriose em humanos, seja uma doenca autolimitante na maioria dos casos,
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o tratamento com antimicrobianos pode ser necessario principalmente em individuos
imunocomprometidos, e dentre os medicamentos de escolha destacam-se as
fluoroquinolonas ou macrolideos (Dai et al. 2020).

Entretanto, a resisténcia a antimicrobianos tem sido frequentemente relatada
em isolados provenientes de animais de producdo como aves (Lazo-Lascarez et al.
2021, Rangaraju et al. 2022, Tang et al. 2022), ruminantes e pequenos ruminantes
(Obaidat & Alshdaifat 2023, Ocejo et al. 2019). Contudo, isolados provenientes de
espécies silvestres como javalis e abutres-grifos da Eurasia, também tem apresentado
resisténcia a antimicrobianos, sendo justificado devido a aproximacdo destes com
areas de producao animal (Castillo-Contreras et al. 2022, Espunyes et al. 2022).

No Brasil, um trabalho realizado por Wirfel e colaboradores, constatou uma
multirresisténcia em 35,4% dos isolados de Campylobacter spp. provenientes de
produtos a base de carne de frango, com os maiores niveis de resisténcia observados
para a tetraciclina (Wirfel et al. 2021). Em isolados de C. coli, verificou-se resisténcia
especialmente a B-lactamicos e quinolonas, associados a presenca de genes
relacionados a resisténcia, fato que pode representar um problema de saude publica
para infeccbes por Campylobacter spp. em humanos quando o tratamento é
necessario (Gomes et al. 2023).

Conforme os Centros de Controle e Prevencao de Doencas (CDC), 29% das
infeccbes diminuiram a suscetibilidade a fluoroquinolonas (ciprofloxacina) ou
macrolideos (azitromicina), além disso, este patdgeno é responsavel por cerca de 1,5
milhdo de infecgbes e $ 270 milhdes em custos médicos diretos todos 0os anos nos
EUA (CDC 2019). Diferentemente, na maioria dos paises em desenvolvimento,
existem poucos estudos e escassos dados epidemioldgicos sobre a prevaléncia de
Campylobacter spp. na cadeia produtiva e nimero de casos de campilobacteriose em
humanos. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), é provavel que a
epidemiologia da Campilobacteriose seja diferente em paises de alta renda
comparada a paises de baixa e média renda e embora escassos, 0s dados nesses
paises, sugerem que a infeccdo por Campylobacter é consideravel (WHO 2012).

Este estudo demonstrou que parte dos entrevistados (50,5%) afirmaram ter
poucos dados cientificos no Brasil sobre prevaléncia de Campylobacter na cadeia
produtiva avicola, no entanto a maioria (83,5%) considera de grande importancia o
desenvolvimento de pesquisas cientificas para cadeia produtiva avicola. Estes dados

sugerem, que 0 pouco conhecimento relatado pelos médicos veterinarios e
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zootecnistas sobre este tema, pode ser devido & escassez de dados nacionais por
auséncia de politicas, programas de vigilancia, relatérios de ocorréncia e quantificacéo
desse patdgeno em alimentos no ambito nacional. Um pesquisa relatou que apenas
37 casos de campilobacteriose foram notificados no Brasil, sugerindo que ha uma
subnotificacdo de dados epidemioldgicos (Silva et al. 2018). Entende-se que a
implementag&o de programas nacionais de vigilancia alimentar iria incentivar a busca
por informacdes por parte dos profissionais, principalmente por aqueles que sao

responsaveis pela industria avicola nacional.

CONCLUSAO

Conclui-se gue tanto médicos veterinarios quanto zootecnistas possuem pouco
entendimento sobre Campylobacter. Este fato, associado a inexisténcia de legislacao
nacional para controle deste patdgeno, nos diferentes elos da cadeia produtiva
avicola, sao fatores preocupantes para saude publica, uma vez que a falta de normas
gue regulamentem medidas de biosseguridade e a auséncia de um padrdo minimo
aceitavel para contagem bacteriana em carcacas de frangos, fragiliza a seguranca dos
alimentos de origem animal. E importante enfatizar, que a auséncia de dados oficiais
€ um problema multifacetado e que requer esforcos em todas as competéncias.
Portanto, programas de educacéo e capacitacdo continua dos profissionais envolvidos
no processo, devem ser aplicados para melhorar a compreensao de Campylobacter
spp. no contexto da producéo de frangos de corte. Contudo, o desenvolvimento de
pesquisas semelhantes a esta, sdo necessarias, pois permitem avaliar possiveis
mudancas de percepcbes ao decorrer do tempo, identificar provaveis falhas e
subsidiar estratégias essenciais para mitigar Campylobacter spp. na cadeia produtiva

avicola.
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Figura 1. Classificacao dos participantes por areas de atuacao profissional
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Tabela 1. Classificacdo das respostas de médicos veterinarios e zootecnistas em
sobre Campylobacter na industria avicola

N° de respostas (%)

Nao
Perguntas Profissionais
Corretas Incorretas souberam
opinar
Existe risco de Médicos
o 89 (92,7%)* 1 (1%)** 6 (6,3%)
Campylobacter Veterinarios
para saude _
o Zootecnistas 12 (92,3%)* 1 (7,7%)** 0
publica?
Existem medidas Médicos
0, 0 0,
de controle de Veterindrios 66 (68,8%)* 6 (6,3%)** 24 (1,0%)
Campylobacter na
cadeia produtiva Zootecnistas 8 (61,5%)* 0 5 (38,5%)
avicola?
Existe uma Médicos 22
, . , o 27 (28,0%)** 47 (49,0%)
legislagéo nacional  Veterinarios (23,0%)*
para regulamentar
medidas de
controle de
Zootecnistas 4 (30,8%)** 1(7,7%)* 8 (61,5%)

Campylobacter no
setor produtivo

avicola?

Legenda: *Sim, **N&o.



125

. CONSIDERACOES FINAIS

Foram detectados isolados cultivdveis de C. jejuni tanto em carcacas resfriadas
guanto em carcacas congeladas comercializadas em supermercados localizados

em Recife-PE.

Carcacas de frangos de corte resfriadas apresentam maior risco de contaminagao
por C. jejuni do que carcacas congeladas, porém, apesar da reducao do risco apos
o congelamento, este ndo pode ser considerado um método para a prevencéao da

campilobacteriose em humanos;

C. jejuni é a espécie de maior ocorréncia em frangos de corte em Pernambuco.

Porém, detectamos C. lari em frangos de corte, sendo este o primeiro relato;

A resisténcia apresentada por C. jejuni a diferentes classes antimicrobianas
utilizado tanto na medicina veterinaria quanto na medicina humana, evidencia a
necessidade da reducdo de antimicrobianos e melhorias na producéo de proteina

animal;

Presenca do risco aos consumidores, devido a contaminacdo de carcacas de

frangos de corte por C. jejuni multirresistente;

O uso de enterocinas pode ser considerado uma alternativa para o controle de C.
jejuni, contudo, novas investigacfes devem ser realizadas para explorar o uso de
cepas probidticas no controle de Campylobacter, pois seu uso tem mostrado

resultados promissores;

Em amostras altamente contaminadas recomenda-se a utilizacao de técnicas de

biologia molecular.

Proteus mirabilis e Providencia stuartii sdo importantes contaminantes em

amostras de fezes, no isolamento microbiolégico de Campylobacter spp.

Evidencia-se a necessidade do estabelecimento de programas nhacionais de
controle de Campylobacter spp. em todos os segmentos da avicultura industrial,
bem como a adocdo de sistemas de monitoramento do consumo de

antimicrobianos na produgao animal.
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Destaca-se a importancia da conscientizacdo dos profissionais que atuam na
cadeia produtiva avicola, bem como da popula¢éo no ge diz respeito aos cuidados

na manipulacéo e higiene de alimentos de origem animal.
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APENDICE 1
APRESENTACAO

Desde ja gostariamos de agradecer por sua participacdo em nossa pesquisa. Esta pesquisa
tem objetivo académico, ou seja, todas as informacdes contidas sdo sigilosas e sua
participacdo é andnima. Este questionario compfe a pesquisa da doutoranda Saruanna
Millena dos S. Clemente, com supervisédo da Proft Dra. Mércia Rodrigues Barros, intitulada
"Pesquisa de espécies de Campylobacter, genes de viruléncia, resposta a acdo de
enterocinas e antimicrobiana in vitro, em carcacas e frangos de corte".

* Indica uma pergunta obrigatoria

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa de espécies de
Campylobacter, genes de viruléncia, resposta a acdo de enterocinas e antimicrobiana in vitro,
em carcacas e suabes de cloaca de frangos de corte, que estd sob a responsabilidade da
pesquisadora Saruanna Millena dos Santos Clemente, rua Félix Cavalcante Albuquerque, n
191, apartamento 02, Prado, Recife — PE, CEP 50.720-330 — Telefone (081) 9 96866138, e-
mail: saruannamillena@hotmail.com, sob a orientagdo da Profa. Dra. Mércia Rodrigues
Barros, Telefone: (081) 9 9694-6634, e-mail: mercia.barros@ufrpe.br. Todas as suas duvidas
podem ser esclarecidas com o responsavel por esta pesquisa. Apenas quando todos os
esclarecimentos forem dados e vocé concorde com a realizacao do estudo.Vocé estard livre
para decidir participar ou recusar-se. Caso nao aceite participar, ndo haverd nenhum
problema, desistir € um direito seu, bem como serd possivel retirar o consentimento em
qualquer fase da pesquisa, também sem nenhuma penalidade. INFORMACOES SOBRE A
PESQUISA:[IDescricdo da pesquisa: A avicultura industrial brasileira possui destaque no
cenario mundial, devido ao fornecimento de proteina de origem animal de qualidade e baixo
custo. Tal posicédo € inerente aos cuidados sanitarios adotados pelo setor, presando pela
seguranca alimentar. No entanto, na cadeia produtiva deste produto sdo encontrados
patégenos que afetam tanto a producdo animal quanto a salde publica, tais como
Campylobacter spp. apesar da relevancia deste microrganismo para o setor, a sua detecgéo
em alimentos nédo é exigida pela legislacao brasileira. Portanto, objetiva-se pesquisar espécies
de Campylobacter e genes de viruléncia em carcacgas (resfriadas e congeladas) e suabes de
cloaca de frangos de corte, localizadas em granjas no estado de Pernambuco, avaliar a
resposta dos isolados a agdo probidtica e antimicrobiana in vitro. A técnica empregada para
cultivo e isolamento sera de acordo com as diretrizes da International Organization for
Standardization - ISO 10272-1 para isolamento e identificacdo de espécies de Campylobacter.
A Reacédo Cadeia de Polimerase (PCR) ser4 empregada para determinacdo das espécies e
deteccdo dos seguintes genes: cdtABC, envolvidos na codificacdo da toxina tripartida CDT
(cytolethal distending toxin); cgtB e wlaN, ambos envolvidos na biosintese dos lipo-
oligossacaridos (LOS) e implicados na sindrome de Guillain-Barré (SGB); cmeABC,
relacionados a resisténcia antimicrobiana; dnaJ e sodB envolvidos na capacidade de adeséo
e resposta ao estresse oxidativo, respectivamente. A resposta a acao probidtica in vitro sera
avaliada mediante a capacidade antagonista de bactérias acido-lacticas (BAL) frente as
espécies de Campylobacter e a resisténcia antimicrobiana sera analisada por disco difuséo.
Sera aplicado um questionario virtual investigativo, aos profissionais do setor avicola,
constituido por 10 questdes objetivas as quais permitirdo avaliar a percep¢ao dos profissionais
sobre o conhecimento sobre Campylobacter spp. na indastria avicola, impacto para saude
publica e necessidade em elaborar normas para prevencédo e controle no setor produtivo
(granja e abatedouros) do Brasil. Os resultados obtidos serdo analisados estatisticamente
com o auxilio de um programa computacional (Bioestat 5.0 ®). Sendo assim, pretendemos
avaliar a ocorréncia de diferentes espécies de Campylobacter em carcacas de frango, assim
como, tracar o perfil de viruléncia e o consequente risco para saude publica por meio da
identificacdo de genes de viruléncia em espécies de Campylobacter relacionados a infec¢des
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em humanos, com o intuito de orientar e sugerir medidas sanitarias mais eficientes, visando
a prevencao e controle deste patégeno, minimizando os riscos para a saude publica. Além
disso, serdo avaliados a efetividade da acdo de enterocinas e a resposta antimicrobiana frente
as espécies de Campylobacter, para avaliar a utilizacdo da primeira como medida alternativa
para o controle sanitario.

OEsclarecimento do periodo de participagdo do voluntario na pesquisa, inicio, término e
namero de visitas para a pesquisa. Sera aplicado um questionario virtual investigativo, aos
profissionais do setor avicola, médicos veterinarios e zootecnistas, constituido por 10
questdes objetivas, mediante plataformas virtuais, cada participante devera responder todas
as perguntas e apenas uma Unica vez. Todos 0s questiondrios serdo aplicados
exclusivamente aos profissionais graduados em Medicina Veterinaria e Zootecnia.

ORISCOS diretos para o voluntario: A aplicacao do questionario ndo exerce nenhum risco
direto ou indireto ao participante, todas as informacdes nele contidas serao utilizadas apenas
para fins cientificos e a identidade do participante seré preservada.

[IBENEFICIOS diretos e indiretos para os voluntarios: Obter o entendimento cientifico, apés
conclusdo da pesquisa, em relagdo a percepcdo dos profissionais sobre o conhecimento
sobre Campylobacter spp., na indUstria avicola, impacto desse microrganismo para salde
publica e avaliar a necessidade em elaborar normas para prevencdo e controle no setor
produtivo (granja e abatedouros) do Brasil, o que trara subsidios para tomadas decisdes em
beneficios para o setor.

Todas as informacfes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicacdes cientificas, nao havendo identificagédo dos voluntérios, a ndo ser entre
0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participagdo. Os dados
coletados nesta pesquisa em forma de questionario virtual, ficardo armazenados na forma de
planilhas no computador pessoal, sob a responsabilidade da pesquisadora orientadora Profa.
dra. Mércia Rodrigues Barros, no endereco Rua Dom Manuel de Medeiros, s/n, Dois Irmaos
— CEP: 52.171-900, Recife-PE, pelo periodo minimo 5 anos.

Nada |lhe sera pago e nem sera cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitacéo é
voluntéria, mas fica também garantida a indenizagdo em casos de danos, comprovadamente
decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme decisdo judicial ou extra-judicial. Se
houver necessidade, as despesas para a sua participacdo serdo assumidas pelos
pesquisadores (ressarcimento de transporte e alimentacao).

Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos éticos deste estudo, vocé podera consultar o
Comité de Etica em Pesquisa — CEP/UFRPE no endereco: Rua Dom Manuel de Medeiros,
s/n, Dois Irmdos — CEP: 52171-900, Recife-PE, Telefone: (81) 3320-6638/e-mail:
cep@ufrpe.br (1° andar do Prédio Central da Reitoria da UFRPE, ao lado da Secretaria Geral
dos Conselhos Superiores). Site: www.cep.ufrpe.br

Apos a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade de
conversar e ter esclarecido as minhas davidas com o pesquisador responsavel, concordo em
participar como voluntario (a) do estudo intitulado “Pesquisa de espécies de Campylobacter,
genes de viruléncia, resposta a acdo de enterocinas e antimicrobiana in vitro, em carcacas e
suabes de cloaca de frangos de corte”. Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo
(a) pesquisador (a) sobre a pesquisa, 0s procedimentos nela envolvidos, assim como 0s
possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso
retirar o meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade.
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APENDICE 2

QUESTIONARIO VIRTUAL INVESTIGATIVO



QUESTIONARIO VIRTUAL INVESTIGATIVO
1. VOCE CONCORDA COM TERMO ACIMA? *

Marque todas que se aplicam.

Li e concordo
Li e discordo

2. Nome do participante *

3. Formacdo académica: *

Marcar apenas uma oval.

Medicina Veterinaria

Zootecnia

4.  Area de atuacdo profissional: *

Marcar apenas uma oval.

Granja de corte

Granja de postura

Granja de reproducao
Incubatério

Area comercial no setor avicola
Abatedouro

Outras areas da medicina veterinaria ou zootecnia

https://docs.google.com/forms/d/1ag_0Vj10iNFRMXXgYK1VQApxI5zWEga30ch4-mzyxMs/edit



5. Tem conhecimento sobre Campylobacter? *

Marque todas que se aplicam.

D Tenho amplo conhecimento

DTenho pouco conhecimento
N&o tenho conhecimento

6. Tem informacdes sobre a importancia de Campylobacter para saude publica? *

Marque todas que se aplicam.

|| Tenho ampla informag&o
|| Tenho pouca informag&o
| |N&o tenho informacdes

7. No seu entendimento existe risco de Campylobacter para sadude publica? *

Marque todas que se aplicam.

| |sim
| |N&o

| |N&o sei responder

8. Existem medidas de controle de Campylobacter na cadeia produtiva avicola?

Marque todas que se aplicam.

DSim
| |N&o

| |N&o sei responder

9. Tem conhecimento sobre medidas de controle de Campylobacter na cadeia
produtiva avicola?

Marque todas que se aplicam.



Tenho amplo conhecimento
Tenho pouco conhecimento
N&o tenho conhecimento

10. Existe uma Legislacdo Nacional para regulamentar medidas de controle de
Campylobacter no setor produtivo avicola?

Marque todas que se aplicam.
Sim

N&o

N&o sei responder

11. Ha pesquisas cientificas no Brasil e dados sobre prevaléncia de Campylobacter na
cadeia produtiva avicola?

Marque todas que se aplicam.

Existem muitos dados cientificos
Existem poucos dados cientificos
Nao existem dados cientificos Nao
sei responder

12. Qual a importéncia de pesquisas cientificas sobre Campylobacter na cadeia
produtiva avicola?

Marque todas que se aplicam.

Grande importancia
Razoavel importancia
Pouca importancia
Nenhuma importanciaNao
sei responder
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