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RESUMO

Ocorréncia de Arcobacter spp. em carne de frango

Arcobacter spp., anteriormente conhecido como Campylobacter aerotolerante,
€ considerado um género bacteriano que inclui espécies consideradas patdgenos
emergentes que podem ser veiculados por alimentos. O género Arcobacter tem sido
associado a gastroenterites, diarreia persistente e bacteremia em humanos. E uma
bactéria Gram negativa, termosensivel, embora possa sobreviver a 4°C. No Brasil, ha
poucos estudos de ocorréncia de Arcobacter em alimentos, inclusive os de origem
animal, especialmente os mais consumidos, como as carnes de frango e suina.
Existem estudos pontuais de sua ocorréncia em produtos resfriados, como cortes e
em carcagas de frango resfriadas do varejo. O objetivo deste estudo foi avaliar a
ocorréncia de Arcobacter spp. em cortes e carcagas de frango refrigeradas e
congeladas do varejo e em coxas de frango livres de antibiético e orgéanico
refrigeradas provenientes de abatedouro, por técnica de isolamento convencional com
posterior confirmagcao do género por reagao de polimerase em cadeia (PCR). Foram
analisadas 153 amostras de carne de frango, das quais 39,21% (59/153) resultaram
positivas para o género Arcobacter. Foi obtido o total de sessenta e quatro isolados
positivos para Arcobacter spp., que corresponderam a 89,06% (57/64) de A. lacus,
4,7% (3/64) de A. thereius, 3,12% (2/64) de A. butzleri, e 3,12% (2/64) de Arcobacter
spp. espécie nao identficada até o momento. Foram realizadas analises fenotipicas
de resisténcia a 12 antibidticos com 34 isolados, previamente selecionados, de quatro
diferentes fontes de carnes de frango obtidos nesse trabalho, e de trés linhagens
utilizadas como controle positivo de Arcobacter. A resisténcia fenotipica frente aos
antimicrobianos foi de 100% para acido nalidixico e clindamicina, 29,73% para
eritromicina, 24,32% para canamicina, 21,62% para tetraciclina, 18,42% para
cloranfenicol, 13,51% para gentamicina, 8,11% para estreptomicina, 5,41% para
azitromicina e ciprofloxacina, 2,10% para vancomicina e 0,00% para ampicilina.

Palavras-chave: Microbiologia de alimentos; Frango; Patégeno alimentar;
Antimicrobiano; Arcobacter spp.
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ABSTRACT

Occurence of Arcobacter spp. in poultry meat

Arcobacter spp., previously known as aerotolerant Campylobacter, is considered
a bacterial genus that includes species considered emerging pathogens that can be
transmitted by food. Arcobacter has been associated with gastroenteritis, persistent
diarrhea and bacteremia in humans. It is a gram negative, thermosensitive bacterium,
although it can survive at 4 ° C. In Brazil, there are few studies of the occurrence of
Arcobacter in animal products including those of animal origin, especially those most
consumed, such as poultry and pork. There are occasional studies of their occurrence
in cooled products, such as cuts and in refrigerated chicken carcasses. The objective
of this study was to evaluate the occurrence of Arcobacter spp. in refrigerated chicken
cuts and carcasses of the retail and in chicken thighs free of antibiotic and organic
refrigerated from slaughterhouse by conventional isolation and genotyping by
polymerase chain reaction (PCR). A total of 153 chicken meat samples were analyzed,
of which 39.21% (59/153) were positive for the Arcobacter genus. A total of sixty-four
isolates positive for Arcobacter spp., corresponding 89.06% (57/64) of A. lacus, 4.7%
(3/64) of A. thereius, 3.12% (2/64) of A. butzleri, and 3.12% (2/64) of Arcobacter spp.
species not yet identified. Phenotypic resistance analyzes were performed on 12
antibiotics with 34 isolates, previously selected from four different sources of chicken
meat obtained in this study, and three strains used as positive control of Arcobacter
spp. Phenotypic resistance to antimicrobials were 100% for nalidixic acid and
clindamycin , 29.73% for erythromycin, 24.32% for kanamycin, 21.62% for tetracycline,
18.42% for chloramphenicol, 13.51% for gentamycin, 8.11% for streptomycin, 5.41%
for azithromycin and ciprofloxacin, 2.10% for vancomycin and 0.00% for ampicillin.

Keywords: Food microbiology; Chicken; Foodborne pathogen; Antimicrobial;
Arcobacter spp.
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1.INTRODUGAO

As doengas transmitidas por alimentos estdo ganhando importancia devido ao
aumento alarmante do numero de surtos nos ultimos anos em todo o mundo (Scallan et al.,
2016).

O género Arcobacter spp., anteriormente conhecido como Campylobacter
aerotolerante, contém quatro espécies consideradas patogénicas emergentes que podem
ser veiculadas por alimentos - Arcobacter butzleri, Arcobacter cryaerophilus, Arcobacter
skirrowii e Arcobacter thereius (Jyothsna et al., 2013, McGregor e Wright, 2015).

Arcobacter spp foi identificado como um patégeno zoonédtico emergente e o
International Commision Microbiological Specification for Foods (ICMSF, 2002) classificou
espécies de Arcobacter como um sério risco a saude humana. Embora a viruléncia e a
patogénese de certos micro-organismos tenham sido completamente elucidadas,
patdgenos do género Arcobacter ainda merecem estudos de especificos necessitando de
atencao imediata (Ramees et al., 2017).

Em humanos, essas espécies tém sido associadas a gastroenterites e bacteremia,
enquanto em animais tém sido relacionadas a abortamentos, infertilidade, mastites e
diarreia (Shah et al., 2013; Vandamme et al., 1991). As mesmas espécies também sao
frequentemente isoladas de animais assintomaticos, acreditando-se que eles possam ser
o reservatorio natural desse grupo de micro-organismos (Collado&Figueras, 2011).
Alimentos de origem animal provavelmente sdo a principal via de transmissdo de
Arcobacter para humanos, devido a alta prevaléncia que tem sido relatada em carnes de
frangos, de suinos e de bovinos (Houf et al., 2004; Kabeya et al., 2004; Son et al. 2006;
Scanlon et al., 2013; Vicente-Martins et al., 2018) e, ocasionalmente, em alimentos como
leite e frutos do mar (Son et al., 2006; Collado et al., 2009; Serraino et al., 2013; Vicente-
Martins et al., 2018).

Aves silvestres, como, por exemplo, o peru-selvagem (Meleagris gallopavo), atuam
como um importante reservatério de Arcobacter e como uma fonte de infecgao. Passaros
selvagens, como pombas de colarinho (Streptopelia decaocto), também tém sido
apontadas como reservatorios (Di Francesco et al., 2014). Intestinos de aves tém sido
reportados como lugares para abrigar Arcobacter spp. e contaminar os abatedouros durante
o processamento das carcacas, aumentando assim as chances de contaminacao adicional
(Ho et al., 2008a). Em abatedouros, espécies de Arcobacter tém sido relatadas com

frequéncia a partir de varias fontes e sua persisténcia foi registrada mesmo apdés o
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acompanhamento dos procedimentos de sanitizagao, portanto os matadouros atuam como
uma fonte potencial de disseminagdo, mas existem poucos dados epidemioldégicos para
extrair observagdes conclusivas (Collado et al.,, 2010). Portanto, a contaminagdo de
amostras de alimentos e mudancas nas tendéncias dos habitos alimentares humanos
levam ao aumento das infecgbes desse patdgeno na comunidade humana (Wesley et al.,
2000).

Além da escassez de dados de ocorréncia de espécies de Arcobacter em
alimentos, conhece-se muito pouco ainda sobre a diversidade dessa bactéria, inclusive
sobre o perfil de resisténcia a antimicrobianos. De acordo com Rahimi et al., (2014),
atualmente, as informacbes s&o limitadas sobre a prevaléncia e os padrbes de
suscetibilidade aos antimicrobianos. A diversidade e o aumento na resisténcia a antibioticos
tém sido relatados entre isolados de Arcobacter de diferentes partes do mundo (Bagalakote
et al., 2014). A metodologia de isolamento em laboratério para esse micro-organismo até o
presente momento ndo é padronizada, podendo permitir que muitos dos casos importantes
possam passar despercebidos, resultando na subestimacdo da prevaléncia e estado
epidemioldgico de Arcobacter spp. (Harrab et al.,1998). Portanto, os métodos baseados na
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) sdo os mais comumente usados para fins
especificos de detecao e identificacao (Brightwel et al., 2007). Mais estudos s&o essenciais
no campo de diagndstico de Arcobacter spp. para otimizar a sensibilidade e especificidade
dos métodos de diagndstico que estdo atualmente em pratica (Brightwel et al., 2007).

Todos os aspectos relevantes sobre este importante patégeno de origem alimentar
com relagdo a detalhes etiolégicos, evolugdo, emergéncia e diversidade genética de
diferentes espécies de Arcobacter spp., prevaléncia e epidemiologia em animais
necessitam de mais estudos. A patogenia em animais e humanos, a importancia na saude
publica e as tendéncias e avangos no diagndstico, prevengao e controle sdao também
importantes topicos a serem estudados para melhor compreensao desse micro-organismo
(Ramees et al., 2017). A pesquisa de Arcobacter spp. em carnes de frango e a avaliagao
da resisténcia aos antibidticos desses isolados, como proposto neste estudo, podem
fornecer dados da ocorréncia real desse género bacteriano e contribui com informacdes

sobre a diversidade do perfil de resisténcia dessa bactéria ainda tado pouco estudada.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Arcobacter spp.

O género Arcobacter foi criado em 1991, a partir da subdivisdo das espécies de
Campylobacter em trés grandes grupos de homologia rRNA. Um desses grupos, composto
das espécies aerotolerantes de Campylobacter, deu origem ao novo género, na época
contendo apenas duas espécies: Arcobacter nitrofigilis e Arcobacter cryaerophilus
(Vandamme et al., 1991).

Vandamme et al. (1992b), formalmente, transferiram Campylobacter butzleri para o
género Arcobacter e a espécie Arcobacter butzleri, dessa forma, identificaram cinco grupos
principais usando dados de ADN-ADN de hibridacdo, que incluiram Arcobacter
cryaerophilus, Arcobacter butzleri, Arcobacter nitrofigilis € uma nova espécie Arcobacter
skirrowii. A espécie A. butzleri foi nomeada em honra a Jean-Paul Butzler, um médico belga
e microbiologista. O organismo foi identificado a partir de uma grande variedade de habitats
e hospedeiros, que faz com que o género seja reclassificado dentro da subdivisao épsilon
do Proteobacteria (superfamilia VI), juntamente com o género Helicobacter, que € distinta
das outras superfamilias de rRNA dentro do grupo das bactérias Gram negativas
(Vandamme et al., 1991; Debruyne et al., 2008).

Arcobacter em latim significa “bactéria em forma de arco” e esta incluido na familia
Campylobacteraceae de bactérias Gram-negativas. Sao helicoidais e ndo-formadores de
esporos. (Vandamme et al.,1991; Lehner et al., 2005; Collado e Figueras, 2011), modveis
por meio de um unico flagelo polar e demonstram movimento de parafuso, o que |hes
permite passar através de filtros que retém quase todas as outras bactérias, uma
caracteristica explorada para o seu isolamento (Mesbah et al., 1989; Vandamme & De Ley,
1991).

Arcobacter spp. difere-se fisiologicamente de Campylobacter spp. pela capacidade
de tolerar oxigénio, podendo se desenvolver a temperaturas abaixo de 30 °C (Kjeldgaard
et al., 2009). As espécies patogénicas, como A. butzleri, podem se desenvolver entre a
faixa temperatura de 15 °C a 37 °C, sendo 6tima de 30 °C (Hilton et al., 2001). Geralmente,
nenhum desenvolvimento detectavel € observado a 40 °C (Vandamme et al., 1992b).
Arcobacter spp. podem resistir ao congelamento por até 6 meses a - 20 °C e por até 24
meses a -70 ° C, mas, a partir de 55 °C, é rapidamente inativado (D'Sa & Harrison, 2005).

O desenvolvimento 6timo ocorre sob condigdes microaerofilas (3-10% O2) ou em

aerobiose, principalmente das espécies patogénicas, mas nao exigem a presenca de
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hidrogénio, enquanto A. anaerophilus é anaerdbio. Crescem na presenga de 1-2% de Na
Cl e 1% (peso/volume). Cepas de Arcobacter podem tolerar uma ampla faixa de pH - de
5,5 a 9,5-, mas o desenvolvimento étimo ocorre entre pH de 6,8-8,0 (Neill et al., 1979). O
género Arcobacter tem o metabolismo aerdbio e utiliza como fontes de carbono
aminoacidos e acidos organicos, podendo oxidar compostos sulfurados; carboidratos nao
sdo fermentados nem oxidados pela bactéria (Ellis et al., 1977). Estudos relatados até o
presente momento demonstraram que A. butzleri foi capaz de se desenvolver a 10 °C,
temperatura minima de desenvolvimento por este micro-organismo (D'Sa & Harrison, 2005;
Kjeldgaard et al., 2009) e ndo houve desenvolvimento a 40 °C (Hilton et al., 2001).
Confirmacdes quanto a sua tolerancia ao pH, tratamentos de temperatura e concentracoes
de sal foram documentadas recentemente (Cervenka, 2007; Ferreira et al., 2016; Salas-
Masso et al., 2016).

2.2. Taxonomia

A partir dessas espécies, Arcobacter nitrofigilis e Arcobacter cryaerophilus,
varias outras foram descobertas e, até o momento, o género € composto por 27
espécies descritas: A. cryaerophilus, A. nitrofigilis, A. butzleri, A. skirrowii, A. cibarius,
A. halophilus, A. mytili, A. thereius, A. marinus, A. trophiarum, A. defluvii, A.
molluscorum, A. ellisii, A. bivalviorum, A. venerupis, A. anaerophilus, A. cloacae, A.
suis, A. ebronensis, A. aquimarinus, A. lanthieri, A. pacificus, A. faecis, A. acticola, A.
lekithochrous, A. haliotis e A. canalis (Collado e Figueras, 2011; Figueras et al., 2012;
Levican & Figueras, 2013; Levican et al., 2013a; Sasi Jyothsna et al., 2013; Figueras
et al., 2014; Bagalakote et al., 2014; Levican et al., 2015; Whiteduck-Leveillee et al.,
2015; Park et al., 2016; Zhang et al., 2016; Figueras et al., 2017; Tanaka et al., 2017;
Perez-Catalufia et al., 2018a). As origens das 27 espécies estao dispostas no Quadro
1.
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n° Espécies de Arcobacter Origens Referéncias
1 A. nitrofigilis Raizes de Spartina McClung et al. (1983)
2 A. cryaerophilus Abarto de feto Neill et al. (1985)
3 A. butzleri Fezes humanas Kiehlbauch et al. (1991)
4 A. skirrowii Fezes de ovelha Vandamme et al. (1992b)
5 A. cibarius Carne de frango Houf et al. (2003)
6 A. halophilus Lagoa hipersalina Donachie et al. (2005)
7 A. mytili Mexilhdes Collado et al. (2009b)
8 A. thereius Aborto suino Houf et al. (2009)
Agua do mar, algas
9 A. marinus. marinhas Kim et al. (2010)
e estrela do mar
10 A. trophiarium Fezes de porco De Smet et al. (2011)
11 A. defluvii Amostras de esgoto Collado et al. (2011)
12 A. molluscorum. Marisco Figueras et al. (2011a, 2011b)
13 A. ellisii. Marisco Figueras et al. (2011a, 2011b)
14 A. venerupis Marisco Levican et al. (2012)
15 A. bivalviorum Marisco Levican et al. (2012)
16 A. cloacae Marisco Levican et al. (2013a)
17 A. suis Marisco Levican et al. (2013a)
18 A. anaerophilus Sedimento estuarino Sasi Jyothsna et al. (2013)
19 A. ebronensis. Mexilhdes Levican et al. (2015)
20 A. aquimarinus Agua do mar Levican et al. (2015)
21 A. lanthieri EStr“msoffogado e Whiteduck-Léveillée et al. (2015)
22 A. pacificus Agua do mar Zhang et al. (2015)
23 A. faecis Tanque séptico de Whiteduck-Léveillée et al. (2016)
residuos humanos
24 A. acticola Agua do mar Park et al. (2016)
Grandes vieiras
25 A. lekithochrous (tP ecten maximus) e Diéguez et al. (2017)
anque de agua do
mar
26 A. haliotis Intestino de Tanaka et al. (2017)
abalone (molusco)
Canal de agua
27 A. canalis contaminado com Perez-Cataluia et al. (2018a)
esgoto urbano

Quadro 1 - Lista de espécies de Arcobacter spp. e respectivas origens
Fonte: Adaptado de Pérez-Cataluia et al. (2018)

Entre essas espécies, A. butzleri, A. cryaerophilus, A. skirrowii e A. thereius
sdo consideradas patdogenos emergentes de origem alimentar (Ho et al., 2006a;
Prouzet-Mau- leon et al., 2006; Snelling et al., 2006; Houf & Stephan, 2007; Collado
et al., 2009a; Amare et al., 2011; McGregor & Wright, 2015). Durante os ultimos anos,
Arcobacter spp. (Ho et al., 20062) tem ganhado a atengao de pesquisadores mundiais
como um importante enteropatdgeno emergente veiculado por alimentos. A. butzleri é
a espécie mais comum e tem sido associada a doengas humanas, como enterite,
diarreia severa e bacteremia (Engberg et al., 2000) e é considerada um sério risco a

saude humana pelo International Commision Microbiological Specification for Foods
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(ICMSF, 2002). A lacuna de conhecimento no campo do surgimento e evolugao de
Arcobacter € ampla, pois varios temas e questdes permanecem sem resposta.
Informagdes sobre taxonomia do género Arcobacter vem evoluindo rapidamente
desde o dia em que foi definido. As caracteristicas desse patdégeno emergente de
origem alimentar precisam ser melhor elucidadas, de modo a se melhorar o
conhecimento sobre fatores epidemioldgicos, de viruléncia (Ramees et al., 2017) e
comportamento da bactéria em alimentos e ambientes relacionados. Plasmideos, por
exemplo, geralmente estdo presentes em muitos procariontes e desempenham um
papel importante na evolucado dessas espécies, como demonstrado no estudo de Ricci
& Hernandez (2000), que, ao trabalharem com Arcobacter, verificaram que a
sequéncia completa do plasmideo grande, revelava que as proteinas PEG21 PEG22,
PEG23, PEG24, PEG25 PEG26 e PEG 29 mostraram homologia com a secregéo do
tipo IV, que desempenha um papel na transferéncia de material de DNA e toxinas.
Dessa forma, este grande plasmideo pode desempenhar uma fungéo na transferéncia

de genes dentro do Arcobacter spp. (Ricci & Hernandez, 2000).

2.3. Epidemiologia
Arcobacter é considerado um género potencialmente zoonédtico e pode

contaminar o homem pela ingestdo de alimentos e agua contaminados e ha
evidencias de sobrevivéncia no ar ambiente (Collado e Figueras, 2011; ICMSF, 2002).
Aves e suinos sao os veiculos mais citados na sua transmissao. A epidemiologia tem
sido pouco elucidada e requer mais estudos. E considerado um patdgeno potencial
para o ser humano, especialmente em criangas (Larrauri et al., 2014). Em estudos
realizados entre 2008 e 2013, com 6774 pacientes com sintomas de gastroenterite
e/ou gastroenterite aguda, o Arcobacter foi o quarto patégeno mais isolado (Van de
Abbele et al., 2014). Estudos recentes reportam sua sobrevivéncia no interior das
estruturas de amebas (Acanthamoeba castellani). As amebas podem assim se tornar
um reservatorio natural e, dessa forma, veicular a bactéria de fontes aquaticas para
diversos lugares (Ferreira et al., 2015).

O género Arcobacter é associado a seres humanos e animais e ja foi relatado
na Bélgica, Chile, Espanha, Estados Unidos, Franga, Italia, Nova Zelandia, Portugal e
Africa do Sul, entre outros, a partir de: fezes e sangue de individuos que sofreram de

gastroenterite e bacteremia, além dos seguintes tecidos e matrizes: tecidos fetais de
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bovinos e suinos resultantes de abortarmentos; fezes de animais de diversas
espécies; carcagas de aves e suinos; produtos de origem de animais marinhos e
terrestres; agua do mar, lagunas hipersalinas e encanamentos da rede de esgoto
(Ramees et al., 2017).

Arcobacter foi relatado com origem a partir de animais domésticos (bovinos,
suinos, ovinos, equinos , caes), répteis (lagartos, cobras queldnios), carnes (de aves,
de suinos, de caprinos, de ovelhas, de bovinos e de coelho), vegetais € humanos em
diferentes paises como Bélgica, Estados Unidos da América, Dinamarca, Brasil,
Australia, Italia, Holanda, Malasia, Japao, Espanha, Republica Checa, Coréia, Egito e
india (Lehner et al.,2005). O género Arcobacter é uma potencial fonte de
contaminagdo de alimentos e agua. Sendo um micro-organismo patogénico,
representa um problema sério de saude publica (Gonzalez et al., 2007b).

Diferentes espécies de Arcobacter foram isoladas de uma variedade de animais
e seus fluidos corporais, como saliva, secregao vaginal e fezes (Kabeya et al., 2003a;
Ho et al., 2006a). Na india, Patyal et al. (2011) encontraram taxas de prevaléncia de
21% em suinos, 15% em fezes de aves e 3% em diarreia humana. Mohan et al. (2014)
obtiveramporcentagens de isolamento de 8% em fezes de aves, 10% de fezes de
bovinos, 12% de suinos e 2% em amostras de fezes de diarreia humana. Na Bélgica,
Van Driessche et al. (2003) obtiveram positividade para Arcobacter de 44% (suinos),
16% (ovino) e 15% (equino) em amostras fecais coletadas em abatedouros. Também
foi isolado do figado e rins de suinos abortados espontaneamente, mas sua fungao na
patogenicidade ndo esta ainda elucidada (Houf et al., 2009).

A rota de transmissao fecal-oral desempenha também uma fungao importante
no estabelecimento de infecgdo em bovinos (Shah et al., 2011). As mesmas espécies
de Arcobacter foram isoladas num periodo de dois meses de bebedouros, indicando
persisténcia e capacidade de formar biofiimes ou de agir como um bioformador
secundario (Giacometti et al., 2015). A. cryaerophilus foi relatado na cavidade oral de
gatos, com 79% de casos positivos de Arcobacter spp. nesses animais, a partir do uso
de PCR como uma ferramenta de diagnéstico (Fera et al., 2009). Em bovinos sadios,
tem sido relatadas variagdes de frequéncia de ocorréncia em diferentes partes do
mundo, tendo sua presenca ja sido sem qualquer manifestagéo clinica, o que sugere
que o gado pode agir como um reservatorio (Golla et al., 2002). A. butzleri é a espécie
mais comumente isolada em fazendas leiteiras comparada a outras espécies de

Arcobacter, o que pode estar relacionado a capacidade deste organismo de resistir
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em diferentes condigdes ambientais (Golla et al., 2002; Giacometti et al., 2015). Merga
et al. (2011, 2013) relataram prevaléncia de Arcobacter em 43% de fezes de bovinos
e 40% de fezes de ovelhas no Reino Unido. Um estudo na Bélgica relatou prevaléncia
de 59% a 85% de Arcobacter a partir de amostras fecais de suinos (Van Driessche et
al., 2004). Arcobacter pode colonizar a vesicula biliar, mostrando seu potencial de
causar infecgbes no figado e no ducto biliar (Aydin et al., 2007). Ambas as
transmissdes, vertical e horizontal, de Arcobacter spp. foram documentadas em
animais. Sua transmissao transplacentaria também ja foi documentada em suinos (Ho
et al., 2006b).

Collado et al. (2014) reportaram a prevaléncia de Arcobacter em diferentes
espécies marinhas, como moluscos (88%), seguido de mariscos (65%), mexilhdes
(33%), améijoas (24%), vieiras (18%) e ostras (15%). Uma taxa menor de prevaléncia
foi relatada a partir de frutos do mar (21%) da india (Patyal et al., 2011). As cepas de
A. butzleri tinham a habilidade de sobreviver dentro das amebas conhecidas como
Acanthamoeba castellanii, sugerindo que A. butzleri era resistente a digestao
amebiana, dessa forma A. castellanii poderia, assim, atuar como um reservatorio
ambiental e veiculo de transmissao para Arcobacter (Villanueva et al., 2016).

As aves domésticas atuam como reservatorios potenciais para Arcobacter
spp. € a bactéria ja foi isolada da pele de aves domésticas, excrementos e carne
(Corry e Atabay, 2001; Kabeya et al., 2004; Lehner et al., 2005; Ho et al., 2008b;
Collado et al., 2009a)

Muito pouco se conhece sobre a correlagdo dos genes do Arcobacter com os
mecanismos de viruléncia, incluindo as espécies A. cryaeophilus, A. butzleri, A.
skirrowii e A. thereius. Algumas cepas de A. cryaeophilus também produzem toxinas.
As quatro espécies sao invasivas (Collado e Figueras, 2011; Jyothsna et al., 2013;
McGregor e Wright, 2015). A capacidade e velocidade de multiplicacéo e colonizagao
intestinal de A. butzleri é superior a das outras espécies (ICMSF, 2002).

Algumas pesquisas estao sendo desenvolvidas nesse contexto, mas ainda néo
ha uma definicao formal ou consenso sobre a viruléncia funcional, quando comparada
com as espécies de Campylobacter, as quais ja foram amplamente estudadas e tém
seu mecanismo de viruléncia bem elucidado. Ressalta-se que varios estudos tém
demonstrado a capacidade de aderéncia, invasdo e citotoxicidade das espécies
patogénicas de Arcobacter em distintas linhas celulares (Collado e Figueras, 2011).

Além disso, recentemente, foram demonstradas que as espécies de Arcobacter
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apresentam diversos genes putativos de viruléncia similares aos presentes no
Campylobacter jejuni (Douidah et al., 2012, Karadas et al., 2013; Collado et al., 2014).

A partir de estudos disponiveis sobre os genes e fatores de viruléncia em
Arcobacter spp, entende-se que a adeséao, invasao do patdgeno, secregao de toxina
e citocina proé-inflamatéria (IL-8) desempenham papel importante no estabelecimento
da infecgdo no hospedeiro (Collado e Figueras, 2011). A. cryaerophilus e A. butzleri
sao as duas principais espécies de Arcobacter estudadas até o momento, por suas
propriedades de adeséo e invaséao (Collado e Figueras, 2011). Wesley & Baetz (1999)
relataram que o peru (Beltsville White) foi o melhor modelo animal para estudar a
infeccao diarreica causada pelo Arcobacter. Também foi relatado que a propriedade
de hemaglutinina esta associada a A. butzleri, que interagiu com eritrocitos, ajudando
assim na adesao da bactéria (Tsang et al., 1996).

Como os géneros Campylobacter e Helicobacter, a liberagdo de IL-8 na
infeccao por Arcobacter spp pode desempenhar um papel em causar diarreia (Ho et
al., 2007; Ferreira et al., 2014Db). A liberagéo de citocinas pré-inflamatérias € um fator
de viruléncia importante para H. pylori e Campylobacter; da mesma forma, Arcobacter
leva a liberagao de citocinas pro-inflamatdérias (Collado e Figueras, 2011). Zur Bruegge
et al. (2014) relataram que o género Arcobacter tem menos potencial para
sobrevivéncia intracelular e também documentou diferencas especificas de tensao na
capacidade de invasdo e sobrevivéncia do organismo dentro do hospedeiro.
Arcobacter € género mével, como o Campylobacter. Seus flagelos também podem ter
uma funcdo na invasdo de células, como relatado em outras bactérias, na qual o
flagelo ajuda na motilidade e também na colonizagao do patégeno (Ho et al., 2008b).
Estudos sobre a funcdo desempenhada pelos mecanismos imunes do hospedeiro
precisam ser focalizados para explorar os mecanismos de viruléncia de Arcobacter, ja
que o hospedeiro também contribui durante a infeccao, pois, condicdes imunes do
hospedeiro podem afetar os episddios de diarreia (Collado e Figueras 2011).

Dez genes putativos, nomeadamente, cadF, ciaB, cj1349, hecA, iroE, hecB,
irgA, mviN, pldA e tlyA, foram reconhecidos no genoma de A. butzleri ATCC 49616
(Miller et al., 2007; Douidah et al., 2012; Ferreira et al., 2014b). As fun¢des dos
diferentes genes incluem: gene cadF e cédigo do gene cj1349 para as proteinas da
membrana externa, facilitando o contato das células epiteliais intestinais com as
células, aderindo a fibronectina; o gene ciaB estad envolvido na invasao da célula

hospedeira, codifica o gene pldA para a fosfolipase A da membrana externa que
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hidrolisa as ligagdes do éster acilico, o gene tlyA é um gene da hemolisina, o gene
irgA codifica para um receptor da membrana externa da enterobactina, o gene hecA
€ um membro da familia de hemaglutinina filamentosa e cddigos de gene hecB para
proteina de ativagdo de hemolisina (Douidah et al. 2012). Um estudo realizado por
Tabatabaei et al. (2014), no sul do Ira, revelaram seis genes de viruléncia (cadF, ciaB,
cj1349, mviN, pldA e tlyA) em Arcobacter spp. Estes seis genes estavam presentes
em todos os isolados de A. butzleri. Os genes cadF, ciaB, cj1349, mviNin, pldA e tlyA
estavam presentes em 55% e 53%, 98% e 87%, 45% e 60%, 90% e 80%, 33% e 13%,
e 38% e 40% de A. cryaerophilus e A. skirrowii, respectivamente. A identificagdo dos
genes de viruléncia revelou o potencial patogénico das espécies testadas de
Arcobacter.

Varios genes de viruléncia foram responsaveis pela adesao, nomeadamente
cadF, hecA e c¢j1349, invaséao de ciaB, lise dos eritrocitos hecB, tlyA e pldA, aquisi¢ao
de ferro e manutencgao da infecgao irgA e iroE e biossintese de peptidoglicano mviN,
comprovadamente, em outras bactérias (Ruiz, 2008; Flanagan et al., 2009). No
entanto, ndo se sabe se esses genes de viruléncia putativos mostram acgodes
semelhantes em Arcobacter. Embora A. butzleri tenha demonstrado capacidade de se
aderir e de invadir varias celulas in vitro, nenhuma correlagcao foi demonstrada entre
0s genes de viruléncia de A. butzleri e fenétipos de adeséao e invasao (Karadas et al.,
2013; Levican et al., 2013b). Da mesma forma, cinco genes de viruléncia (ciaB, cadF,
cj1349, irgA e hecA) foram detectados em Arcobacter isolados de diferentes fontes:
carne, moluscos, esgoto, fezes de suinos, ovinos e frangos, fontes ambientais,
efluentes de suinocultura, agua do mar, raizes de Spartina alterni flora e feto abortado
de suinos de Nottingham no Reino Unido (Levican et al. 2013b). Estudos dos genomas
de Arcobacter de varias fontes, como suinos, esterco de gado leiteiro, carcagas de
frango e fezes humanas foram recentemente publicados, podendo ajudar na
exploragéo dos varios genes e s de suas fungdes em viruléncia e patogenicidade
(Adam et al., 2014a, 2014b, 2014c; Whiteduck-Léveillée et al., 2016a).

2.4. Arcobacter em humanos

Atualmente, o potencial patogénico do género Arcobacter permanece incerto.
Estudos in vitro de cultura celular de origem animal e humana revelaram que o

Arcobacter spp. pode aderir a células eucaribticas, invadir e produzir toxinas,
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resultando em danos as células do hospedeiro. A adesao e invasao de bactérias as
células hospedeiras sdo essenciais para o sucesso da colonizacao e estabelecimento
dainfecgao (Kolling et al., 2012), em que se mostrou relacionado ao comprometimento
funcional da barreira epitelial em células de carcinoma do célon humano (HT-29/B6),
aumentando dessa forma a permeabilidade macromolecular através da via paracelular
e diminuindo a resisténcia epitelial, devido a infec¢ao por A. butzleri (Tsang et al.,
1996). A alteragdo na composicao e distribuigcdo das jungdes celulares formadas por
cadeias de proteina (tight junction - TJ) foi relatada durante a infec¢ao por Arcobacter
spp., com expressdo diminuida de proteinas associadas a selagem, claudina-1,
claudina-5 e claudina-8, que pode ser responsavel pela diarreia induzida por
A.butzleri.

A. cryaerophilus foi a primeira espécie de Arcobacter a ser identificada de
humanos no ano de 1988 (Tee et al., 1988; Collado et al., 2011) Arcobacter spp. foram
isolados de fezes e amostras de sangue de humanos que apresentaram sintomas de
diarreia (Fisher et al.,2014). As manifestagdes gastrointestinais sdo os sinais comuns
em humanos e podem ser exibidas como diarreia aquosa no caso da infecgao por A.
butzleri, enquanto a diarreia sanguinolenta € geralmente notada em Campylobacter
Jejuni (Collado et al., 2011).

Um estudo realizado na Africa do Sul, relatou A. butzleri como a terceira
micro-organismo mais predominante nas fezes do homem, enquanto que na Bélgica
e na Franca foi relatada quarto micro-organismo mais prevalente (Van Driessche et
al., 2003; Prouzet-Mauleon et al., 2006 Samie et al., 2007; Van den Abeele et al.,
2014).

A enterite causada por Arcobacter spp € uma diarreia aguda que dura de 3 a
15 dias, as vezes tornando-se persistente ou recorrente por mais de duas semanas
ou até dois meses (Vandenberg et al., 2004). A condicdo é frequentemente
acompanhada por dor abdominal e nausea e alguns pacientes também experimentam
febre, calafrios, vbmitos e fraqueza (Vandamme et al., 1992a). A. butzleri foi
frequentemente isolado mais de casos diarreicos em comparagao com pacientes nao
diarreicos. A primeira ocorréncia do género Arcobacter em criangas foi relatada na
Italia, afetando pacientes com dois a oito anos que apresentavam sintomas agudos
de cdlicas abdominais (Vandamme et al., 1992a). Com uma prevaléncia de 8%, o A.

butzleri foi o agente etioldgico da diarreia do viajante adquirida pelos EUA e por
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viajantes europeus na Guatemala, México e india (Jaing et al. 2010; Shah et al. 2011;
McGregor & Wright 2015).

As espécies responsaveis por gastroenterite e queixas gastrointestinais em
humanos sao A. butzleri, A. cryaerophilus, A. skirrowii e A. thereius. Segundo estudos
realizados em distintos paises entre os anos de 1991 e 2010, essas espécies estao
presentes nas fezes dos pacientes e correlacionadas diretamente a diarreia (Collado
e Figueras, 2011). Também, estdo relacionadas com a diarreia dos viajantes,
juntamente com E. coli, e espécies de Shigella, Salmonella e Campylobacter
(McGrego & Wright 2015). Estudos corroboram a presenga de Arcobacter spp,
associada as outras espécies patogénicas (especialmente Campylobacter). A sinergia
de infecgao de diferentes espécies, entretanto, ainda esta pouco elucidada (Samie et
al., 2007).

A identificagcao de Arcobacter spp por diferentes testes bioquimicos é ainda
muito complexa, pois esses organismos sdao metabolicamente inertes (Collado e
Figueras 2011), assim, o isolamento desses organismos continua sendo o método
padrao-ouro para chegar a conclusao diagndstica. Os avangos atuais na area de
desenvolvimento de diagndsticos rapidos e confirmatdrios forneceram varios métodos
moleculares para deteccgao e diferenciacao rapida e especifica de Arcobacter em nivel

de género e espécie, com maior sensibilidade e especificidade (Ramees et al., 2017).

2.5. Arcobacter spp. em alimentos e agua
Embora as rotas de infeccdo por Arcobacter spp nao estejam totalmente

elucidadas, infere-se que podem ser através do contato pessoa a pessoa e através
do consumo de alimentos e agua contaminados (Collado et al., 2009; Collado e
Figueras et al., 2011; Ferreira et al., 2018). De fato, varios surtos de gastroenterite
relacionados ao consumo de aguas (Rice et al., 1999; Fong et al., 2005; Kopilovic et
al., 2008) e alimentos (Vandamme et al., 1992; Lappi et al., 2013, Ferreira et al., 2018)
tém sido potencialmente atribuidos ao género Arcobacter, embora ainda n&o tenha
sido comparada essa relacao.

Arcobacter spp em humanos causam principalmente disturbios entéricos e
existem varios modos de transmissao pelos quais o patdégeno pode colonizar as
células hospedeiras (Collado e Figueras 2011; Ramees et al., 2017). Varios relatorios

sobre a presenga de Arcobacter spp na agua foram documentados e, portanto, o
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consumo de agua contaminada atua como uma fonte eficiente de infecgao (Jacob et
al., 1998). Carne de frango, carne suina e frutos do mar que séo consumidos crus ou
parcialmente cozidos podem levar a infeccdo, uma vez que estes sdo considerados
como principais fontes nas quais Arcobacter ja foram isolados por varios
pesquisadores (Collado et al., 2009, Ferreira et al., 2016, Ferreira et al., 2018).
Arcobacter spp. tem sido também relatados como ja isolados frequentemente
de miudos e carne de frango ,no geral (Fernandes et al., 2015, Villarrruel-Lopes et al.,
2003, Fernandes et al., 2010, Karadas et al., 2013).Também ja foram reportados em
peito de frango (Fallas-Padilha et al., 2014. Oliveira et al., 2018) e em carcagas de
frango (Oliveira et al. ,2001, Eifert et al., 2003, Avila et al., 2011), conforme pode ser

observado no Quadro 2.
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% de Arcobacter

Arcobacter S
spp./Espécie de Fonte Regiao _ Pp- Referéncias
(n=total de
Arcobacter spp.
amostras)
. . _ Atabay and Corry
Arcobacter spp. Carcaca de frango Reino Unido 0,017 (n = 60) (1997)
A. butzleri Carcaca de frango Brasil 46,2 (n = 80) Oliveira et al. (2001)
A. butzleri Carne de frango Australia 73 (n=22) Rivas et al. (2004)
A. butzleri Carcaca de frango Espanha 19,8 (n = 32) Gonéa(l)%znet al.
A. butz/er/,' A. Carcaca de frango Estados Unidos 55,1 (n = 325) Son et al. (2007)
cryaerophilus
A. butzleri, A. - _ Pejchalova et al.
cryaerophilus Carcaca de frango Republica Tcheca 13,6 (n =420) (2008)
_ Collado et al.
Arcobacter spp. Carne de frango Espanha 64,3 (n = 14) (2009b)
A. butzleri, A.
cryaerophilus, A. Frango Coréia do Sul 21,1 (n = 360) Lee et al. (2010)
Skirrowii
A. butzleri Visceras de frango Costa Rica 17,3 (n = 150) Vlllatztaaz)e tal.
Linha de Rasmussen et al
A. butzleri processamento de Dinamarca 13,6 (n = 235) '
f (2013)
rango
A. butzleri, A. _ Gonzalez et al.
cryaerophilus Carne de frango Espanha 41.2 (n=51) (2014)
A. butzleri, A. Carne de peito de . _ Fallas-Padilla et al.
cryaerophilus frango Costa Rica 56 (n = 50) (2014)
A. butzler, A Carne de frango Ira 31(n=100) | Rahimietal. (2014)
cryaerophilus
A. butzleri, A. ) Ramees et al
thereius, A. Carne de frango India 32.45 (n=151) (2014) )
skirrowii, A. cibarius
A. skirrowii, A.
cloacae, A. cibarius, . _ |. Zacharow et al.
A. halophilus e A. Carne de frango Polbnia 85,7 (n=70) (2015)
nitrofigilis
A. butzleri Carne de frango Algmanha 26,8 (n=100) Lehmann D (2015)
A. butzleri Carne de frango India 18 (n=300) Verma M (2015)
A. itius, A. butzleri e . _ Barboza et al.
A. cryaerophilus Carne de frango Costa Rica 6,5 (n= 352) (2017)
A. butzleri, A. Esfregaco cloacal Turquia 78 (n=100) S. Yesilmen (2017)
cryaerophilus do frango
A. butzleri, A.
cryaerophilus e A. Carne de frango Tunisia 100 (n=26) Hela Jribi (2017)
Skirrowii
A. butzleri, A.
cryaerophilus e A. Carne de frango Brasil 18,3 (n=300) Oliveira et al. (2018)
Skirrowii
A. butzleri, A. Vicente-Martins et
cryaerophilus e A. Carne de frango Portugal 92 (n=25) al. (2018)
marinus '

Quadro 2 —Estudos de ocorréncia e prevaléncia de Arcobacter spp. em frangos
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Cabe ainda ressaltar que Oliveira et al. (2001) foram os primeiros
pesquisadores a isolar o género Arcobacter em carcagas de frango para consumo no
Brasil, constatando que 42,5% das amostras provenientes de abatedouro estavam
contaminadas por A. butzleri. No Brasil, ha poucos estudos de ocorréncia de
Arcobacter spp. em frangos e suinos em abatedouros e plantas de processamento.
Além de Oliveira et al. (2001), outra pesquisa revelou a presenca de Arcobacter spp.
em 18,3% (55/300) das carnes de frangos comercializadas em agougues da cidade
de S&o Paulo, sendo 63,6% de A. butzleri 63,6% (35/55) e 36,3% (20/55) de A.
cryaerophilus (Oliveira et al., 2018).

A incidéncia em carne suina também é reportada por Collins et al., (1996),
Ohlendorf & Murano (2002), Driessche & Houf (2007) e Gobbi (2013). Ha alguns
relatos de incidéncia de Arcobacter spp. em carne bovina (Golla et al., 2002, Aydin et
al., 2007, Balamurugan et al., 2013) e produtos lacteos (Giacometti et al., 2013,
Bianchini et al., 2015). Mais recentemente estudos tém relatado a presencga de
Arcobacter em frutos do mar como mexilhdes (Levican et al., 2015) e camardes
(Larrauri et al., 2014).

De acordo Shah et al. 2011, a carne de frango foi relatada com maior
prevaléncia para Arcobacter spp., seguida por carne suina e bovina. Diferentes taxas
de prevaléncia foram registradas em amostras de carne de frango na india variando
de 12% a 33% (Patyal et al.,, 2011; Mohan et al., 2014; Ramees et al., 2014b).
Recentemente, diferentes espécies de Arcobacter foram isoladas (11% das amostras
examinadas) de aves de capoeira na Costa Rica (Bogantes et al., 2015). A maior
incidéncia (83%) de A. butzleri foi relatada com de carne de frango, seguida por carne
bovina (20%) e carne de porco (15%) na Poldnia (Zacharow et al., 2015). Villalobos et
al. (2013) relataram o isolamento de Arcobacter spp. em 17% das amostras de
visceras de aves vendidas na Costa Rica e a maioria desses isolados se mostraram
resistentes ao cloranfenicol e a ampicilina. Badilla-Ramirez et al. (2016) demonstraram
a capacidade da espécie A. butzleri se desenvolver a 4 °C e a 10°C. Esses autores
sugeriram que o fato da espécie A. butzleri, ser uma bactéria que sobrevive a varias
temperaturas de armazenamento, torna-se um risco potencial para a saude dos
consumidores de carne como a de frango (Badilla-Ramirez et al., 2016).

Um estudo realizado na Alemanha por Lehmann et al. (2015) relatou a
prevaléncia de Arcobacter spp.: 34% em carne de peixe, 27% em carne de aves e 2%

em carne bovina moida. Da mesma forma, De Smet et al. (2010) relataram a presenca
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de Arcobacter spp. em carcacas bovinas pré e pos-resfriadas, indicando a
necessidade de praticas higiénicas para quebrar o ciclo de transmissao. A estacao de
tratamento de agua e o ambiente do abatedouros foram implicados na contaminagéao
de carcacgas de frango com Arcobacter spp no Ird (Khoshbakht et al., 2014). O género
Arcobacter foi isolado da carne de coelho no Egito (Suelam, 2012) e também da
Espanha (Collado et al., 2009a). Quatro espécies de Arcobacter (A. butzleri, A.
cryaerophilus, A. skirrowii e A. cibarius) foram isoladas em grande numero de carnes,
especialmente de carcagas de frango (Ramees et al., 2017).

Em Portugal, Vicente-Martins et al. (2018), obtiveram a prevaléncia de
Arcobacter spp em amostras de varejo, sendo a maior em carne fresca de aves
(92,0%), seguida de peixe fresco (68,0%), carne suina fresca (45,8%) e carne bovina
fresca (42,1%). Descrigdes de isolamentos de Arcobacter de alimentos do mar, como
ostras (Romero et al., 2002), peixes (Patyal et al., 2011), mariscos e moluscos
(Collado et al., 2009a) também estao disponiveis. A incidéncia de Arcobacter spp. em
frutos do mar é um dos diferenciais em relagdo as espécies de Campylobacter, que
geralmente ndo sdo encontradas nesses produtos (Collado e Figueras, 2011).
Estudos no Brasil ainda sao inexistentes até o presente, com mariscos e peixes.

Dados de isolamento de Arcobacter spp de amostras de leite também estao
disponiveis em diferentes partes do mundo, indicando a possivel funcio o leite como
possivel veiculo do patégeno. Em um estudo de Selangor, na Malasia, a prevaléncia
de Arcobacter spp. foi de 5,8% em amostras de leite de vaca, nas quais A. butzleri
foi a principal espécie isolada (60%); seguida por A. cryaerophilus (40%) (Shah et al.,
2012a). Da mesma forma, Ertas et al. (2010) relataram prevaléncia de 6% (de) em
amostras de leite cru na Turquia e Revez et al. (2013) relataram prevaléncia de 15%
na Finlandia. Estudo realizado por Giacometti et al. (2014) mostrou que A. butzleri e
A. cryaerophilus sobreviveram por um periodo de seis dias em leite armazenado a 4
°C e 10°C. Dessa forma, pode se concluir que o leite bovino pode ser considerado
fonte de contaminacao por Arcobacter spp. para seres humanos (Giacometti et al.,
2014). O micro-organismo também sobreviveu durante o processamento e
armazenamento de mussarela de bufala, queijo fresco e ricota de ovelha (Serraino et
al., 2013a; Yesilmen et al., 2014; Scarano et al., 2014). Estudos também demostraram
que Arcobacter spp foram isoladas de filtros de leite utilizados em fazendas de criagao
de gado leiteiro (Serraino et al., 2013b). A eliminagao fecal do micro-organismo por

bovinos pode levar a contaminacéao do leite e carcacgas de bovinos, levando a infeccao
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de humanos (Shah et al., 2012b). Em Portugal, Ferreira et al. (2017) examinaram
produtos lacteos, para espécies de Arcobacter, encontrando a seguintes
percentagens de amostras positivas: 47,6% para A. butzleri, 5% para A. marinus € 5%
para A.cryaerophilus. Também relataram que todos isolados de A.butzleri foram
resistentes ao acido nalidixico (97%) a cefotaxima e (56%) a ampicilina. No entanto,
todas as cepas foram suscetiveis a gentamicina e a eritromicina.

Varios surtos de gastroenterite humana associados a Arcobacter spp. tem
sido relacionados ao consumo de vegetais frescos contaminados e, portanto, estes
podem atuar como uma importante via de transmissao (Gonzalez & Ferrus, 2011; Lee
& Choi, 2013). Gonzalez et al., (2010) relataram a presenga de A. butzleri em 10 de
50 amostras de alface fresca selecionadas (20%). Recentemente, algumas espécies
de Arcobacter foram relatadas em alface (Gonzalez & Ferrus, 2011) e em plantas de
processamento de cenoura (Hausdorf et al., 2011). Mottola et al. (2016) relataram que
a ocorréncia de Arcobacter spp. em vegetais minimamente processados prontos para
consumo, foi de 28% (44/160), dos quais 91% (40/44) isolados foram A. butzleri e
9,1% (4/44) isolados foram A. cryaerophilus. Esses resultados indicaram que a
possibilidade de riscos a saude esta associada ao consumo direto de vegetais crus.
Em Portugal, Vicente-Martins et al. (2018), obteve a prevaléncia de Arcobacter spp.
em 47,6% das amostras de varejo de vegetais embalados prontos para consumo.

O consumo de alimentos contaminados ou agua sdo matrizes consideradas
relevantes na via de transmissao de espécies de Arcobacter para humanos e animais,
mas isso ainda merece estudos para confirmacgao (Collado e Figueras, 2011). De
acordo com Jacob et al. (1998), a 4gua contaminada é considerada uma importante
fonte de infeccao por espécies de Arcobacter para seres humanos. As infecgdes por
A. butzleri sdo adquiridas em humanos pelo consumo ou mesmo com o contato com
agua contaminada (De Smet et al., 2011). Arcobacter spp. ja foram isoladas de rios,
lagos, lengdis freaticos e agua do mar, bem como de plancton (Rice et al.,1999). Uma
prevaléncia de 4% de Arcobacter spp. foi registrada em 175 amostras de agua potavel
coletadas em Kayseri, Turquia (Ertas et al., 2010). Varios surtos de Arcobacter spp.
transmitidos pela agua, associados a agua potavel, ja foram também documentados,
incluindo alguns relatados em Idaho, EUA (Prouet-Mauleon et al., 2006). As mesmas
espécies de Arcobacter foram detectadas em plantas de tratamento de agua potavel
e humanos infectados na Alemanha, demostrando que a agua atua como uma

importante fonte de infeccédo (Jacob et al.,1993). As variagdes sazonais na taxa de
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prevaléncia de Arcobacter spp em plantas de tratamento de agua na Catalunha,
Espanha, também foram relatadas com 92% de prevaléncia na primavera, 83% no
verao e 75% no inverno (Collado et al., 2010). Dados sobre isolamentos de Arcobacter
spp. da agua do mar também foram apresentados (Ansari et al., 2015). Arcobacter
butzleri nao pode crescer experimentalmente na agua do mar nem se bioacumular em
mexilhdes. Levican et al. (2014) demonstraram que a prevaléncia do organismo nas
fontes de agua aumentava no periodo de verao a medida que a temperatura da agua
aumentava. Chavatte et al. (2016) relataram que 36% (41/115) de amostras de agua
de varias fontes (66 esgotos, 25 rios, 16 aguas de nascente e 8 aguas de consumo)
foram positivas para Arcobacter spp. Para amostras de agua do mar onde estavam os
peixes, foram positivas para Arcobacter 21% (5/24) amostras de agua, 19% (8/42) do
peixe do local e 15% (5/34) de marisco (Laishram et al., 2016). Estes resultados

indicaram que as amostras de agua do ambiente sao fontes comuns para Arcobacter

Spp.

2.6. Resisténcia a antimicrobianos

Além da escassez de dados sobre a ocorréncia de espécies de Arcobacter,
conhece-se pouco ainda sobre a diversidade dessa bactéria, inclusive sobre o perfil
de resisténcia a antimicrobianos. As bactérias podem ser classificadas em sensiveis
e resistentes aos antimicrobianos. De modo geral, séo classificadas como resistentes
as bactérias que crescem “in vitro”, nas concentragdes médias que os antimicrobianos
atingem no sangue, quando administrados por via oral, Sdo consideradas sensiveis
as que nao crescem nestas concentragdes. A resisténcia bacteriana pode ser natural
ou adquirida. A natural corresponde a uma caracteristica da espécie bacteriana e a
adquirida, a caracteristica de uma ou mais amostras da espécie (Trabulsi; Toledo,
1989). Os estudos disponiveis sugerem que ha um aumento na resisténcia
antimicrobiana contra este patégeno de origem alimentar emergente, o que pode levar
a falhas nos tratamentos com antimicrobianos comumente usados. A. butzleri é
comparativamente mais resistente do que A. cryaerophilus e A. skirrowii (Houf et
al.,2001; Kabeya et al., 2004; Abay et al.,2012).

Na Unido Europeia, segundo Bogaard & Stobberingh (2000), cerca de 50% dos
antibacterianos sao utilizados em animais como forma de tratar e prevenir infeccoes

bacterianas. Sabe-se que o uso indiscriminado de antibiéticos € causa de grande
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preocupacgao devido a indugao a resisténcia de bactérias patogénicas (Silbergeld;
Graham; Price, 2008). Sd0 escassos 0s registros que relacionam a resisténcia de
Arcobacter spp. a antimicrobianos; no entanto, existem muitos estudos que reportam
a resisténcia de Campylobacter a antibiéticos (Ho et al., 2006).

Infecgbes causadas por Arcobacter spp. geralmente sao limitadas, no entanto,
o tratamento é necessario em casos de condigdes crbnicas e graves.
Fluoroquinolonas e tetraciclina tém sido sugeridas para o tratamento de doencgas
humanas e infecgbes causadas por Arcobacter spp., De acordo com Vandenberg et
al. (2004), estes antibiéticos mostraram boa atividade contra estas bactérias. Varios
estudos foram realizados para determinar a suscetibilidade antimicrobiana de isolados
de espécies de Arcobacter de diferentes fontes para varios grupos de antibiéticos (b-
lactamicos, aminoglicosideos, quinolonas, macrolideos, sulfonamidas e tetraciclinas)
(Abay et al.,2012; Son et al., 2007). A resisténcia das cepas de A. butzleri a
clindamicina, azitromicina, ciprofloxacina, cefoperazona e outros antimicrobianos tem

sido relatada com frequéncia (Son et al., 2007).

Em relacdo a susceptibilidade antimicrobiana de Arcobacter, A. butzleri é a
espécie mais discutida (Kiehlbauch et al.,1992; Atabay et al.,2003; Houf et al.,2001;
Fera et .2003; Kabeya et al.,2004). Houve um aumento no desenvolvimento de
resisténcia de Arcobacter spp. aos antimicrobianos. O aumento do cenario desses
micro-organismos resistentes aos medicamentos exige atencao de pesquisadores
para encontrar alternativas para essa questdo. O controle da bactéria Arcobacter spp.
e do uso prudente de antimicrobianos sao fatores benéficos do ponto de vista de
saude publica e seguranga do alimento (Ramees et al., 2017).

Com respeito a susceptibilidade antimicrobiana das espécies de Arcobacter, ha
dados muito limitados e os relatérios disponiveis sugerem que ha um aumento na
resisténcia antimicrobiana contra este emergente patégeno de origem alimentar.
Varios outros estudos indicaram que espécies de Arcobacter sao susceptiveis a
aminoglicosideos e a tetraciclina (Fera et al., 2003).A espécie A butzleri se mostrou
resistente a ampicilina (56%), seguido por cefotaxima (33%) e ciprofloxacina (33%) e
suscetivel a enrofloxacina e gentamicina, drogas de escolha para o tratamento da
infeccao por Arcobacter spp. Os isolados de A. cryaerophilus foram encontrados como
sendo suscetiveis a amoxicilina / acido clavulanico e resistentes a optoquina,

vancomicina, acido fusidico, cloxacilina e cefazolina com suscetibilidade moderada a
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amicacina, enrofloxacina, ofloxacina, oxitetraciclina, cloranfenicol, nitrofurantoina,
eritromicina, ampicilina sulbactam e amoxicilina. O padrao de resisténcia contra
antibiéticos como cefalotina, novobiocina e vancomicina ja foi relatado por varios
pesquisadores, enquanto que na maioria dos casos a bactéria foi sensivel a
azitromicina, ao acido nalidixico e a gentamicina (Mohan et al., 2014). Susceptibilidade
antimicrobiana de 71 isolados de Arcobacter spp. foi testada para 14 drogas, usando
o método de difusdo em disco. Todos os isolados de espécies de Arcobacter testados
mostraram ser resistentes a um ou mais agentes antimicrobianos. A resisténcia a
cefalotina e a vancomicina (96%) foi o achado mais comum, na maioria dos casos
estudados, seguida pela resisténcia a meticilina, azitromicina e ampicilina. Todos os
isolados de Arcobacter spp. foram suscetiveis a gentamicina, estreptomicina,
tetraciclina e canamicina (Rahimi et al., 2014). No entanto, eritromicina (78%),
ciprofloxacina (72%) e doxiciclina (76%) apresentaram atividade moderada contra
Arcobacter spp. Todos os isolados das espécies de Arcobacter eram resistentes a
vancomicina, rifampicina, trimetoprim, ceftriaxona e cefalotina, enquanto os isolados
eram altamente suscetiveis a oxitetraciclina, tetraciclina, ciprofloxacina, eritromicina,
canamicina, amicacina, enrofloxacina e gentamicina. Os mecanismos de resisténcia
das espécies de Arcobacter para antibidticos eram principalmente de natureza

cromossOmica (Abdelbaqi et al.,2007b).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Estudar a ocorréncia de Arcobacter spp. em carcagas e cortes de frango

3.2. Objetivos especificos

Detectar a ocorréncia de espécies consideradas patogénicas de Arcobacter em
carcacgas e cortes de frangos congelados e refrigerados comercializados nas

cidades de Campinas/SP e Piracicaba/SP.

Detectar a ocorréncia espécies consideradas patogénicas de Arcobacter em
coxas de frangos refrigeradas produzidas pelo sistema de criagao livre de
antibidtico (Antibiotic Free — AF) e pelo sistema organico em abatedouro
localizado em Ipeuna-SP.

Selecionar e analisar o perfil fenotipico de resisténcia de espécies de
Arcobacter isoladas de carnes de frango do varejo e de coxas de frango
refrigeradas de abatedouro com produgao organica pela técnica de difusdo em

discos frente a diversos antimicrobianos.
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4. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada entre os anos de 2016 e 2018 e as coletas de amostras
do varejo foram realizadas nas cidades de Campinas-SP e Piracicaba-SP e as de
abatedouro localizado na cidade de Ipeuna-SP.

Para controle de qualidade dos meios de cultura, da reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR) do género Arcobacter spp. e como padrao durante a analise de
isolamento e identificagcdo desse género (Arcobacter) foram utilizados trés isolados
positivos de Arcobacter spp. (dois isolados de Arcobacter butzleri e um de Arcobacter
cryaerophilus), os quais foram concedidos pela Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (FMVZ/USP) para a execugao do presente
trabalho (Oliveira et al., 2018).

4.1. Coleta das amostras
Foram coletadas 153 amostras de carnes de frango para esse estudo, sendo

120 de carcacgas e cortes de frango congelados e refrigerados obtidos no varejo das
cidades de Piracicaba-SP e Campinas-SP entre os meses de Agosto/2016 a

Maio/2017, conforme descrito no Quadro 3.
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Matrizes Periodo de Numero de Numero | Total de amostras por
coleta estabelecimentos de coletas matriz
Frango inteiro congelado 30
Frango inteiro 30
refrigerado
Cortes de frango 30
g Agosto/2016 a 5 5
congelados (coxa,
g (cox Margo/2017
sobrecoxa, peito e asa)
Cortes de frango 30
refrigerados (coxa,
sobrecoxa, peito e asa)
Total de amostras do varejo 120

Quadro 3 - Amostragem das carnes de frango coletadas no varejo das cidades de Campinas-

SP e Piracicaba-SP

Trinta e trés (33) amostras foram oriundas de abatedouro com producéo de

frangos livres de antibidtico (Antibiotic Free — AF) e de sistema organico localizado em

Ipeuna-SP, interior do estado de Sao Paulo. Para essas amostras de cortes de frango

refrigerados (coxas de frango), as coletas foram realizadas entre os meses de
Abril/2017 e Maio/2017, conforme descrito no Quadro 4.
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Dias de Coleta Numero de amostras Tipo de produgao

12/04/17 Livre de Antibidtico

13/04/17

17/04/17

09/05/17

10/05/17

12/05/17

18/04/17 Organico

11/05/17

16/05/17

17/05/17

W| W Wl W W W W W W W w

18/05/17

TOTAL 33

Quadro 4 - Amostragem das coxas de frango provenientes do abatedouro localizado

em Ipeuna-SP
O transporte das amostras foi realizado sob refrigeracéo até o Laboratério de
Higiene e Laticinios do Departamento de Agroindustria, Alimentos e Nutricdo da
ESALQ/USP, onde foi realizado o preparo das amostras, conforme o procedimento do
Servico de Inspecdo Federal norte americano (Food Safety And Inspection
Service/United States Department of Agriculture) (FSIS/USDA, 2014), utilizado para a

analise de Campylobacter, conforme descrito no item 4.2 do presente trabalho .

4.2. Preparo das amostras de frango
O procedimento do Servigo de Inspeg¢ao Federal Norte Americano (Food Safety

and Inspection Service/United States Department of Agriculture) (FSIS/USDA, 2014),
utilizado como referéncia para a analise de Campylobacter spp. As amostras foram
preparadas conforme descritas nos itens 4.2.1 e 4.2.2, com adaptag¢ao para o caldo
de enriquecimento Arcobacter Broth suplementado com CAT (8 mg/L de

Cefoperazona, 10 mg/L de Anfotericina B e 4 mg/L de Teicoplanina) (Oxoid).

4.2.1. Carcacas de frango inteiras
Foi transferida a carcaga para uma bolsa estéril e a seguir feita a sua pesagem.

Adicionaram-se & bolsa e na cavidade da carcaca, 400 mL de Agua Peptonada
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Tamponada (BPW). A seguir, a bolsa foi fechada e submetida a agitagdo (rodando o
liquido na bolsa), de forma a lavar toda a superficie interna e externa da carcacga. Para
a realizagcao dos ensaios, foram adicionados 30mL do liquido de lavagem em 30mL
do caldo de enriquecimento Arcobacter Broth (Oxoid) suplementado com a mistura de
agentes seletivos CAT (8 mg/L de Cefoperazona, 10 mg/L de Anfotericina B e 4 mg/L

de Teicoplanina) (Oxoid) em concentragao dupla.

4.2.2. Cortes de frango
No experimento, 325 g das amostras de frango foram submetidas a pesagem

em condi¢cdes assépticas, transferidas para bolsas estéreis. A seguir, realizou-se a
lavagem da superficie com 1625 mL de Agua Peptonada Tamponada (BPW). Sendo
que em 30 mL do liquido de lavagem, foram adicionados em 30 mL do caldo de
enriquecimento Arcobacter Broth (Oxoid), preparado em concentragdo dupla,
suplementado com antimicrobianos CAT (8 mg/L de Cefoperazona, 10 mg/L de

Anfotericina B e 4 mg/L de Teicoplanina) (Oxoid).

4.3 Isolamento de Arcobacter spp. adaptado de Houf et al. (2001)
Os métodos para isolamento e deteccdo de Arcobacter spp. ainda ndo sao

padronizados, similares a outros micro-organismos como de Campylobacter (APHA,
2001). Mas, de acordo com Collado e Figueras (2011), os procedimentos descritos
por Atabay & Corry (1997) e Houf et al., (2001) tém sido os mais utilizados em
pesquisas para esse fim e foram aplicados nesse estudo como testes preliminares
para a escolha da metodologia de isolamento. O método adaptado de Houf et al.,
(2001) foi o escolhido por ser o mais adequado, levando-se em conta o custo e a
viabilidade de realizagdo das analises nas condi¢gdes do Laboratério de Higiene e
Laticinios da ESALQ/USP. e, dessa forma, utilizado na presente pesquisa.
a) Enriquecimento. A amostra foi preparada e homogeneizada em Arcobacter Broth
(Oxoid) suplementado com a mistura de agentes seletivos CAT (cefoperazona,
anfotericina B e teicoplanina) (Oxoid), conforme descrito no item 4.2.

Posteriormente, foi incubado o caldo a 30°C/48h sob condi¢des aerdbias.

b) Semeadura. Apés 48h, foi colocado um filtro membrana de poro 0,45um sobre a
superficie de uma placa de Agar Arcobacter (Oxoid). Sobre a membrana, foram

inoculados 0,4 mL do caldo enriquecido. As placas foram submetidas a
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temperatura ambiente por 60 min, para que o liquido fosse absorvido pelo meio de
cultura (filtragao passiva). As células de Arcobacter spp. sdo pequenas e moveis,
nao encontrando dificuldade em passar pela membrana. Apés 60min a membrana
foi removida e descartada (levando junto a maioria da microbiota acompanhante,
enquanto as células de Arcobacter spp. ficam retidas no meio de cultura). As
placas foram incubadas a 30°C por até cinco dias, sob condicdes aerdbias,

observando-se o desenvolvimento diariamente.

c) Isolamento e caracterizagao das culturas. Foram selecionadas de uma a quatro
colbnias de cada placa para a caracterizacio. Preferivelmente, as coldnias tipicas
com bordas lisas e 2-4mm de didmetro. As culturas foram repicadas em caldo Brain
Heart Infusion (BHI Broth,) e semeadas em Agar Sangue suplementado com 5%
de sangue de carneiro (estrias de esgotamento) e incubadas a 30°C/24h. Apds o
crescimento, foram submetidas a coloracdo de Gram e teste de catalase. As
culturas bastonetes Gram negativas e catalase positivas foram consideradas

presuntivas.

d)

4.4 Caracterizagao das culturas e preservacgao dos isolados
As culturas caracteristicas foram armazenadas (-20°C e a -80 °C) em caldo

Brain Heart Infusion (BHI Broth,) contendo 20% de glicerol em tubos criogénicos e em
tubos de Triptone Soy Agar (TSA) inclinado em B.O.D. a 4°C para posterior
identificacdo genotipica do género Arcobacter por PCR convencional, conforme

protocolo descrito por Harmon & Wesley (1996) e Houf et al. (2000).

4.5 Identificagao genotipica dos isolados
4.5.1 Preparo da cultura e extragao do DNA

Os isolados foram reativados em caldo Brain Heart Infusion (BHI Broth,)
mantidos em aerobiose a 30 °C por 24 horas. Duas repicagens sucessivas foram
realizadas a fim de obter maximo desenvolvimento bacteriano para a extragao de
acido desoxirribonucleico (DNA).

A extracdo do DNA das amostras foi realizada com o InstaGene™ Matrix (Bio-
Rad Laboratories Hercules, CA, USA), conforme as recomendagdes do fabricante. Em

microtubos estéreis de 1,5 mL, transferiu-se 1 mL do cultivo em caldo BHI e foram
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centrifugados a 12000 rpm por 2 minutos. O sobrenadante foi descartado e, quando
necessario, o procedimento foi repetido. O pellet foi lavado com 1 mL de agua Milli-Q
estéril e centrifugado a 12000 rpm por 2 minutos. O sobrenadante foi eliminado e
foram adicionados 200 ul de InstaGene™ Matrix ao pellet, mantendo a amostra por
30 minutos a 56°C. Em vortex, o microtubo contendo a amostra foi agitado por 10
segundos em alta velocidade e, em seguida, foi realizado o tratamento térmico a 100°
C por 8 minutos e, posteriormente, foi centrifugado a 12.000 rpm por 2 minutos. Para
a verificagdo indireta da quantidade de DNA, foi realizada a medicdo em
espectrofotdmetro a 260 nm (Thermo Fisher, Scientific™ NanoDrop™) no Laboratério
de Biologia Celular e Molecular do Centro de Energia Nuclear da Agricultura (CENA).

As amostras de DNA foram armazenadas a -20°C.

4.5.2 Reacgao de cadeia da polimerase (PCR) para o género Arcobacter
A identificagdo genotipica das amostras de DNA para o género Arcobacter foi

realizada por PCR convencional, no Laboratério de Higiene e Laticinios da
ESALQ/USP, e os primers utilizados foram descritos por Harmon &Wesley (1996),

conforme dispostos no Quadro 5.

Regiao Primer Sequéncia Descricao Pares de bases
(5" —> 3 (Pb)
Gene 16SrRNA Arco | AGAGATTAGC
gene (Harmon CTGTATTGTA
& Wesley, TC 1223
1996) Arcobacter spp.
Arco Il TAGCATCCCC
GCGAATGA

Quadro 5 — Sequéncias de nucleotideos dos primers Arco | e Arco |l utilizados para
identificacdo do género de Arcobacter spp.

Fonte: Adaptado Harmon & Wesley (1996).

Para a reacdo de PCR foram utilizados 2 pyl do DNA bacteriano, 2,0mM de
MgCl2, 10 pmol de cada primer (Arcol e Arcoll), 1.0 U de Tag DNA polimerase, 1 X
tampéao de PCR e agua até o volume final de 25 pul. A reagcédo de PCR realizada iniciou
com a desnaturagdo a 94°C por 4 minutos seguido por 30 ciclos de 1 minuto a 94°C,

1 minuto a 58°C e 1 minuto a 72°C. As amplificagdes foram realizadas em
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termociclador Bio-Rad C-1000 (BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA) (Harmon &
Wesley, 1996)

Aliquotas de 5 yL da reagao de PCR foram analisadas por eletroforese (80V,
80 mA, 120 minutos) em gel de agarose 1% (m/v) tampao TBE 0,5X (45 mM Tris-
Borato; 1 mM EDTA pH 8,0), contendo brometo de etidio (0,3 pg/mL de gel). Foi
aplicado um padrao de peso molecular de 100 pares de bases (pb). A imagem do gel
foi capturada por um digitalizador sob trans-iluminacgao ultravioleta usando o Image
LabTM Software do Molecular Imager Gel Doc™ XR (BioRad Laboratories, Hercules,
CA, USA). Para controle da reagdo em cadeia pela polimerase foi utilizado o DNA
extraido de Arcobacter butzleri concedido pela Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (FMVZ/USP) (Oliveira et al., 2018).

4.5.3 Deteccao de espécies de Arcobacter spp. por multiplex PCR (mPCR)
A reacao por m-PCR para identificacdo da espécie de Arcobacter foi

realizada no Instituto de Bioquimica y Microbiologia da Facultad de Ciencias da
Universidad Austral de Chile (UACH) de acordo com o Convénio com a ESALQ-USP
, € 0s primers utilizados foram descritos por Houf et al., (2000); Douidah et al., (2010),
conforme mostra o Quadro 6.

Para a reagao de PCR foram utilizados 5 pl do DNA bacteriano, 1,5 ul de MgCl2
(50 mM), 1 ul de cada primer (50 uM), 0,3 de Taq DNA polimerase (5U/ pl), 5ul 10X
tampéao de PCR e agua (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha) até o volume final de
50 ul. A reacdo de PCR realizada iniciou com a desnaturagao a 94°C por 4 minutos
seguido por 30 ciclos de 45 segundos a 94°C, 45 segundos a 58°C e 2 minutos a
72°C. As amplificagdes foram realizadas em termociclador Biometra® (Houf et al.,
2000; Douidah et al., 2010).

Aliquotas de 10 ul da reagéo de PCR contendo 1ul Buffer de Carga 10X foram
analisados por eletroforese (100V, 500 mA, 120 minutos) em gel de agarose 2% (m/v)
com tampao Buffer 1.5X contendo SYBR Safe Invitrogen DNA® (Thermo Fisher
Scientific). Foi aplicado o padrao de peso molecular GeneRuler 100 bp plus DNA
Ladder. A imagem do gel foi capturada por um digitalizador sob trans-iluminagao

ultravioleta Fermentas®.
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Pares de
Regiao Primer Sequéncia Espécie bases
(pb)
CryF TGCTGGAGCGGATAGAAGTA
23SrRNA gene i
(Houf et al., A. cryaerophilus 395
2000) CryR AACAACCTACGTCCTTCGAC
ArcoF GCYAGAGGAAGAGAAATCAA Regiao
conservada
23SrRNA gene ButR TCCTGATACAAGATAATTGTACG A. butzleri 2061
(Zf’“'zdoﬂho)et TherR GCAACCTCTTTGGCTTACGAA A. thereius 1590
CibR CGAACAGGATTCTCACCTGT A. cibarius 1125
SkiR | TCAGGATACCATTAAAGTTATTGAGT A. skirrowii 198

Quadro 6 — Sequéncia de nucleotideos utilizados diferenciagdes das espécies
Fonte: Adaptado de Houf et al. (2000) e Douidah et al. (2010).

Aqueles isolados para os quais nao foi possivel identificar as espécies por m-
PCR foram submetidos e analisados pela técnica de PCR-RFLP (Figueras et al.,
2008).

4.5.4. Amplificagdo da regiao rRNA 16S pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR)

A analise de amplificagéo inicial de 1026 pb do gene 16S rRNA para analise
molecular por PCR-RFLP e posterior digestdo enzimatica utilizando a enzima Tru1l
(Msel) foi realizada no Instituto de Bioquimica y Microbiologia da Facultad de Ciencias
da Universidad Austral de Chile (UACH).

Para a amplificacdo por PCR, foram empregados primers (CAH 16S 1a-
Forward e CAH 16S 1b-Reverse) descritos por Marshall et al. (1999) para amplificar
fragmentos de DNA de 1.026 pares de base (pb).
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Regiao Primer Sequéncia Descrigao Pares de
(5" —> 3 bases (pb)
Gene 16S | CAH 16S 12 - | AAT ACATGC AAG TCG AAC GA
rRNA (Marshall | Foward Fragmentos de
et al.,1999) DNA do gene | 1026
CAH 16S 1b - | TTA ACC CAA CAT CTC ACG AC 16S rRNA
Reverse

Quadro 7 — Sequéncias de nucleotideos dos primers utilizados para amplificag&o inicial de
1026 pb do gene 76S rRNA

Fonte: Adaptado Marshall et al. (1999)

Para verificar a amplificacao foi utilizado o protocolo descrito por Marshall et al.,
(1999), com a reagao contendo 5 ul do DNA bacteriano, 1 pl de cada primer (50mM),
1 ulde dNTP 10mM, 1,5 pl de MgClI2 , 0,5 ul de Taq DNA polimerase (5 U/ pl), 5 pl de
buffer 10X e agua ultrapura estéril (Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha) até o
volume final de 50 ul. A reacido de PCR realizada iniciou com a desnaturacio a 95°C
por 2 minutos seguido por 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 52°C, 90
segundos a 72°C e extensao final 72°C por 10 minutos. As amplificagdes foram
realizadas em termociclador Biometra® (Marshall et al., 1999).

Aliquotas de 10 pL da reagao de PCR contendo 1ul Buffer de Carga 10X foram
analisados por eletroforese (100V, 500 mA, 40 minutos) em gel de agarose 1% (m/v)
com tampao Buffer 1.5X contendo SYBR Safe Invitrogen DNA® (Thermo Fisher
Scientific). Foi aplicado o padrao de peso molecular GeneRuler 100 bp plus DNA
Ladder. Foram incluidos cinco controles positivos, sendo: Arcobacter butzleri (LMG
10828), Arcobacter cryaerophilus (LMG 9904), Arcobacter skirrowii (LMG 6621),
Arcobacter thereius (LMG 24486) e Arcobacter cibarius (CECT 7203). Também foi
utilizado um branco (solugao de reagao, com adigao da enzima e sem adi¢gao de DNA)
como controle negativo da reagao. A imagem do gel foi capturada por um digitalizador
sob trans-iluminacgao ultravioleta Fermentas®.

A amplificac&o foi realizada como controle para verificar a correta amplificagcéo
inicial de 1026 pb do gene 16S rRNA antes de utilizar a enzima Tru1l (Msel) na reagao

de PCR-RFLP, conforme a metodologia de Figueras, et al. (2008).
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4.5.5. Deteccao de espécies dos géneros Arcobacter, Campylobacter e
Helicobacter pela técnica de PCR dos Polimorfismos na Longitude dos
Fragmentos de Restricao (PCR-RFLP)

Assim como a reagao por m-PCR, as analises de PCR-RFLP para identificagcéo
das espécies dos géneros Arcobacter, Campylobacter e Helicobacter também foram
realizadas no Instituto de Bioquimica y Microbiologia da Facultad de Ciencias da
Universidad Austral de Chile (UACH) de acordo com o Convénio entre as
Universidades.

Apos verificacdo da amplificagao, foi feita analise de restricdo de endonuclease
dos produtos como descrita por Figueras et al. (2008). Aliquota de 10 yl dos produtos
de PCR foram acrescidos 2ul de tampéo, 5U de enzima de restricdo Tru1l (Msel), 10
Ml de produto da PCR e completando com agua ultrapura estéril (Merck Millipore,
Darmstadt, Alemanha), perfazendo um total de 20ul. Dessa forma, foram submetidos
a 3 horas de digestdo a 65°C em Termoblock, conforme a recomendagdo do
fabricante.

Aliquotas de 10ul da digestao enzimatica por Tru1l (Msel) contendo 3 ul Buffer
de Carga 6X foram submetidos a corrida eletroforética (100 Volts, 500 mA por 2
horas), juntamente com o padrdo de peso molecular GeneRuler 100 bp plus DNA
Ladder em gel de agarose 3% (m/v) com tampé&o Buffer 1.5X contendo SYBR Safe
Invitrogen DNA® (Thermo Fisher Scientific). Foram incluidos um controle positivo para
Arcobacter butzleri LMG 10828 e um branco (solugdo de reagédo, com adigdo de
enzimas e sem adigao de DNA. A imagem do gel foi capturada por um digitalizador
sob trans-iluminacgao ultravioleta Fermentas®.

Aqueles isolados para os quais nao foi possivel identificar a espécie por m-PCR
(Houf et al., 2000; Douidah et al., 2010) e foram obtidos como resultados pares de
bases semelhantes aos das espécies Arcobacter pela técnica de PCR-RFLP
(Figueras et al., 2008), foram submetidos a analises adicionais de Sequenciamento

do gene RNAr 16S para dar continuidade a identificagao dos isolados de Arcobacter.

4.5.6. Sequenciamento do gene RNAr 16S
Para os isolados que nao foram identificados pelas metodologias descritas

anteriormente, foram realizadas analises adicionais de sequenciamento do gene RNAr

16S para dar continuidade a identificacdo das espécies dos isolados de Arcobacter.
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Primeiramente, foi realizada a amplificagao inicial de 1.026 pb do gene 16S
rRNA, conforme Marshall et al. (1999), conforme descrito no item 4.5.4., empregando
os primers (CAH 16S 1a-Forward e CAH 16S 1b-Reverse) para amplificar fragmentos
de DNA de 1.026 pares de base (pb) (Marshall et al.,1999) no Laboratério de Higiene
e Laticinios do LAN/ESALQ/USP.

Apods a amplificacdo por PCR, no Laboratério de Biologia Celular e Molecular
da Profa. Dra. Tsai do Centro de Energia Nuclear e Agronémico (CENA/USP), foi
realizada a purificacdo dos produtos utilizando-se o kit GE HealthCare marca
lllustraTM GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification Kit (made in UK), o DNA
quantificado na concentragdo minima de 40 ng/uL.

As amostras foram enviadas ao Setor de Sequenciamento de DNA do CEBTEC
(Centro de Biotecnologia Agricola) para finalizagdo com a reagao de sequenciamento
e para a geragao da sequéncia de cada isolado com a utilizagdo da técnica de Sanger

com o Sequenciador 3100.

4.5.7 Analise Filogenética
Em conjunto com o Prof. Dr. Luis Collado do Laboratério de Campylobacter do

Instituto de Bioquimica y Microbiologia da Facultad de Ciencias da Universidad Austral
de Chile (UACH), as sequéncias obtidas foram alinhadas com auxilio do programa
MEGA versdao 6.0 e comparadas com as depositadas no GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local
Alignment).

Foram consideradas da mesma espécie, os isolados com resultados que

apresentaram acima de 98,6% de similaridade com a sequéncia do teste.

4.6. Perfil fenotipico de resisténcia
4.6.1. Micro-organismos testados
A atividade antimicrobiana foi avaliada com 34 isolados do total de 64
isolados de Arcobacter das diferentes origens das amostras de carnes de frango
coletadas, abrangendo metade do total dos isolados das amostras de Frango em
cortes refrigerado do varejo (n=16), Frango inteiro refrigerado do varejo (n=11) e
Frango em cortes congelado do varejo (n=6). Para as amostras que obtiveram menor

numero de isolados, foram testados todos os isolados de Arcobacter spp. Essas
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amostras foram: Frango inteiro congelado do varejo (n=2) e Frango em cortes
refrigerado de abatedouro de produgao de orgénica (n=2). Também, foram incluidas
trés cepas de Arcobacter spp. (dois isolados de Arcobacter butzlerie um de Arcobacter
cryaerophilus) fornecidas pela Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de Sao Paulo (FMVZ/USP) para essa pesquisa (Oliveira et al., 2018). A
origem e a identificacdo da espécie de cada isolado ou cepa testados estdo dispostas

na Tabela 1.



Tabela 1- Origem e identificagdo dos micro-organismos testados pela atividade

antimicrobiana
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Identificagdo  Isolado/Cepa Origem Identificagéo
para Espécie
antibiograma
1 AQOa Frango inteiro refrigerado do varejo A. lacus
2 A10a Frango inteiro refrigerado do varejo A. lacus
3 A43 Frango inteiro congelado do varejo A. lacus
4 Ad4 Frango inteiro congelado do varejo A. lacus
5 A74 Frango em cortes refrigerado do varejo Arcobacter spp.
espécie nao
identficada
6 A66 Frango em cortes refrigerado do varejo A. lacus
7 A66 Frango em cortes refrigerado do varejo A. butzleri
8 A68 Frango em cortes refrigerado do varejo A. butzleri
9 A75 Frango em cortes refrigerado do varejo A. lacus
10 A91 Frango em cortes congelado do varejo A. thereius
11 A95 Frango em cortes congelado do varejo A. lacus
12 A104 Frango em cortes congelado do varejo A. thereius
13 A105 Frango em cortes congelado do varejo A. thereius
14 A146b Frango em cortes refrigerado de A. lacus
abatedouro de producéo organica
15 A147b Frango em cortes refrigerado de Arcobacter spp.
abatedouro de produgao organica espécie nao
identficada
16 AO1a Frango inteiro refrigerado do varejo A. lacus
17 AQ2a Frango inteiro refrigerado do varejo A. lacus
18 AQ05¢c Frango inteiro refrigerado do varejo A. lacus
19 AQ9a Frango inteiro refrigerado do varejo A. lacus
20 A12b Frango inteiro refrigerado do varejo A. lacus
21 A14b Frango inteiro refrigerado do varejo A. lacus
22 A16a Frango inteiro refrigerado do varejo A. lacus
23 A20a Frango inteiro refrigerado do varejo A. lacus
24 A21b Frango inteiro refrigerado do varejo A. lacus
25 A70 Frango em cortes refrigerado A. lacus
26 A72 Frango em cortes refrigerado A. lacus
27 A74 Frango em cortes refrigerado A. lacus
28 A78 Frango em cortes refrigerado A. lacus
29 A84 Frango em cortes refrigerado A. lacus
30 A87 Frango em cortes refrigerado A. lacus
31 A88 Frango em cortes refrigerado A. lacus
32 A90 Frango em cortes refrigerado A. lacus
33 A108 Frango em cortes congelado A. lacus
34 A120 Frango em cortes congelado A. lacus
35 Ab1 Controle Positivo de Arcobacter -Frango A. butzleri
em cortes refrigerados da cidade de Sao
Paulo (FMVZ/USP; Oliveira, et al., 2018)
36 Ac Controle Positivo de Arcobacter -Frango A. cryaerophilus
em cortes refrigerados da cidade de Sao
Paulo (FMVZ/USP; Oliveira, et al., 2018)
37 Ab2 Controle Positivo de Arcobacter -Frango A. butzleri

em cortes refrigerados da cidade de Sao
Paulo (FMVZ/USP; Oliveira, et al., 2018)
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4.6.2. Método de difusdao em agar

A atividade antimicrobiana dos antibiéticos frente aos isolados de Arcobacter
spp. selecionados foi realizada por meio da técnica de difusdo em agar Mueller-Hinton
suplementado com 5% de sangue de carneiro desfibrinado, conhecido como
antibiograma com a metodologia recomendada pelo National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS, 2015). O inoculo padrao de cada isolado foi preparado
em solugao salina de cloreto de sodio 0,85%, a partir de colénias vivas da espécie

bacteriana contidas em uma placa de Agar TSA na densidade ¢ética do padrao 0,5 Mc

Farland (0,08 - 0,1 a 625 nm), correspondente a 108 UFC/mL. Os antibidticos em
discos utilizados foram: ampicilina (10 pg), azitromicina (10 ug), cloranfenicol (30 ug),
ciprofloxacina (15 ug), clindomicina (15 pg), eritromicina (15 ug), gentamicina (10 ug),
canamicina (30 pg), acido nalidixico (2 pg), estreptomicina (30 pg), tetraciclina (30 pg)
e vancomicina (30 pg). As bactérias de cada suspensdo foram inoculadas em agar
Muller Hinton com 5% de sangue de carneiro desfibrinado usando um cotonete estéril
com ponta de algodao. As placas foram mantidas a 37° C por 1 a 2 minutos, para
permitir que aerobiose a 30° C por 48h. O didametro das zonas de inibicao de
desenvolvimento do micro-organismo frente ao antimicrobiano, sendo que quanto
maior o didmetro formado ao redor do disco contendo o antimicrobiano, maior a
inibicdo do micro-organismo testado frente a este antimicrobiano. Os halos foram
medidos com paquimetro e comparandos com os padroes estabelecidos pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute - CLSI (2018) e pelo The European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing — EUCAST (2018) para Campylobacter jejuni e
Campylobacter coli, Enterobacteriaceae e organismos n&o-fastidiosos, conforme

apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Padrées utilizados para comparagao do nivel de resisténcia ao antimicrobianos de

Arcobacter spp. e as respectivas referéncias para a interpretagdo dos resultados obtidos

nesse estudo

Categorias interpretativas e didmetros,

em milimetros, (breakpoints), dos Ziasiég g:
Antimicrobianos antimicrobianos difus3o Referéncias
Sensivel Intermedidrio Resistente (mm)
i (S) (mm) (1) (mm) (R) (mm)
Acido nalidixico ) CLSI,
30ug 219 14 -18 <13 Enterobacteriaceae 2018
Ampicilina 10ug =14 <14 Enterobacteriaceae E(l)JféAST,
Campylobacter
Azitromicina 15ug =20 <20 Jejuni E(l)J%AST,
>24 <24 Campylobacter coli
Canamicina 30ug =18 14 - 17 <13 Enterobacteriaceae %‘18;
Campylobacter
Ciprofloxacina 5ug =26 <26 jejuni e E(l)JféAST,
Campylobacter coli
Organismos nao
) fastidiosos -
Escherichia coli
ATCC® 25922 CLS|
Clindamicina 2ug Organismos nao 201 8’
fastidiosos -
24-30  Staphylococcus
aureus ATCC®
25923
Cloranfenicol 30ug =218 <18 Enterobacteriaceae E(l)JféAST,
Campylobacter
Eritromicina 15ug 220 <20 Jejuni E(l)J%AST,
=24 <24 Campylobacter coli
Estreptomicina 10ug 215 12-14 <11 Enterobacteriaceae %‘18 g
Gentamicina 10ug 215 13-14 <12 Enterobacteriaceae S(I)‘ 18 g
Campylobacter
Tetraciclina 30ug 230 <30 jejuni e E(l)J 1%AST’
Campylobacter coli
Organismos nao
) fastidiosos -
Escherichia coli
ATCC® 25922 CLS|
Vancomicina 30ug Organismos nao 201 8’
fastidiosos -
17-21 Staphylococcus
aureus ATCC®
25923

Legenda: (-) indica que o disco n&o esta disponivel ou que os pontos de interrupgcéo ndo séo aplicaveis,

no caso dos antimicrobianos Clindamicina e Vancomicina para Organismos nao fastidiosos -

Escherichia coli ATCC® 25922 Gram-negativo (CLSI, 2018), assim como Arcobacter spp. Dessa forma,

foram necessarios utilizar os padrbes desses antimicrobianos dos Organismos nao fastidiosos para

Staphylococcus aureus ATCC® 25923 (CLSI, 2018) para que fosse possivel as analises dos dados, ja
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que nao ha referéncia padronizada para comparagcao do nivel de resisténcia a antimicrobianos de

Arcobacter spp. até o momento.

4.6.3. Andlise estatistica
A andlise estatistica dos dados obtidos no teste de antibiograma foi efetuada

com auxilio do software FactoMineR, versao 1.39 (2017), pela da Analise exploratéria
de dados multivariada e mapeamento de dados utilizando o método de componente
principais: analise de componentes principais (PCA) para variaveis quantitativas,

gerando o mapa de fator individuais e o mapa do fator de variaveis.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Isolamento de Arcobacter

A inexisténcia de uma metodologia padronizada de isolamento de Arcobacter
tornou necessaria a utilizacdo de procedimentos para o preparo da amostra para
analise de Campylobacter, conforme ja descrito e a adaptagdo da metodologia e
isolamento para Arcobacter de Houf et al. (2001).

Foram analisadas 153 amostras de carnes de frango. Dessa forma, foram
selecionadas de uma a quatro colbnias tipicas pequenas, lisas e transparentes com
bordas lisas e 2-4mm de didmetro em crescimento a 30°C/72h em Agar Arcobacter
(Oxoid), que foram submetidas aos testes bioquimicos de coloragdo de Gram e
catalase. As col6nias que apresentaram coloragdo de Gram negativas, bastonetes de
forma helicoidal e catalase positivas foram consideradas presuntivas para Arcobacter
spp. obtendo um total de 303 isolados, conforme ilustrado nas Figuras 1, 2 e 3.
Ressaltando que houveram amostras que apresentaram o desenvolvimento de
colénias semelhantes as colbnias tipicas de Arcobacter spp. que nao foram
confirmadas positividade para Arcobacter spp. €, também, possivel contaminagao nas

mesmas placas onde foram isoladas as col6nias presutinvas para Arcobacter spp.

Figura 1 — Crescimento de Figura 2 — Coloragao de Figura 3 - Catalase
colbnias tipicas de Gram com colbnias positiva para as colbnias
Arcobacter em Agar consideradas presuntivas consideradas presuntivas
Seletivo. Fonte: Arquivo para Arcobacter. Fonte: para Arcobacter. Fonte:

pessoal (2017) Arquivo pessoal (2017). Arquivo pessoal (20
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5.2 Identificagao genotipica

5.2.1 PCR Convencional para Arcobacter spp.

Das 153 amostras de carnes de frangos analisadas, foram obtidos 64 isolados
de Arcobacter spp. Pela técnica de PCR convencional, confirmou- se a positividade
do agente estudado em 38,56% (59/153) das amostras de carnes de frango e 21,12%
(64/303) do isolados presuntivos, conforme exposto na Tabela 3 e ilustrado nas

Figuras 4 e 5.
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Tabela 3 — Resultados positivos para Arcobacter spp. nas amostras de carnes de

frango
% de amostras _ N
, Numero de . % de isolados positivos
Origem positivas Arcobacter
amostras para Arcobacter spp.
spp.

Frango inteiro congelado do
varejo das cidades de 30 6,6% (2/30) 6,6% (2/40)

Campinas-SP e Piracicaba-SP

Frango inteiro refrigerado do
varejo Campinas-SP e 30 53,3% (16/30) 36,2% (21/58)

Piracicaba-SP

Frangos em cortes congelados
do varejo Campinas-SP e 30 40% (12/30) 18,7% (12/64)

Piracicaba-SP

Frangos em cortes refrigerado
do varejo Campinas-SP e 30 90% (27/30) 38,5% (27/70)

Piracicaba-SP

Frango em cortes refrigerado de
abatedouro de produgdo de

L ) . 15 13,3% (2/15) 8,7% (2/23)
organica localizado na cidade

de Ipeuna-SP

Frangos em cortes refrigerado
de abatedouro de producao
frango de livre de antibiético (AF 18 0,0% (0/18) 0,0% (0/35)
Antibiotic Free) localizado na

cidade de Ipeuna-SP

Total 153 38,56% (59/153) 21,12% (64/303)
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spp.

Amostras de carnes de frango de abatedouro
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Figura 4 — Gel de agarose de produtos de amplificagdo por PCR do género de Arcobacter. 1 —
marcador molecular 100 pares de bases (pb); 2 — Controle negativo da reagao de
PCR; 3 — Controle positivo do género de Arcobacter; Amostras de isolados de
frangos em cortes refrigerados de abatedouro de produgéo organica: 4 — Amostra
146b (positiva); 5 — Amostra 146¢ (negativa); 6 — Amostra 147b (positiva); 7 —

Amostra 147c (negativa)

Amostras de carnes de frango refrigeradas do varejo__
14 15

- MM 100pb
» A butzleri

n NA-Vazio
w C()

5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 5 - Gel de agarose representativo de produtos de amplificagdo por PCR do género
Arcobacter 1- marcador molecular 100 pb; 2 — NA(vazio); 3 — Controle Negativo (reacdo de PCR sem
DNA); 4— Controle positivo A. butzleri (controle positivo utilizado pertence a colegdo do Departamento
de Patologia da FMVZ/USP, Oliveiral et al., 2018); Amostras de frango em cortes refrigerados do varejo:
5- Amostra A70 (positiva); 6- Amostra A71(positiva); 7- Amostra A72 (positiva); 8- Amostra A74
(positiva); 9- Amostra A75 (positiva); 10 — Amostra A76 (negativa); 11 — Amostra A77 (negativa); 12 —
Amostra A78 (positiva); 13 —Amostra A79 (positiva); 14 — Amostra A80 (positiva); 15 — Amostra
A81(positiva).
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5.2.2. Identificagoes das espécies dos isolados de Arcobacter spp. por m-
PCR

Os 64 isolados identificados como Arcobacter spp. foram submetidos a
analise de espécie por m-PCR (Houf et al., 2000; Douidah et al., 2010), podendo os
resultados das amplificagdes ser visualizados na Figura 6.

Amostr: DNA Isol.

St 100pb
ADN cepa PP 15-3

A. butzleri LMG 10828
A. cryaerop. LMG 9904
A. skirrowii LMG 6621
A. thereius LMG 24486
A. cibarius CECT 7203

St 100pb

()

Figura 6 - Gel de agarose de produtos de amplificagdo por m-PCR para espécies de Arcobacter. St
100pb — marcador molecular GeneRuler 100 pb Plus. Amostra 3 (negativo); Amostra 6 (negativo),
Amostra (negativo), Amostra 8 (positiva- A. butzleri); Amostra 9 (negativo), Amostra 10 (positiva- A.
butzleri); Amostra 12 (negativo), Amostra 13 (negativo), Amostra 14 (negativo), Amostra 15 (negativo),
Amostra 18 (negativo); DNA cepa PP15-3 — cepa A. butzleri pertencente ao Laboratério de
Campylobacteraceae da UACH; Arcobacter butzleri LMG 10828: Controle positivo; Arcobacter
cryaerophilus LMG 9904: Controle Positivo; Arcobacter skirrowii LMG 6621; Arcobacter thereius LMG
24486; Arcobacter cibarius CECT 7203; St 100pb — marcador molecular GeneRuler 100 pb Plus.

Foram identificados 5 isolados pela metodologia de m-PCR para espécies. Das
5 espécies identificadas por m-PCR, 2 foram positivas para A. butzleri e 3 para A.
thereius, obtendo assim o resultado de 3,12% de isolados positivos para A. butzleri e
4,68% para A. thereius. A origem das amostras de carnes de frango que apresentaram
contaminacgao por A. butzleri foi somente a de frango em cortes refrigerado de varejo
das cidades de Campinas-SP e Piracicaba-SP, totalizando 1,30% (2/153) do total de
amostras de carne de frango. Para A. thereius, a origem das amostras contaminadas

foi a de frango em cortes congelado do varejo das cidades de Campinas-SP e
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Piracicaba-SP, com o total de 1,96% (3/153) das amostras coletadas. Os outros 59
isolados, os quais nao foi possivel a identificacdo da espécie por m-PCR, foram
analisados por PCR-RFLP (Figueras et al., 2008).

5.2.3. Deteccao de espécies dos géneros Arcobacter, Campylobacter e
Helicobacter pela técnica de PCR-RFLP

Os 59 isolados ndo identificados m-PCR foram submetidos a analise de PCR-
RFLP de acordo com Figueras et al. (2008). Para os isolados de todas as amostras
de carne de frango (59/59), foram obtidos como resultados pares de bases
semelhantes aos da espécie Arcobacter butzleri: 548pb, 216pb e 138pb e, como
controle positivo, foi utilizada a linhagem Arcobacter butzleri (LMG 10828). A Figura 7
apresenta a reagdo de PCR da amplificacdo de fragmentos de DNA de 1026 pb do
gene RNAr 16S. A Figura 8 apresenta, como resultado, pares de bases semelhantes

do gene RNAr 16S da espécie A. butzleri.

Isolados de amostras de carnes de frango

A. butzleri LMG 10828

St 100pb
St 100pb

3 4 5 6 7 9 12 13 14 15 18 19 21 22

C(-)

Figura 7 - Gel de agarose de reagao de PCR da amplificagdo de fragmentos de DNA de 1026
pb do gene 16S rRNA: St 100pb — marcador molecular GeneRuler 100 pb Plus; Amostra 3 (positiva —
amplificagdo do gene); Amostra 4 (positiva — amplificagdo do gene; Amostra 5 (positiva — amplificagao
do gene); Amostra 6 (positiva — amplificacao do gene); Amostra 7 (positiva — amplificagdo do gene);
Amostra 9 (positiva — amplificagdo do gene); Amostra 9 (positiva — amplificagdo do gene) ); Amostra 12
(positiva — amplificagdo do gene); Amostra 13 (positiva — amplificagcdo do gene); Amostra 14 (positiva -
amplificagdo do gene); Amostra 15 (positiva - amplificacdo do gene); Amostra 18 (positiva -
amplificagdo do gene); Amostra 19 (positiva - amplificacao do gene); Amostra 21 (positiva - amplificagao
do gene); Amostra 22 (positiva - amplificagdo do gene); Arcobacter butzleri (LMG 10828): Controle



548 pb

216 pb

138 pb

59

positivo; C (-): Controle negativo da reagdo de PCR do gene 16S rRNA; St 100pb — marcador molecular
GeneRuler 100 pb Plus.

A. butzleri LMG 10828

E

Amostras de frango do varejo

abatedouro

St 100pb
5t 100pb

c(-) A61 Al6a AOS5c Ad44f A120 AO0Scf A89 AODa A71 Al0af A10bf Al6a A61f A44 A146b A147b

Figura 8 - Gel de agarose de produtos da reacdo de PCR-RFLP com enzima a Trull (Msel) para
espécies dos géneros Arcobacter, Campylobacter e Helicobacter : St 100pb — marcador molecular
GeneRuler 100 pb Plus; C (-): Controle negativo da reagédo de PCR-RFLP; A61 (positiva - perfil A.
butzleri); A16a (positiva - perfil A. butzleri); AO5c (positiva - perfil A. butzleri); A44f (negativa); A120
(positiva - perfil A. butzleri); AO5cf (negativa); A89 (positiva - perfil A. butzleri); AOOa (positiva - perfil A.
butzleri); A71 (positiva - perfil A. butzleri); A10af (negativa); A10bf (negativa); A16a (positiva - perfil A.
butzleri); A61f (negativa); A44 (positiva - perfil A. butzleri); A146b (positiva - perfil A. butzleri); A147b
(positiva - perfil A. butzleri); Arcobacter butzleri (LMG 10828): Controle positivo; St 100pb — marcador
molecular GeneRuler 100 pb Plus

Por PCR — RFLP, todos os isolados apresentaram perfis de bandas
visualmente idénticos ou muito semelhantes ao do controle positivo. Entretanto, com
os resultados obtidos por essa técnica ainda ndo é possivel confirmar a espécie.
Foram, entdo, necessarias analises de sequenciamento do gene RNAr 16S para

identificacao das espécies.

5.2.4. Identificagcao das espécies de Arcobacter por Sequenciamento do
gene RNAr 16S

Para os 59 isolados que nao foram identificados por m-PCR e obtiveram perfil
de pares de bases semelhantes aos da espécie Arcobacter butzleri, através da PCR-

RFLP, conforme descrito anteriormente, foram realizadas analises adicionais de
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sequenciamento 16S para dar continuidade a identificagao das espécies dos isolados
de Arcobacter.

Do total de amostras de carnes de frango positivas para Arcobacter spp. nesse
estudo, foram obtidos 64 isolados. As espécies isoladas foram Arcobacter lacus com
positividade de 89,06% (57/64), seguida por Arcobacter thereius com 4,68% (3/64),
Arcobacter butzleri e Arcobacter spp. espécie nao identficada ambas com 3,12%
(2/64). Pela analise de sequenciamento do gene RNAr 16S, foram identificados os 59
isolados de carnes de frango, sendo que 57 foram positivas para A. lacus e 2 para
Arcobacter spp. espécie nao identficada. Assim, do total de isolados analisados
(N=64), 89,06% (57/64) de isolados foram positivos para A. lacus e 3,12% (2/64) para
Arcobacter spp., espécie nao identficada. As amostras de carnes de frango que
apresentaram contaminacido e as respectivas espécies de Arcobacter estao

apresentadas na Tabela 4.
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Tabela 4 — Identificagcao e origem das espécies dos isolados de Arcobacter spp. de amostras

de carnes de frango.

Origem dos isolados A. A. butzleri A. thereius Arcobacter spp.

lacus (espécie nao
identficada)

Frango inteiro congelado do varejo 3,12% - - -

das cidades de Campinas-SP e (2/64)

Piracicaba-SP (n=2)

Frango inteiro refrigerado do varejo 32,81% - - -

das cidades de Campinas-SP e (21/64)

Piracicaba-SP (n= 21)

Frango em cortes congelado do varejo  14,06% - 4,68% (3/64) -

das cidades de Campinas-SP e (9/64)

Piracicaba-SP (n=12)

Frango em cortes refrigerado do 37,5% 3,12% - 1,56%

varejo das cidades de Campinas-SP e (24/64)  (2/64) (1/64)

Piracicaba-SP (n=27)

Frango em cortes refrigerado de 1,56% - - 1,56%

abatedouro de producdo organica (1/64) (1/64)

localizado em Ipeuna-SP (n=2)

Total de isolados (n=64) 89,06%  3,12% 4,68% 3,12%
(57/64)  (2/64) (3/64) (2/64)

As sequéncias obtidas a partir do sequenciamento do gene RNAr 16S foram

alinhadas com auxilio do programa MEGA versdao 6.0 e comparadas com as
depositadas no GenBank (www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) utilizando a ferramenta
BLAST (Basic Local Alignment). Os resultados detalhaos do sequenciamento do gene
RNAr 16S para todos os isolados de Arcobacter de carnes de frango estado
apresentados no ANEXO A desse trabalho.

Foram consideradas como da mesma espécie os isolados com resultados que
apresentaram acima de 98,6% de similaridade com a sequéncia do teste. A Figura 9,
apresenta a arvore filogenética das espécies dos isolados. Foi encontrada maior
porcentagem de ocorréncia de A. lacus. No entanto, cabe ressaltar a proximidade
entre as espécies A. lacus e A. butzleri ao observa-las na arvore filogenética. Os
resultados mais detalhados da identificagdo genotipica para todos os isolados de

Arcobacter de carnes de frango estao apresentados no ANEXO B desse trabalho.
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Figura 9 — Arvore filogenética com as sequéncias obtidas dos isolados de Arcobacter de carnes de

frango pela técnica de sequenciamento do gene RNAr 16S.
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No Brasil existem poucos estudos que relatam a ocorréncia de Arcobacter em
carnes de frango e suina em abatedouros e plantas de processamento. No presente
trabalho, do total de 153 amostras de carnes de frango analisadas, a porcentagem de
positividade encontrada para Arcobacter spp. foi de 38,56% (59/153). Corroborando
com a taxa obtida no presente estudo, Fallas et al. (2014) relataram a frequéncia de
ocorréncia de Arcobacter spp. (56%) em amostras de peito de frango coletadas em
amostras comerciais da Costa Rica. Villalobos et al. (2013) verificaram menos
amostras positivas (17,3%) quando analisaram visceras de frango. Oliveira et al.
(2018), em pesquisa recente no Brasil, demonstraram 18,3% de carnes de frango
contaminadas por Arcobacter spp.

A maior taxa de isolamento de Arcobacter foi a de amostras de carne de
frango provenientes do varejo com 37,25% (57/153). Ja para as amostras de carne de
frango de origem de abatedouro de produgao organica e livre de antibidtico (Antibiotic
Free — AF), a taxa foi bem menor: 1,31% (2/153). Barboza et al. (2017), também
encontraram diferengas nas taxas de isolamento de Arcobacter spp. entre amostras
de varejo e de amostras provenientes de plantas de processamento, obtendo 56,6%
para amostras do varejo, 8,7% para amostras de carcagas apos tratamento de chiller,;
porém para conteudo cecal foram positivas 34,8% das amostras.

Em relacdo a diferenga da taxa de isolamento de Arcobacter entre a origem
das amostras de carnes de frango do varejo (37,25%) e as amostras de carnes de
frangos provenientes abatedouro de producao organica e livre de antibiético (Antibiotic
Free — AF) (1,31%), a taxa de contaminagdo das provenientes de abatedouro para
Arcobacter spp., foram de: 1,31% (2/153) para cortes de frango refrigerados de
sistema de producéo orgénica e 0% (0/153) para cortes de frango refrigerado sistema
de producao livre de antibiético (AF-Antibiotic Free). Para as provenientes de varejo,
as taxas foram diferentes para cada tipo de temperatura de armazenamento e corte
comercializados, sendo encontrada positividade para Arcobacter spp. de 17,64%
(27/153) para cortes de frangos refrigerados, 10,45% (16/153) para frangos inteiros
refrigerados, 7,84% (12/153) para cortes de frangos congelados e 1,31% (2/153) para
frangos inteiros congelados, nao sendo possivel determinar em qual etapa da cadeia
produtiva ocorre a contaminagao por Arcobacter spp., no entanto sugerem que as
contaminagdes desses produtos pode ocorrer nos abatedouros e se estender até os
pontos de distribuicdo. Atabay et al. (2003) também relataram maior incidéncia de

Arcobacter spp. em carnes refrigeradas com taxa de 95% e menor em carnes de
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frango congeladas com taxa de 23%. Essas menores porcentagens de ocorréncia em
produtos congelados pode estar relacionada a injuria bacteriana pelo frio.

Pode-se também levantar a hipétese de possivel falha do controle da
temperatura ao longo da cadeia de processamento de carnes de frango até a géndola
do varejo, permitindo maior incidéncia de Arcobacter spp. em produtos de carnes de
frango préximo a temperatura de abuso no armazenamento no varejo, como os cortes
refrigerados do varejo e frangos inteiros refrigerados do varejo. Além disso, podem ter
ocorrido falhas manipulagdo de manipulacdo dos produtos ao longo do processo
produtivo de carnes de frango, aumentando a probabilidade de contaminagao cruzada
por Arcobacter spp. através das maos de manipuladores, objetos, mesa de cortes,
utensilios, por exemplo, j4 que as amostras de cortes de frangos refrigerados e
congelados do varejos apresentaram maior contaminagao por Arcobacter spp.,
quando comparadas as amostras de frangos inteiros do varejo refrigerados e
congelados. Além dessas, podem ter outras fontes de contaminacéo de Arcobacter
spp., como o0 ambiente de processamento, transporte e local de armazenamento
inadequados.

Ressalta-se o isolamento da primeira espécie de amostras de carnes de frango
provenientes de varejo e de abatedouro de producéo organica , A. lacus, espécie
potencialmente nova isolada de agua residual reciclada na Espanha (Perez-Cataluna
etal., 2018), o que € inédito no Brasil e, além disso, ndo existem estudos de ocorréncia
dessa espécie em frangos até o momento. A segunda espécie mais isolada, A.
thereius, néo é frequentemente isolada em carnes de frango, sendo comumente
encontrada em amostras de aborto de suinos. A porcentagem de positividade de
3,12% para A. butzleri encontrada nesse trabalho em amostras de carne de frango é
menor do que as obtidas em outras pesquisas, assim como nao foi detectada a
espécie A. cryaerophilus que, frequentemente, €& isolada em carnes de
frango.Contrastando com as espécies de Arcobacter spp. isoladas em carnes de
frango no presente estudo, Oliveira et al. (2018) analisaram em carnes de aves
comerciais e encontraram 63,6% de positividade para A. butzleri e 36,3% para A.
cryaerophilus. Outro estudo brasileiro revelou 46,25% das carcagcas de frango
contaminadas por A. butzleri (Oliveira et al., 2001). Fallas-Padilla et al. (2014)
avaliaram amostras de peito de frango comercializadas na Costa Rica e obtiveram
59% de A. butzleri, 19% de A. cryaerophilus e 22% nao foram identificados a espécie.

Khoshbakht et al. (2014) ao analisarem amostras de carcagas de aves, equipamentos
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e instalagdes de abatedouros iranianos encontraram 73% de A. butzleri, 9% de A.
cryaerophilus e 4,1% de A. skirrowii. Lee et al. (2010) analisaram amostras de carne
de frango do varejo, na Coréia do Sul e verificaram prevaléncia de 18,3% para A.
butzleri, e 2,8% para A. cryaerophilus. Esses resultados, assim como os que
apresentados na presente pesquisa, apontam mais uma vez para a importante
participagdo da carne de frango como veiculador de Arcobacter spp. com potencial
patogénico.

As diferencgas nas frequéncias de isolamento podem ser explicadas em termos
de diferengas no tamanho da amostragem, de metodologias de isolamento
empregadas e das condi¢gdes higiénicas das lojas de varejo e plantas de
processamento. Ressalta-se que a metodologia de isolamento de Arcobacter spp.
utilizada no presente trabalho foi adaptada de Houf et al. (2001) e foi baseada em
cultivo da amostra em caldo Arcobacter suplementado por CAT (Oxoid) e,
posteriormente, cultivo por filtracdo passiva (poros de 0,45um) em Agar Arcobacter
suplementado com CAT (Oxoid), diferente da utilizada na maioria dos estudos
publicados, que empregaram a metodologia de Atabay & Corry (1997), a qual utiliza
caldo Arcobacter suplementado por CAT (Oxoid) e cultivo posterior em Agar Sangue
(BA — Blood Agar). Portanto, a metodologia utilizada na presente pesquisa pode ter
possibilitado a obtencdo de espécies incomuns de Arcobacter spp. em carnes de
frangos e a selecdo de diferentes espécies e espécie potencialmente nova de
Arcobacter spp. 0 que é bastaste interessante. Ao utilizar dois diferentes meios de
cultivos para Arcobacter, Salas-Massé et al. (2016) obtiveram como resultado de
amostras de agua e mariscos 51,9% positivas para Arcobacter spp. para ambos os
meios de cultivos utilizados; 38,5% foram positivas utilizando somente o novo método
(caldo Arcobacter-CAT com 2,5% de NaCl seguido de desenvolvimento em Agar
Marinho) e 9,6% foram positivas utilizando o método mais comum (caldo Arcobacter-
CAT seguido de desenvolvimento em Agar Sangue). Além disso, como etapa
essencial de identificacdo de Arcobacter spp. e preliminar para a identificacdo das
espécies de Arcobacter spp. por m-PCR, foi realizada a PCR convencional de género
para todos os isolados presuntivos de Arcobacter spp., assegurando que todos os
isolados que seriam submetidos as analises moleculares de identificacdo de espécies
eram do género Arcobacter spp. Gonzalez et al. (2014) encontraram diferenga na
metodologia de deteccdo de Arcobacter spp., obtendo maior positividade para

Arcobacter spp. utilizando a técnica de PCR convencional para Arcobacter spp., com
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45,1% em amostras de carcagas de frango, do que somente por m-PCR, pela qual
obteve 41,2%.

E relevante considerar que 59 isolados, do total de 64 isolados, que ndo foram
identificados por m-PCR e, anteriormente, a identificacdo dos isolados de A. lacus
(57/64) e de Arcobacter spp. espécie nao identficada (2/64) por sequenciamento do
gene RNAr 16S, foram submetidos a analise de PCR-RFLP obtiveram perfil de bandas
da espécie A. butzleri para todos os isolados testados por PCR-RFLP, indicando que
essas espécies podem estar relacionadas também com alguma modificagéo
ambiental e/ou da espécie de A. butzleri. Dessa forma, existe a possibilidade de A.
lacus possuir e/ou adquirir caracteristicas virulentas semelhantes da espécie A.
butzleri, demonstrando a importancia do controle desse micro-organismo como
patdgeno alimentar em carnes de frangos de varejo e de abatedouro. A relagao entre
as espeécies A. butzleri e A. lacus foi verificada por uma recente pesquisa realizada
por Pérez-Catalufia et al. (2018), na qual reavaliaram a taxonomia das vinte e sete
espécies conhecidas de Arcobacter spp. e das treze recém-conhecidas, agrupando a
espécie A. butzleri e a potencial espécie A. lacus no mesmo grupo monofilético (cluster
1b), demonstrando que sdo proximas quanto as caracteristicas fenotipicas e
genotipicas, sendo provenientes de diferentes fontes, como aguas residuais,
humanos, animais e de pele de frangos.

Dessa forma, considera-se de significante relevancia a Saude Publica a
presencga de Arcobacter nos produtos de origem animal, uma vez que se trata de um
patdgeno alimentar emergente e com carater zoonético (Ho; Lipman; Gaastra, 2006).
Além disso, considerando-se que as amostras de carnes de frango do varejo e de
abatedouro de produgao orgénica sao alimentos que deveriam ter a seguridade em
relacdo a patégenos garantida, uma vez que se encontram no ultimo setor antes de
chegar ao consumidor, mesmo que esse sofra tratamento térmico anteriormente ao
seu consumo. Arcobacter spp. € uma bactéria sensivel ao calor, ja que suas células
sdo inativadas a partir de 55°C (Vandamme et al., 1992, On, 2001, Attanosova et al.,
2008) e, portanto, é destruida com cozimento adequado dos alimentos. Entretanto, a
presenga de patdgenos em carnes, mesmo cruas, € sempre uma preocupagao, pois
existe o risco de ocorréncia de contaminagdes cruzadas nos ambientes de preparo,
tanto de servicos de alimentacdo como de residéncias, além da possibilidade de falhas

de cozimento.
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Campylobacter € um microrganismo com algumas caracteristicas
comuns ao Arcobacter e tem sido apontado como importante causador de Doencgas
Transmitidas por Alimentos (DTA) nos EUA e Europa. Nos Estados Unidos,
recentemente foram estabelecidos padrdes para Campylobacter em carcagas de
frangos e perus (objetivos de desempenho), tendo-se a seguinte tolerancia: 10,4% de
amostras positivas em um ciclo de 51 carcacas de frango (tolera-se 5 positivas). Para
Salmonella a tolerancia € menor: 7,5% de amostras positivas no ciclo de 51 carcagas
de frango. (USDA, 2011). Para Arcobacter ndo ha padrdes microbiolégicos para
carnes de frango, porém no futuro esse podera ser um microrganismo incluido nos
padrées microbioldgicos de objetivo de desempenho, assim como Salmonella e

Campylobacter.

5.3. Analise do perfil fenotipico de resisténcia

O perfil de resisténcia dos isolados de Arcobacter spp. aos antibiéticos foi
avaliado de forma qualitativa através do método de difusdo em agar (NCCLS, 2015)
correlacionando a atividade antibacteriana dos doze antibi6ticos sobre os trinta e
quatro isolados de Arcobacter spp. de carnes de frango e trés controles positivos de
Arcobacter spp. , dois controles positivos de A. butzleri e um de A. cryaerophilus
concedidos pela FMVZ/USP, a partir da analise de componentes principais (PCA) das
médias dos valores do didmetro da zona de inibigdo (Figura 10). Observou-se que o
eixo horizontal explicou 87,79% da variancia total dos resultados obtidos, enquanto
que o eixo vertical os outros 4,59% restante (Fig. 10), obtendo, entéo, a representacéo
dos dados obtidos da atividade antibacteriana dos antibiéticos testados sobre isolados
de Arcobacter spp. nesse trabalho Também, ao demonstrar a medicdo do diametro
da zona de inibigao por antimicrobiano, foi possivel observar que os antimicrobianos
que obtiveram maiores valores de medigdo do didmetro, ou seja, que houve maior
inibicdo do desenvolvimento bacteriano estdo localizados no eixo horizontal positivo,
sendo: ciprofloxacina, tetraciclina, cloranfenicol, azitromicina, ampicilina e
vancomicina. Ja os que obtiveram menor medicao do didmetro, estdo no localizados
no sentido oposto do eixo horizontal, sendo: acido nalidixico, clindamicina e

canamicina.
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Figura 10 - Analises de componentes principais (PCA)

Dos doze antibidticos testados nos isolados de Arcobacter spp. e controles
positivos de Arcobacter spp. avaliados, onze apresentaram zonas de inibicdo em pelo
menos um dos micro-organismos testados. Para os antibi6ticos clindamicina e acido
nalidixico todos os isolados testados (37/37) foram resistentes. Ja, para eritromicina
(11/37), canamicina (9/37), tetraciclina (8/37), cloranfenicol (7/37), gentamicina (5/37),
estreptomicina (3/37), azitromicina (2/37) ciprofloxacina (2/37) e vancomicina (1/37).
A quantidade de isolados resistentes foi menor que a metade para cada antibiético e,
para ampicilina, nenhum foi resistente. Foi possivel observar que dentre os vinte e
sete isolados de Arcobacter lacus, no minimo dois isolados foram resistentes aos doze
antibidticos testados. Para as quatro espécies testadas de Arcobacter butzleri
(incluindo os dois controles positivos concedido pela FMVZ/USP), as trés espécies de

Arcobacter thereius, uma espécie de Arcobacter cryaerophilus (controle positivo
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concedido pela FMVZ/USP) e para as duas espécies de Arcobacter spp. espécie nao
identficada, no minimo um isolado obteve perfil resisténcia para quatro antibiéticos

diferentes. Esses resultados estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5- Perfil de resisténcia de isolados de diferentes espécies de Arcobacter spp.

aos antimicrobianos

Espécies testadas de Arcobacter spp. de isolados de carnes de frango

Antimicrobiano A" C:ss_‘:ter An Cgé’sfte’ A lacus A thereius  A. butzleri A:s?é):cci_faegggp' A. butzleri cryae/rqo.phi/L

(n = 37)! (n = 34)2 (n=27) (n=3) (n=2) |de(:rr11tZC;)da CP? (n=2) CP*(n=1)

Acido ralidiico 37 (100%)  34(100%) 27 (100%)  3(100%) 2 (100%) 2 (100%) 2 (100%) 1(100%)
Ampiciina 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
itomicna | 2GA1%) 2(541%)  2(741%)  0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Coramicna 9 (2432%)  9(2432%) 9(33,33%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Cirofloxacna  2G41%)  2(641%)  2(741%)  0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Cindamicina 37 (100%)  34(100%) 27 (100%)  3(100%) 2 (100%) 2 (100%) 2 (100%) 1(100%)
Cloranfonice 7 (1842%)  6(1842%) 5(1852%)  0(0%) 0 (0%) 1(50%) 1 (50%)° 0 (0%)

Erromicna 11(29.73%) 10(20,73%) 10(37.04%)  0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(100%)
Estoptomicina 3@ 11%)  3(@11%)  3(11,11%)  0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
contarmicina 5(1351%)  5(1351%)  5(1852%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
etaciding | B(2162%)  8(2162%) 7(2562%) 1(3333%)  0(0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Vancomicina ___ 1(2,70%) ___1(2,94%) 1 (3.70%) __ 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) 0 (0%) 0(0%)

Legenda:'Considerando os trinta e quatro isolados de Arcobacter spp. testados e os trés controles positivos de
Arcobacter spp. utilizados A. butzleri CP1 e CP3 e A. cryaerophilus CP2 ; 2 Considerando somente os trinta e
quatro isolados de Arcobacter de carnes de frango testados Dois controles positivos de A. butzleri (CP1 e CP3);
4 Controle positivo de A. cryaerophilus (CP2); 3Somente o controle positivo A. butzleri CP3 apresentou resisténcia
ao Cloranfenicol.

Os resultados do perfil fenotipico de resisténcia aos antibidticos referentes a
origem dos isolados de Arcobacter spp. demonstrou que os isolados de frango em
cortes e frango inteiro refrigerados do varejo apresentaram maior resisténcia do que
os provenientes de outros tipos de amostras, sendo resistentes a nove do total de

doze antibidticos testados. Entretanto, esses isolados estavam em maior ndmero
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dentro os testados. Ja as amostras de frango inteiro e frango em cortes congelados
do varejo e de cortes de frango de produgao organica obtiveram perfil de resisténcia
em quantidade menor de antibidticos, com menor niumero de isolados de Arcobacter
spp. testados, sendo a primeira a seis antibidticos, a segunda e a terceira a cinco

antibidticos, conforme o Quadro 8.
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Quadro 8 - Perfil de resisténcia aos antimicrobianos de Arcobacter spp. isolados de carnes de frango

de diferentes origens

Frango em Total Controles
Frango Frando cortes (n=34)" | positivos de
Frangoem | Frango em intei?o refrigerado Arcobacter -
cortes inteiro cortes conaela de Frango em Total
Origem | refrigerado | refrigerado | congelad d ogd o abatedouro cortes (n=37)
do varejo* | do varejo* odo vareio* ** de refrigerados
(n=13) (n=11) varejo* (n =12) producéo do varejo™*
(n=6) organica (n=23)
Antimicrobiano (n=2)
> 34 3 (100%) 37
13 (100%) | 11 (100%) | 6 (100% 2 (100% 100%
Adidonaligiico | o | 11 109%) | ST 4003 | 21100%) 1 (100%) 10w
0 0 (0%) 0
0 (0%) 0 (0%) 0(0%) | 0(0%) 0 (0%) (0%) (0%)
Ampicilina
2 0 (0%) 2
1(7,69%) 0 (0%) 0(0%) | 0(0%) 1 (50%) (5,41%) (5,41%)
Azitromicina e
. 6 1 2 \ 9 0(0%) 2
Canamicina 0(0%) | (54,.45%) | (16,76%) | (100%) | © %) | (24,32%) (24,32%)
2 2 0 (0%) 2
0 (0%) 0(0%) | 0(0%) 0 (0%) (5,41%)
Ciprofloxacina (18,18%) (5:41%)
> 34 3 (100%) 37
o, o, o, o, 0,
Clindamicin 13 (100%) | 11 (100%) | 6 (100%) (100%) 2 (100%) (100%) (100%)
5 6 1(33,33%) 7
1(7,69%) 0(0%) | 0(0%) 0 (0%) (18,42%)
Cloranfenicol (45,45%) (17,64%)
. 6 . > . 10 1(33,33%) 11 ,
Eritromicin 1(7,69%) (54,45%) 0 (0%) (100%) 1 (50%) (29,41%) (29,73%)
3 0 (0%) 3
2(15,38%) | 0 (0%) 0(0%) | 0(0%) 1 (50%) (8,82%) (8,11%)
Estreptomicina oesn
4 5 0 (0%) 5
0 (0%) 0(0%) | 1(50%) 0 (0%) (13,51%)
Gentamicina (36,36%) (14,70%)
. 4 1 2 \ 8 0(0%) 8
Tetracidlina 1(7.89%) | (36 36%) | (16,76%) | (100%) | O ©%) | (23 52%) (21,62%)
1 0 (0%) 1
. 0 (0%) 1(9,09%) | 0(0%) | 0(0%) 0 (0%) (2,94%) (2,10%)
Vancomicina ’

Legenda:'Considerando os trinta e quatro isolados de Arcobacter spp. testados e os trés controles positivos de

Arcobacter spp. utilizados A. butzleri CP1 e CP3 e A. cryaerophilus CP2; 2Considerando somente os trinta e quatro

isolados de Arcobacter spp. de carnes de frango testados; *= Varejo das cidades de Campinas-SP e Piracicaba-

SP; **= Abatedouro de produgéo organica localizado na cidade de Ipeuna-SP; ***= Varejo do municipio de Sao
Paulo-SP (Oliveira et al., 2018).
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Do total de trinta e quatro isolados e trés controles positivos de Arcobacter spp.
testados, a resisténcia fenotipica frente aos antimicrobianos foi de 100% para acido
nalidixico e clindamicina, 29,73% para eritromicina, 24,32% para canamicina, 21,62%
para tetraciclina, 18,42% para cloranfenicol, 13,51% para gentamicina, 8,11% para
estreptomicina, 5,41% para azitromicina e ciprofloxacina, 2,10% para vancomicina e
0,0% para ampicilina.

Na presente pesquisa, do total de trinta e quatro isolados de Arcobacter spp.
de carnes de frango e trés controles de positivos de Arcobacter spp., nenhum foi
resistente a ampicilina. Kabeya et al., (2004) também relataram que todas as estirpes
testadas de Arcobacter spp. foram susceptiveis a ampicilina.

Em concordancia com o presente trabalho, que obteve 13,51% e 21,62% dos
isolados de Arcobacter spp. testados resistentes a gentamicina e a tetraciclina,
respectivamente, varios outros estudos indicam que Arcobacter é sensivel aos
aminoglicosideos e a tetraciclina (Fera et al., 2003; Son et al., 2007; Collado e
Figueras, 2011; Abay et al., 2012; Ferreira et al., 2016; Ferreira et al., 2018) . Ja a
pesquisa de Ferreira et al. (2016) contrasta, demonstrando que 56% de A. butzleri
foram resistentes a ampicilina, seguido de cefotaxima (33%) e ciprofloxacina (33%) e
susceptiveis a enrofloxacina e gentamicina, drogas de escolha para o tratamento de
infecgao por Arcobacter spp.

Na presente pesquisa, os isolados testados apresentaram sensibilidade a
azitromicinia, a gentaminicina e a vancomicina, no entanto, mostraram resisténcia
frente ao acido nalidixico. Os dados obtidos no presente estudo divergem de outros,
ja que os padrdes de resisténcia a antibioticos, como a cefalotina, a novobiocina e
vancomicina tem sido relatada por varios trabalhos. Rahimi et al. (2014) encontraram
96% de cepas de Arcobacter spp. resistentes a vancomicina. Também verifica-se, na
maioria dos casos, a sensibilidade frente a azitromicina, ao acido nalidixico e a

gentamicina (Mohan et al., 2014).

Os trinta e quatro isolados de Arcobacter spp. de carnes de frango e os trés
controle positivos de Arcobacter spp. utilizados apresentaram suscetibilidade de
78,38% para tetraciclina, 94,59% para ciprofloxacina e para azitromicina, 70,27% para
eritromicina, 75,68% para canamicina e 86,49% para gentamicina. Com resultados
semelhantes ao presente trabalho, Shirzad Aski et al. (2016) demonstraram que

isolados de Arcobacter spp. de animais foram altamente susceptiveis a oxitetraciclina,



73

tetraciclina, ciprofloxacina, eritromicina, canamicina, amicacina e gentamicina. Rahimi
et al. (2014) também demonstraram que isolados de Arcobacter spp. foram
susceptiveis a gentamicina, a estreptomicina, a tetraciclina e a canamicina. Van den
Abeele et al. (2016) também relataram a susceptibilidade de cepas de A. butzleri e A.
cryaerophilus: 78% para eritromicina, 72% para ciprofloxacina, 76% para doxiciclina e
9 % para ampicilina, reafirmando a susceptibilidade obtida na presente pesquisa e em

outras citadas anteriormente.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

v Nao existem metodologias oficiais para amostragem, isolamento,
identificacao fenotipica e genotipica de Arcobacter no Brasil e em outros paises, o que
tornou o trabalho desafiador e uma oportunidade de aprendizado.

v Existem poucos estudos de ocorréncia de Arcobacter em alimentos no
Brasil, onde ha somente dois estudos em carnes de frango, um em produtos lacteos
e pesquisas em andamento no Laboratério de Higiene e Laticinios do Departamento
de Agroindustria, Alimentos e Nutricdo da ESALQ/USP em alimentos.

v Os resultados de ocorréncia Arcobacter spp. encontrados nesse estudo
em amostras cortes de carne de frango provenientes do varejo e de abatedouro no
estado de Sao Paulo sao relevantes. No entanto, estudos sdo necessarios para um
melhor conhecimento da epidemiologia do micro-organismo, especialmente em quais
etapas da produgcdo e manipulagdo de carnes de frango podem ocorrer
contaminacgdes por essa bactéria.

v Foram realizadas analises moleculares com técnicas avancadas, porém,
ainda assim, recomenda-se analises adicionais de sequenciamento dos genes rpoB,
gyrB e hsp20 para a potencial espécie ‘A. lacus’ e para a espécie de Arcobacter spp.
ainda nao descrita.

v Sao necessarios estudos adicionais para o melhor entendimento da
distribuicao e controle de Arcobacter ao longo da cadeia produtiva de cortes de carnes
de frango refrigerados e congelados oriundos do varejo e de abatedouro e outros
ambientes relacionados a sua produgao.

v A presencga de espécies diferentes de Arcobacter em carnes de frango
no Brasil reforca a necessidade de cuidados em relacdo a contaminagao cruzada e
ao cozimento adequado do produto.

v A variagdo, em relagdo a ocorréncia desse microrganismo, quando
comparada a outros estudos,, pode ser atribuida a diferenca de distribuicdo da
bactéria no ambiente de producéo dos animais, de processamento das carcacas e de
manipulacdo de carnes, uma vez que sdo estudos epidemiologicamente n&o
relacionados.

v Pouco se conhece ainda sobre o comportamento da bactéria em

ambientes de abate e em produtos alimenticios. Assim, estudos relacionados ao
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comportamento de espécies de Arcobacter em diversas matrizes alimenticias, em
diferentes temperaturas de refrigeragao, e frente a sanitizantes utilizados na industria
de alimentos sido necessarios. Estudos relacionados a identificacdo de espécies
também s&o importantes para melhor conhecimento desse género bacteriano.

v Arcobacteres isolados de amostras refrigeradas de cortes de frango e
de frango inteiro do varejo foram mais resistentes a antimicrobianos que aqueles
isolados de cortes de frango congelados do varejo, frango inteiro congelado do varejo
e cortes de frango refrigerado de abatedouro de sistema de produgao organica.

v Arcobacter lacus apresentou maior resisténcia a maioria dos
antimicrobianos testados do que as espécies Arcobacter thereius, Arcobacter butzleri

e Arcobacter spp. espécie nao identficada.
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ANEXOS
ANEXO A

Tabela 6 - Identificacdo das espécies dos isolados de Arcobacter de carnes de

frangos pela técnica de sequenciamento do gene RNAr 16S

Amostra Identificac&o por

Sequenciamento do gene RNAr

16S
3 A. lacus
4 A. lacus
5 A. lacus
6 A. lacus
7 A. lacus
9 A. lacus
12 A. lacus
13 A. lacus
14 A. lacus
15 Arcobacter spp. espécie nao
identficada
17 A. lacus
18 A. lacus
19 A. lacus
20 A. lacus
21 A. lacus
22 A. lacus
23 A. lacus
24 A. lacus
25 A. lacus
26 A. lacus
27 A. lacus
28 A. lacus
30 A. lacus
31 A. lacus
34 A. lacus
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35 A. lacus
36 A. lacus
37 A. lacus
38 A. lacus
39 A. lacus
40 A. lacus
41 A. lacus
42 A. lacus
43 A. lacus
44 A. lacus
45 A. lacus
46 A. lacus
47 A. lacus
48 A. lacus
51 A. lacus
52 A. lacus
53 A. lacus
54 A. lacus
55 A. lacus
56 A. lacus
57 A. lacus
58 A. lacus
59 A. lacus
60 A. lacus
61 A. lacus
62 A. lacus
63 Arcobacter spp. espécie nao
identficada
67 A. lacus
69 A. lacus
70 A. lacus
71 A. lacus

72 A. lacus
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ANEXO B

Tabela 7 - Identificacédo, origem e metodologia utilizada para identificagdo genotipica

dos isolados de Arcobacter de carnes de frangos

Identificacdo  Origem

. Metodologia utilizada para a possivel Isolados
dos isolados do Identificagdo genotipica da espécie identificados
(Amostras) isolado
3 A Amplificagdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) ’
4 A Amplificagdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) )
5 A Amplificagdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (*) '
6 A Amplificagdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) ’
A Amplificagdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) ’
A m-PCR (**) A. butzleri
A Amplificagdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) ’
10 A m-PCR (**) A. butzleri
11 A Amplificagéo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) ’
12 A Amplificagdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) )
13 A Amplificagéo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (*) '
14 A Amplificagéo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) ’
Arcobacter
15 A Amplificacdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP  spp. espécie
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (*) nao
identficada
Amplificagdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP
16 A e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) A. lacus
17 A Amplificagdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (*) ’
18 A Amplificagdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (*) '
19 A Amplificagdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) ’
20 A Amplificagdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) ’
21 A Amplificagdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) )
22 A Amplificagdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (*) '
23 A Amplificagdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) ’
24 A Amplificagdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP Al
. lacus

e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥)
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Amplificagédo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP

25 A e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) A. lacus

26 A Amplificagéo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (*) '

o7 A Amplificagéo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) ’

8 A Amplificagéo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) ’

71 A Amplificagéo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) )

29 B m-PCR (**) A. thereius

30 B Amplificagéo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A Jacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) ’

31 B Amplificagéo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (*) '

32 B m-PCR (**) A. thereius

33 B m-PCR (**) A. thereius

34 B Amplificagéo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) ’

35 B Amplificagéo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) )

36 B Amplificagéo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (*) '

37 B Amplificagéo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) ’

38 B Amplificagéo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) )

39 B Amplificagéo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (*) '

40 B Amplificagéo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) ’

41 c Amplificagéo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A Jacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) ’

42 c Amplificagéo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (*) '

43 c Amplificagéo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (*) ’

44 c Amplificagéo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) ’

45 c Amplificagdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) )

46 c Amplificagdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (*) '

47 c Amplificagdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) ’

48 c Amplificagdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) )

51 c Amplificagdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (*) '

50 c Amplificagdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) ’

53 c Amplificagdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A Jacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) ’

54 c Amplificagdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP Al

. lacus

e Sequenciamento do gene RNAr 16S (*)




Amplificagédo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP

55 c e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) A. lacus

56 c Amplificagéo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (*) '

57 c Amplificagéo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) ’

58 c Amplificagéo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) ’

59 c Amplificagdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (*) )

60 C Amplificagdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (*) '

61 c Amplificagdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) ’

67 c Amplificagdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) ’

79 c Amplificagdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (*) '

69 D Amplificagdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) ’

70 D Amplificagdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (¥) ’

62 E Amplificagdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP A lacus
e Sequenciamento do gene RNAr 16S (*) '

Arcobacter

63 E Amplificacdo PCR 16S rRNA, PCR-RFLP  spp. espécie

e Sequenciamento do gene RNAr 16S (*) nao
identficada
Legenda:

(*) = Protocolos de Marshall et al (1999) e Figueras et al (2008)
(**) = Protocolos de Houf et al (2000) e Douidah et al (2010)

A = Frango em cortes refrigerado do varejo das cidades de Campinas-SP e Piracicaba-SP

B = Frango em cortes congelado do varejo das cidades de Campinas-SP e Piracicaba-SP

C = Frango inteiro refrigerado do varejo das cidades de Campinas-SP e Piracicaba-SP

D = Frango inteiro congelado do varejo das cidades de Campinas-SP e Piracicaba-SP

E = Frango em cortes refrigerado de abatedouro de produgéo organica localizado em Ipetna-SP

105





