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RESUMO

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos € considerada atualmente um importante
problema de saide coletiva. A real contribuicdo do uso de antimicrobianos na cadeia
alimentar para a selecdo de bactérias multirresistentes e patogénicas aos humanos tem sido
alvo de discussdes em todo o mundo. As aves sdo reconhecidas como reservatério e
veiculador de Campylobacter spp., importante patégeno para humanos e devido ao corrente
uso de fluoroquinolonas na avicultura, existe uma crescente selecdo de cepas de
Campylobacter resistentes a esses antimicrobianos. Diante desse cendrio, objetivou-se neste
estudo investigar e caracterizar a resisténcia de cepas de Campylobacter spp. isoladas de
frangos de corte de criagdo convencional e organica e de galinhas poedeiras pela deteccdo de
mutacdes genéticas na Regido Determinante de Resisténcia a Quinolona (RDRQ) do gene
gyrA pelo sequenciamento génico. No primeiro experimento (Artigo 1), foi sequenciada a
RDRQ do gyrA de 38 cepas de C jejuni e 19 cepas de C. coli (n=57) isoladas de frangos de
corte de criagdo convencional, previamente caracterizadas como resistentes a ciprofloxacina
e enrofloxacina por métodos fenotipicos. Todas as cepas possuiam a mutacdo Tre-86-Ile na
RDRQ do gene gyrA, que confere resisténcia as fluoroquinolonas, confirmando a
predominancia dessa mutacdo em cepas de Campylobacter resistentes a esses
antimicrobianos. No segundo experimento (Artigo 2), foram coletadas 80 amostras do
conteddo cecal de dois lotes de frangos de criacdo organica para pesquisa de Campylobacter
spp. e caracterizacdo da resisténcia por métodos fenotipicos e genotipicos. Campylobacter
spp. foi isolado de todas as amostras, sendo a espécie C. jejuni predominante (68,75%). No
teste de difusdo em disco, todas as cepas foram resistentes a ciprofloxacina e a maioria
(55,00%) resistentes a enrofloxacina. No teste de diluicdo em dgar, todas as cepas foram
resistentes a ciprofloxacina (CIM >16pug/mL - >64ug/mL) e 42.50% das cepas foram
resistentes a enrofloxacina (CIM > 4-32 ug/mL), enquanto 38,75% possuiam resisténcia
intermediaria (CIM=2 pg/mL). Todas as cepas continham a mutac¢do Tre-86-Ile na RDRQ do
gene gyrA e outras mutacoes foram observadas. Em todas as cepas sensiveis a enrofloxacina
foi encontrada a mutacdo Tre-86-Ile, levando-se a suspeita que outros mecanismos de
aquisicao de resisténcia frente a enrofloxacina em Campylobacter devem ser investigados.

Palavra-chave: enrofloxacina, ciprofloxacina, mutagdo, Campylobacter,concentracao
inibitéria minima



ABSTRACT

Bacterial resistance to antimicrobial agents is now considered a major problem of public
health. The real contribution of antimicrobial use in the food chain for the selection of
multiresistant bacteria and pathogenic to humans has been the subject of discussions
worldwide. Birds are recognized as a reservoir and disseminator of Campylobacter spp., an
important pathogen for humans and due to the current use of fluoroquinolones in poultry,
there is a growing selection of resistant Campylobacter strains to these antimicrobials. This
study aimed to investigate and characterize the resistance of Campylobacter spp strains
isolated from broilers from conventional and organic farming and laying hens, for the
detection of genetic mutations in the Quinolone Resistance Determinant Region (QRDR) of
gyrA gene by sequencing. In the first experiment (Article 1), the QRDR of gyrA of 38 strains
of C. jejuni and 19 strains of C. coli (n = 57) isolated from conventional poultry breeding,
previously characterized as resistant to ciprofloxacin and enrofloxacin by phenotypic methods
was sequenced. All strains had the mutation Thr-86-Ile in the QRDR, which confers
resistance to fluoroquinolones, confirming the prevalence of this mutation in Campylobacter
strains resistant to these antibiotics. In the second experiment (Article 2), we collected 80
samples of cecal contents of poultry from two flocks of organic chicken raising to investigate
the presence of Campylobacter spp. and characterize the resistance by phenotypic and
genotypic methods. Campylobacter spp. was isolated from all samples, and C. jejuni was the
most frequent species (68.75%). By the disk diffusion method, all strains were resistant to
ciprofloxacin and the majority (55.00%) resistant to enrofloxacin. By the agar dilution
method, all strains were resistant to ciprofloxacin (MIC >16ug/mL - >64ug/mL) and 42.50%
of the strains were resistant to enrofloxacin (MIC > 4-32 pg/mL), while 38.75 % had
intermediate resistance (MIC = 2 ug / pL). All strains showed the mutation Thr-86-Ile in the
QRDR and other mutations were observed. All strains sensible to enrofloxacin had the Thr-
86-Ile mutation, suggesting that other mechanisms regarding the resistance acquisition to
enrofloxacin in Campylobacter should be investigated.

Keyword: enrofloxacin, ciprofloxacin, mutation, Campylobacter, minimum inhibitory
concentration
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1 INTRODUCAO

Em 2013, o Brasil teve uma producdo de 12.308 mil toneladas de carne de frango,
ocupando o terceiro lugar na producao mundial, precedido pelos Estados Unidos e China. Do
total produzido, em 2011, cerca de 69,8% permaneceram no mercado interno, 0 que comprova
a forca dessa industria para o pais, sendo o consumo per capita aproximadamente 45 quilos
em 2012 no Brasil. Nas exportagdes, o Brasil mantém, desde 2004, a posi¢do de maior
exportador mundial, exportando 3.918 mil toneladas no ano passado (UBABEF, 2013).

Os frangos de corte sdo frequentemente colonizados por Campylobacter spp., um
importante patégeno humano de origem alimentar, no entanto, a infeccdo das aves ¢é
assintomdtica, o que dificulta o seu controle nas granjas (VAZ; AVES, 2008). As espécies
termofilicas encontradas nesses animais e patog€nicas para os seres humanos incluem
C.jejuni, C. coli e C. lari. C. jejuni é a espécie mais comumente envolvida nos casos de
infeccdes humanas, sendo considerado o principal patégeno de origem alimentar em muitos
paises (MOORE et al., 2005). Em humanos a maioria dos casos de campilobacteriose ocorre
de forma esporddica e muitos casos nao sao diagnosticados ou declarados. Estima-se que mais
de 2,4 milhdes de pessoas sdo infectadas a cada ano nos EUA (CDC, 2014). Em 2005, na
Unido Europeia, o nimero de casos ultrapassou os de salmonelose e em 2011, houve um
aumento de 2,2% de casos com relacdo ao ano anterior. Nas cepas isoladas de humanos foi
observada alta resisténcia a ampicilina, ciprofloxacina, dcido nalidixico e tetraciclinas. O
mesmo foi observado com relacdo ao 4cido nalidixico e a tetraciclina quando analisadas as
cepas isoladas de galinha e carne de frango (EFSA; EDCD, 2013).

A transmissao de bactérias resistentes entre animais e seres humanos pode ocorrer pelo
consumo de produtos de origem animal ou pelo contato direto (ISHIDA et al., 2010),
existindo a possibilidade de infec¢des multirresistentes em humanos e insucesso no
tratamento terapéutico (WHO, 2012). A exposi¢do dos microrganismos aos antimicrobianos é
considerada o fator mais importante na origem da resisténcia e quando a utilizacdo de
antimicrobianos é reduzida ou abolida, pode ocorrer um decréscimo na prevaléncia de
isolados resistentes (CANTON; MOROSINI, 2011).

O uso de antimicrobianos em producdo animal, de forma terapéutica, preventiva e
promotora de crescimento, especialmente na avicultura industrial, trouxe inimeras vantagens
como o aumento da produtividade e melhora da conversdo alimentar, promovendo o
barateamento do custo desse alimento para o consumidor, redu¢ao do periodo de criacdo para

o mercado e diminui¢do da incidéncia de patologias nos animais. Entretanto, a utilizacdo de
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antimicrobianos, de maneira excessiva e impropria na produ¢do animal intensiva, tem
desencadeado um aumento do nimero de microrganismos resistentes, os quais podem ser
disseminados para o solo, os alimentos e os mananciais aqudticos. Na década de 60,
comegaram a surgir preocupacdes quanto ao surgimento de cepas bacterianas resistentes na
producdo animal e desde 2006, a Unido Européia e algumas nagdes de outros continentes
proibiram o uso de certos antimicrobianos na producao animal (EFSA; ECDC; EMEA, 2009).

No Brasil, a produgdo e comercializagdo dos produtos organicos foram aprovadas pela
Lei 10.831, de 23 de dezembro de 2003 (BRASIL, 2003), porém sua regulamentacido ocorreu
apenas com a publicacdo do Decreto N° 6.323 em 27 de dezembro de 2007 (BRASIL, 2007).
No sistema organico de produgdo agropecudria sdo adotas técnicas especificas, visando
otimizar os recursos naturais e socioeconOmicos disponiveis, sustentabilidade ecoldgica e
econdmica, diminuindo o uso de energias nao renovaveis, evitando o uso de materiais
sintéticos, ndo sendo permitido o uso de organismos geneticamente modificados e radiacao
ionizante, e antimicrobianos em qualquer fase do processo de producio, sempre protegendo o
ambiente (BRASIL 2003). No Brasil, todo produto organico € identificado por um selo tinico
em todo territério nacional (BRASIL 2007). O Ministério da Agricultura Pecudria e
Abastecimento (MAPA), através do subprograma de monitoramento em carnes (bovina, aves,
suina e equina), leite, pescado, mel e ovos do Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes (PNCRC), pela Instru¢do Normativa SDA n° 11, de sete de maio de 2014,
determina os limites de referéncia para ciprofloxacina e enrofloxacina em carne de aves como
a soma das duas igual a 100 pg/Kg', e em ovos 10 pg/Kg' (BRASIL, 2014).

No entanto, no Brasil, existem poucos registros sobre resisténcia de Campylobacter
spp. frente aos antimicrobianos, principalmente fluoroquinolonas. Diante da importancia deste
microrganismo na sadde coletiva e da necessidade de se pesquisar o nivel de resisténcia,
objetivou-se com este trabalho investigar cepas de Campylobacter isoladas de frangos de
corte provenientes de criacdes convencionais e organicas e de galinhas poedeiras provenientes
do municipio de Sao José do Vale do Rio Preto /RJ quanto a suscetibilidade a ciprofloxacina e
enrofloxacina através dos métodos de difusdo em disco, dilui¢do em 4gar com determinagao
da concentragdo inibitéria minima e sequenciamento da Regido Determinante de Resisténcia

as Quinolonas (RDRQ) do gene gyrA para deteccao de possiveis mutacoes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Campylobacter spp.

Anteriormente classificado como Vibrio spp., o género Campylobacter foi
primeiramente proposto, em 1963, por Sébald e Véron, depois dos testes de Hugh e Leifson’s
para o metabolismo fermentativo e composicdo das bases do DNA serem aplicados. Apenas
duas espécies foram incluidas nesse género, Campylobacter fetus e ‘Campylobacter bubulus’,
agoraposteriormente classificado como Campylobacter sputorum (VERON; CHATELAIN,
1973). Diferencas bioquimicas e sorolégicas foram observadas ao comparar os componentes
mais importantes do microrganismo (GERMANO; GERMANO, 2011), portanto
Campylobacter foi denominado como um género (ON, 2001). Foram classificados em trés
grupos, Campylobacter catalase positiva e H,S negativa (Campylobacter fetus subsp. fetus e
Campylobacter fetus subsp. veneralis), Campylobacter catalase e H,S positivos (C. jejuni e C.
coli), e Campylobacter catalase negativa (C. sputorum subsp. bubulus e C. sputorum
subsp.sputorum) (VERON; CHATELAIN, 1973).

Apenas oito espécies e subespécies de Campylobacter foram listadas na “Approved
List of Bacterial Names”, na década de 80 (NCBI, 1989). Mas novas espécies e subespécies
foram descobertas e relatadas nesse grupo, enquanto outras foram transferidas para outros
grupos como Arcobacter e Helicobacter (GOODWIN et al., 1989; PASTER; DEWHIRST,
1988). Os estudos taxondmicos e a importancia clinica de Campylobacter spp. nas décadas
seguintes levaram a um aumento nas pesquisas € proporcionaram uma revisao no nimero de
espécies descritas. Em 2009, o género possuia 29 espécies e 13 subespécies e em 2010 o
nimero de espécies aumentou para 32, permanecendo o nimero de subespécies (EUZEBY,
2010). Em 2014 o nimero de espécie e subespécie descritas em 2010 permanece (EUZEBY,
2014).

Campylobacter pertence a ordem Campylobacterales e a familia Campylobacteraceae.
Microrganismos delgados (0,2 a 0,5nm) e compridos (0,5 a 5Snm), méveis por possuirem um
unico flagelo polar com duas a trés vezes o comprimento da célula bacteriana, Gram negativo,
espiralado, podendo ser curvos ou em forma de asa de gaivota. Nio fermentam actcares,
portanto a energia utilizada por esses microrganismos € obtida de aminodcidos ou
componentes intermedidrios do ciclo do dcido tricarboxilico (FRANCO, 2012;
NACHAMKIN, 2001; FRANCO; LANDGRAF, 2008). Se desenvolve em condi¢cdes de

microaerofilia, necessitando de 3 a 5% de oxigénio e 2 a 10% de gas carbdnico, e cresce a
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temperaturas entre 37 e 42°C (FRANCO, 2012). O pH para seu crescimento pode variar de
5,0 29,0, sendo o pH 6timo de 7,0 a 7,5, ndo crescendo em pH 4cido. Sensiveis a desidratagcdao
e altamente sensiveis ao sal, a atividade de dgua ideal € de 0,987 (FRANCO, 2012; FRANCO;
LANDGRAF, 2008). A conservagao em geladeira, a 4°C, leva a inativagdo mais rapido do
microrganismo do que a conservagdo em temperatura ambiente. Apresentam alta sensibilidade
ao congelamento, porém podem se manter vidveis por semanas se conseguirem sobreviver a
queda brusca que ocorre no inicio desse processo (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

O trato intestinal de bovinos, caes, gatos, ovinos, roedores, podem apresentar espécies
de Campylobacter, porém as aves, sejam pombos, patos, perus e frangos, € os suinos sao os
reservatorios mais frequentes de C. jejuni e C. coli, respectivamente (STERN et al., 2003;
USDA, 2013). Gaivotas e outras aves de ambientes aquéticos possuem C. lari como parte de
sua microbiota intestinal (FRANCO; LANDGRAF, 2008). As espécies se assemelham
bastantes, porém C. jejuni pode ser diferenciada de C. coli pela segunda ndo ser capaz de
hidrolisar hipurato (FRANCO; LANDGRAF, 2008). A diferenciacao de C. lari é devido sua
ndo capacidade de hidrolisar o indoxilacetato (STERN et al, 2001). Contudo, todos esses
reservatorios sdo fontes de infeccdo para os seres humanos e a transmissdo ocorre pelo
contato direto com fezes ou por contaminagdo cruzada nos alimentos como carne crua ou mal
cozida e leite cru (CDC, 2013).

A via de transmissao € fecal-oral, sendo a dose infectante entre 500 a 1.000 células,
por ingestdo de alimentos e/ou dgua contaminados. O periodo de incubacdo varia de dois a
cinco dias, podendo chegar a 10 dias (FRANCO, 2012; FRANCO; LANDGRAF, 2008). A
patogenicidade de C. jejuni ndo estd muito esclarecida, ji& que vdérios fatores podem
determind-la, sendo a adesdo a mucosa do trato intestinal um fator indispensavel. Pode ocorrer
também a producdo de toxinas, destacando-se citotoxinas e uma toxina termoldbil. Uma
invasdo no co6lon é sugerida, devido a presenca de sangue e muco nas fezes do hospedeiro.
Além disso, pode ocorrer sua multiplicacio na lamina propria intestinal (FRANCO;
LANDGRAF, 2008). A campilobacteriose humana frequentemente nido € diagnosticada,
apesar de ser reconhecida como uma das principais doencas transmitidas por alimentos,
podendo, em alguns paises, ultrapassar a salmonelose com relagdo a nimero de casos (EFSA,
2013). No homem, a doenca € de curso rdpido e autolimitante, os sintomas apresentados sdao
febre, ndusea, dores abdominais e raramente vomitos, podendo ocorrer diarreia sanguinolenta
(FRANCO, 2012). Na maioria das vezes nao é diagnosticada e/ou notificada. O tratamento

com antimicrobianos € recomendado em casos graves e apesar de apresentar curso rapido, a
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doenca ndo diagnosticada ou com tratamento ineficaz pode levar a complicacdes como a
Sindrome de Guilland Barré (SCALLAN et al., 2011).

Além da baixa notifica¢do, seu isolamento é trabalhoso, uma vez que exige meios
ricos, baixa concentracdo de oxigénio e a diferenciacdo entre as espécies por meio da
bacteriologia convencional ¢ dificil, visto que ndo existem grandes especificidades
bioquimicas entre as espécies (MILLER et al., 2010). Sendo assim, a melhor identificagdo € a
molecular (BEHRINGER et al., 2011; GHARST et al., 2013; GOERING, 2010; MILLER et

al., 2010).

2.2 QUINOLONAS

As quinolonas sao os produtos secundarios da sintese de um agente antimaldrico de
atividade antibacteriana conhecida e comprovada. Surgiram casualmente em 1962 descobertas
por George Lesher et al. em uma destilacdo, durante a sintese de cloroquina, no entanto, este
produto secunddrio possuem também atividade antimicrobiana, surgindo assim a primeira
quinolona (HIGGINS; FLUIT, SCHMITZ, 2003). As quinolonas e fluoroquinolonas
representam uma classe de antimicrobianos sintéticos composta por drogas farmacos
quimicamente semelhantes e altamente eficazes no tratamento de uma série de infec¢des, cuja
atividade consiste fundamentalmente na inibicdo da replicacio do DNA (HOPKINS;
DAVIES; THRELFALL, 2005).

O 4cido nalidixico foi a primeira quinolona a ser introduzida, seguindo-se a
flumequina e o 4cido oxonilico, sendo entdo denominadas quinolonas de primeira geragdo.
Em 1980, a partir das primeiras quinolonas, obtiveram-se as denominadas quinolonas de
segunda geragdo, as fluoroquinolonas (APPELBAUM; HUNTER, 2000). Quimicamente, as
fluoroquinolonas diferem das anteriores por possuirem a combinacdo de um atomo de fldor e
um grupo piperazinil. As principais representantes deste grupo sdo a enrofloxacina, que tem
uso exclusivo em Medicina Veterindria, norfloxacina, ciprofloxacina, ofloxacina,
lomefloxacina e perfloxacina que também sdo utilizadas no tratamento em humanos. A
combinacdo dos firmacos levou a um maior espectro de acdo, ao aumento da capacidade das
quinolonas penetrarem na parede bacteriana e, consequentemente, a melhor atividade contra
bactérias Gram-negativas, passando a abranger algumas espécies Gram-positivas atingindo
um perfil farmacocinético maior, chegando a ter atividade antibacteriana 1.000 vezes superior
a observada pelo dcido nalidixico, seu antecessor (SOUSA, 2007). As quinolonas de primeira

geracdo t€m acgdo frente a enterobacterias e gram-negativos, porém sdo inativadas por Gram-
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positivos, aerdbios e patdgenos atipicos. As quinolonas de segunda geracdo, norfloxacina e
ciprofloxacina, t€m a¢do muito maior para Gram-negativos, com moderada atividade a Gram-
positivos (BARROS et al., 2001).

Na Medicina Veterindria, no final da década de 80 e inicio de 90, deu-se inicio a
utilizagdo das fluoroquinolonas (EMEA, 2006). A ac¢do do antimicrobiano consiste na inibi¢ao
da girase, nas bactérias Gram-negativas, e da topoisomerase IV, nas bactérias Gram-positivas.
Sao indicadas para o tratamento das infeccdes por bacilos aerdbicos Gram-negativos
incluindo Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, espécies de Enterobacter, Salmonella,
Shigella, Campylobacter e Pseudomonas aeruginosa, porém as outras Pseudomonas sao
resistentes as quinolonas (HORIQUINI, 2009).

A fluoroquinolona exclusiva de uso veterindrio € a enrofloxacina, um membro da
familia de 6-fluoro-7-piperazinil-4-quinolonas, altamente lipofilica, e possui adi¢do de um
acido carboxilico e uma amina tercidria o que contribuiu para sua propriedade anfotérica. A
ciprofloxacina, usada em medicina humana se apresenta na formal-Ciclo-Propil-6-Fluoro-
1,4-dihidro-4-oxo-7(Peperazin-1-yl)-quinolona-3-dcido carboxilico (KHAN et al, 2012),
possuindo um grupo etil no carbono um do anel aromdtico (MORIANA; CARDENAS;
RACERO, 2002). O metabolismo da enrofloxacina varia conforme a espécie, apesar de ser
um antimicrobiano ativo, a biotransforma¢do a partir da ciprofloxacina pode ocorrer
(MITCHELL, 2006).

No Brasil, o uso das quinolonas sé € permitido como terapéutico, sendo proibido como
promotor de crescimento ou como medica¢do preventiva, apesar de haver uma diminui¢ao
média no desempenho das aves quando retira-se o antimicrobiano como promotor de
crescimento, além do impacto negativo sobre a satde animal e aumento da mortalidade.
Ainda assim a enrofloxacina desde 2004 foi o antimicrobiano mais usado na avicultura de
corte e postura no Estado do Parand conforme o Programa Estadual de Controle de Residuos
de Medicamentos Veterindrios em Alimentos de Origem Animal (PAMvet) do Estado do
Parana (MACHINSKU JUNIOR et al., 2005). Porém, organismos reguladores internacionais,
como Food and Drug Administration (FDA), e a Comissdao das Comunidade Européias
(CEE), implantaram legislagdes rigorosas, além de constatarem que alguns produtos poderiam
contribuir para o aparecimento de reagdes de hipersensibilidade e resisténcia em humanos.

Devido a isto, no Brasil, esta técnica tem sido abolida. (GONZALES, 2004).
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2.3 RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

Cepas de Campylobacter spp. resistentes vem sendo selecionadas devido ao uso
indiscriminado de antimicrobianos na medicina veterindria, principalmente nos animais de
producdo, no tratamento e prevencdo de doencas. (ENGBERG et al, 2011; NICHOLS et al,
2012). O nimero de isolados de Campylobacter resistentes a antimicrobianos, principalmente
as fluoroquinolonas tem aumentado em vérios paises (FRASAO; AQUINO, 2014). A
preocupacdo com tal fato reside no ambito da sadde coletiva, tendo em vista que alguns
antimicrobianos de elei¢ao para o tratamento da campilobacteriose ja ndo surtem mais efeito,
como as fluoroquinolonas que eram de elei¢do no tratamento, sendo macrolideos os mais
recomendados atualmente (IOVINE, 2013).

O mecanismo de resisténcia varia conforme a classe do antimicrobiano. Nas
fluoroquinolonas o principal mecanismo € a mutacdo na Regido Determinante de Resistencia
as Quinolonas do gene gyrA da DNA girase, sendo a principal a mutacdo Tre-86-Ile, porém
outras mutacdes ja foram descritas (Asp-90-Asn, Ala-70-Tre), além do efluxo pela bomba
CmeABC, devido a mutacdo no gene cmeR ou a mutagdo na sequencia de repeticdao, o que
leva a uma expressao exacerbada das bombas de efluxo CmeABC. Nos macrolideos observa-
se mutacoes no rRNA 23S, mutagdes em proteinas ribossomais 14/L.22, efluxo através da
CmeABC além da diminui¢do da permeabilidade da membrana devido a principal porina da
membrana externa (Major Outer Membrane Porin-MOMP), enquanto nas tetraciclinas ocorre
a modifica¢do do alvo ribossomal por ligacdo da proteina TetO, acdo da bomba de efluxo
CmeABC e outros (ALFREDSON e KOROLIK, 2007; IOVINE,2013; LIN et al., 2005; YAN
et al. 2006).

2.3.1 Campylobacter spp. e resisténcia as quinolonas

A resisténcia adquirida pode ser por diferentes mecanismos, sendo que 0s mecanismos
gerais de resisténcia aos antimicrobianos incluem a modificacdo do sitio de acdo do
antimicrobiano, inibi¢do da agdo antimicrobiana, efluxo do antimicrobiano por bomba de
efluxo e modificagdo ou inativacdo do antimicrobiano. Bactérias resistentes a
fluoroquinolonas podem ter modificagdes na DNA girase ou na bomba de efluxo (IOVINE,
2013).

Fluoroquinolonas ja foram entre os antimicrobianos de elei¢do para tratamento de

campilobacteriose humana, pois Campylobacter spp. € naturalmente suscetivel a esses agentes
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e concentragdes altas desse antimicrobiano podem ser alcangadas no limen intestinal. Porém
desde a década de 90 tem ocorrido um aumento preocupante na prevaléncia de
Campylobacter spp. resistente as fluoroquinolonas, isoladas de humanos e frangos o que foi
correlacionado com o uso desse antimicrobiano na avicultura, diante disso o tratamento de
escolha mudou (PIDDOCK et al., 2003). Quando ndo € possivel realizacdo do antibiograma
atualmente se recomenda o tratamento com macrolideos como tratamento empirico ou de
primeira escolha.

Dois mecanismos responsaveis pela resisténcia as fluoroquinolonas foram descritos
em Campylobacter spp. O primeiro, € mais frequente, é a inativacdo do sitio de a¢do por
mutacdes na Regido de Resisténcia as Quinolonas (RDRQ) e o segundo a expulsdo das
fluoroquinolonas por bomba de efluxo (GE et al., 2005).

As duas principais enzimas relacionadas com a replicacdo do DNA sao DNA girase,
que € formada pelo gyrA e gyrB e a topoisomerase [V, formada pelo parC e parE (GE et al.,
2005; YAN et al., 2006). As fluoroquinolonas tem como principal alvo em Campylobacter a
DNA girase, formando um complexo estdvel com a enzima e consequentemente reduzem a
sintese de DNA, levando a morte celular (YAN et al., 2006). Pontos de mutacdo especificos
na Regido de Determinagdo de Resisténcia a Quinolona (RDRQ) do gene gyrA, determinam a
resisténcia as fluoroquinolonas em C. jejuni e C. coli, sendo a mais comum a mutagdo com
substituicdo de Treonina por Isoleucina (Tre-86-Ile). Esta mutacdo aumenta muito a
resisténcia ao 4cido nalidixico e a concentragdo inibitéria minima de ciprofloxacina
(CIM>16pg/mL) (ZIRNSTEIN et al., 2000). Outra mutagao, substituindo treonina por alanina
(Tre-86-Ala), no mesmo cdédon, confere resisténcia apenas ao acido nalidixico mas ndo para
outras fluoroquinolonas (JESSE et al., 2006), enquanto a mutagdo menos comum no gyrA € a
substituicdo de asparagina por dcido aspartato (Asp-90-Asn) conferindo um grau
intermedidrio de resisténcia a ciprofloxacina (CIM>6 a 16 ug/mL) (WANG et al., 1993). Em
trabalhos realizado por Zirnstein et al. (2000) e Hakanen et al. (2002), a maioria dos isolados
clinicos resistentes tinham a mutacdo Tre-86-Ile no gyrA. Outras mutagcdes também foram
observadas na RDRQ do gene gyrA como, prolina por serina (Pro-104-Ser) (HAKANEN et
al., 2002),treonina por lisina (Tre-86-Lis) ou treonina por alanina (Tre-86-Ala) (BACHOUAL
et al., 2001). Em pesquisa desenvolvida na China, todas as cepas resistentes a ciprofloxacina
tinham a mutacdo pontual C257T (Tre-86-1le) na QRDR do gene gyrA (QIN et al., 2011).
Mas o papel na resisténcia as fluoroquinolonas ainda nao foi estabelecido para todas essas
mutagdes, sendo a de maior importancia a substitui¢do da Treonina pela Isoleucina no cédon

86 (Tre-86-Ile) (ADLER-MOSCA; ALTWEGG, 1991). No Brasil, estudos anteriores
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revelaram uma frequéncia de 95% das cepas isoladas de frango de corte resistentes a
ciprofloxacina (HUNGARO et al., 2014; MOURA et al., 2013).

Outras mutagdes como alteragdes no gene gyrB relacionadas a resisténcia as
fluoroquinolonas ainda niao foram documentadas em Campylobacter (IOVINE, 2013), e
poucos estudos revelam mutagdes no gene parC associada com resisténcia as
fluoroquinolonas (PIDDOCK et al, 2003). Ainda, foi observado que algumas cepas de C.
jejuni e C.coli ndo possuem os genes parC e parE, (PARKHILL et al., 2000), portanto
alteracdoes nesses genes niao podem ser consideradas como aquisicdo de resisténcia as

fluoroquinilonas.

2.4 CRIACAO ORGANICA

Diante de preocupagdes com a saude coletiva, o sistema de criagdo organico foi criado
visando otimizar o uso dos recursos naturais e socioecondmicos disponiveis, respeitando a
cultura das comunidades rurais. Em 2007, o Ministério da Agricultura e Pecudria (MAPA)
aprovou o Decreto N°. 6.323/dezembro de 2007 (BRASIL, 2007), o que dispde sobre as
atividades desenvolvidas na agricultura organica, definidas pela Lei N° 10.831, de 23 de
dezembro de 2003 (BRASIL, 2003). A criagdo organica de frangos, com base nas normas
vigentes, deve ser adequada as diretrizes da producdo organica, maximizando os beneficios
sociais, minimizando a necessidade de uso de energia nao-renovavel, com substituicao do uso
de materiais sintéticos, de organismos geneticamente modificados, ou radiagdo ionizante por
métodos biolégicos ou mecanicos (BRASIL 2007).

(13

Frangos orgénicos foram considerados, pelo USDA como “...um produto vindo de
animais que ndo tiveram uso de antimicrobianos ou hormdénios de crescimento. O alimento
organico € produzido sem uso dos pesticidas mais comuns; fertilizantes sintéticos;
bioengenharia; ou radiagdo ionizante. Antes do produto obter o selo ‘orgadnico’, ha um
certificado de inspe¢do governamental aprovando a fazenda na qual o alimento € produzido, a
fim de certificar que a fazenda segue todas as normas necessdrias. As empresas que
manipulam ou processam alimentos organicos, antes da sua distribuicio para os
supermercados ou restaurantes, também precisar ser certificadas” (NOP 2008). A producdo
organica de frangos difere da convencional pois além dos pontos apresentados acima, as aves
tem acesso ao ambiente, ou seja, sdo criadas a pasto, assim, os fatores de risco para a

exposi¢do a Campylobacter aumentam (ROSENQUIST et al. 2013). Além disso a idade de

abate € superior, sendo expostas um maior periodo a fatores de risco relacionados. A



21

prevaléncia de Campylobacter em frangos organicos varia de 60% a 100% (COLLES et al.,
2008; EFSA, 2010; EL-SHIBINY et al., 2005; ESTEBAN et al., 2008; HEUER et al., 2001;
HOOGENBOOM et al., 2008; OVERBEKE et al., 2006).
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3 DESENVOLVIMENTO

3.1 ARTIGO 1

Deteccao de resisténcia as fluoroquinolonas através da mutacio no gene gyrA em
Campylobacter spp. isolados de frangos de corte e galinhas (Gallus gallus domesticus)

poedeiras, no Estado do Rio de Janeiro

Detection of fluoroquinolone resistance by mutation in gyrA gen of Campylobacter spp.
isolates from broiler and laying (Gallus gallus domesticus) hens, from Rio de Janeiro

State

Beatriz da Silva Frasaol*, Valéria MedeirosH, André Victor Barbosam, Waldemir Silva de
Aguiarl, Dayse Lima da Costa Abreulv, Maysa Mandetta Clementinoﬂ, Maria Helena

Cosendey de Aquino'

RESUMO

As aves sdo consideradas o principal reservatorio de Campylobacter spp., um importante
patégeno para humanos e muitos estudos t€m relatado uma répida selecdo de cepas resistentes
as fluoroquinolonas apds o uso destes antimicrobianos na producdo avicola e na medicina
humana. O principal mecanismo de resisténcia as fluoroquinolonas em Campylobacter

consiste na mutacdo na Regido Determinantes de Resisténcia as Quinolonas (RDRQ) do gene

1Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Fluminense (UFF), 24230-340, Niteroi,
RJ, Rua Vital Brazil Filho 64, Brasil. Email: beatrizfrasao @id.uff.br, beatrizfrasao90@gmail.com.*Autor para
correspondéncia.

Setor de Alimentos, Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Sadde (INCQS), Fundac¢do Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Brasil.

"Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Instituto Biomédico, Universidade Federal Fluminense
(UFF), Niter6i, RJ, Brasil.

IVDepartamento de Satde Coletiva Veterindria e Saudde Publica, Universidade Federal Fluminense (UFF),
Niterdi, RJ, Brasil.



23

gyrA, que codifica para a subunidade A da enzima DNA girase, alvo das fluoroquinolonas. O
objetivo deste estudo foi investigar a mutagcdo na RDRQ do gen gyrA em cepas de
Campylobacter previamente isoladas de carcacas de frangos de corte e fezes de galinhas
poedeiras. Foram selecionadas 38 cepas de C jejuni e 19 cepas de C. coli (n=57), previamente
caracterizadas como resistentes a ciprofloxacina e enrofloxacina pelo método da difusdo em
disco e pela determinacdo da concentracdo inibitéria minima. Para detec¢do da mutacdo foi
utilizado sequenciamento direto de um fragmento de 454pb da RDRQ do gene gyrA gerado
por PCR. Todas as cepas apresentaram a mutacdo na RDRQ do gene gyrA no cédon 86 (Tre-
86-Ile), que confere resisténcia as fluoroquinolonas e outras mutacdes silenciosas foram
observadas. A caracterizacdo genotipica da resisténcia as fluoroquinolonas em Campylobacter
confirmou a prévia detecc¢ao fenotipica dessa resisténcia e a mutacdo Tre-86-Ile foi observada
na totalidade das amostras comprovando ser esta a mutagdo predominante em cepas de C.
Jjejuni e C. coli resistentes a enrofloxacina e ciprofloxacina.

Palavras-chave: enrofloxacina, ciprofloxacina, aves, C. jejuni, C. coli.

ABSTRACT

Poultry are considered the main reservoir of Campylobacter spp., an important pathogen for
humans. Many studies have reported a rapid selection of fluoroquinolones resistant strains
after the use of these antimicrobials in poultry production and human medicine. The main
mechanism of fluoroquinolone resistance in Campylobacter is a mutation in the Quinolone
Resistance Determinant Region (QRDR) in the gyrA gene, which codes for the subunit of the
enzyme DNA gyrase, the target for fluoroquinolone. The aim of this study was to investigate
the mutation in QRDR in the gyrA gene of Campylobacter strains previously isolated from
broiler carcasses and faeces of laying hens. Thirty eight strains of C. jejuni and 19 C. coli

strains (n = 57), previously characterized as resistant to ciprofloxacin and enrofloxacin by
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disk diffusion method and minimum inhibitory concentration (MIC), were selected. For
detection of the mutation, a fragment of 454pb QRDR in the gyrA gene was used for direct
sequencing. All strains presented QRDR mutation in the gyrA gene at codon 86 (Thr-86-Ile),
which confers resistance to fluoroquinolones. Other known silent mutations were observed.
This genotypic characterization of fluoroquinolone resistance in Campylobacter strains has
confirmed the prior phenotypic detection of the resistance. The Thr-86-Ile mutation was
observed in all samples confirming that this is the predominant mutation in enrofloxacin and
ciprofloxacin resistant strains of C. jejuni and C. coli.

Key words: enrofloxacin, ciprofloxacin, poultry , C. jejuni, C. coli.

INTRODUCAO

Campylobacter jejuni e menos frequentemente C. coli emergiram nas ultimas décadas como a
principal causa de gastroenterite de origem alimentar em paises desenvolvidos (WANG et al.,
2013). As aves sao consideradas a principal fonte de transmissdo para humanos (BOLTON et
al., 2014) devido a frequente presenca desse microrganismo no trato gastrointestinal desses
animais, em particular no ceco, o qual propicia um ambiente favorivel para o seu
desenvolvimento (MEREDITH et al., 2013).

A campilobacteriose humana, na maioria dos casos, ocorre de forma esporddica e em muitos
casos ndo ¢é diagnosticada ou relatada, sendo estimado que, por ano, mais de 2,4 milhdes de
pessoas sdo infectadas (CDC, 2013). Normalmente as infec¢des por Campylobacter sdo auto-
limitantes mas em alguns casos € necessdrio o uso de antimicrobianos em infecgdes
persistentes e severas ou em mulheres grdvidas, criancas, idosos e imunossuprimidos
(WIECZOREK & OSEK, 2013). E possivel observar em alguns casos a ocorréncia da

Sindrome de Guillain-Barré, uma polineuropatia desmielinizante (ANON, 2011).
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A transmissdo de Campylobacter para humanos ocorre por contato direto com fezes ou por
contaminacdo cruzada na cadeia produtiva de alimentos, sendo a carne de frango o alimento
mais incriminado (MILLER et al., 2010). Estudos no Brasil tem revelado a presenca de
resisténcia as fluoroquinolonas em até 100% das cepas isoladas de frango (BADARO, 2013;
MOURA, 2010). No ano de 1990, ao mesmo tempo em que houve a introducdo da
enrofloxacina na producdo animal, na Asia e na Europa a resisténcia as fluoroquinolonas,
especialmente a ciprofloxacina, comecou a aumentar entre as cepas de Campylobacter
isoladas de humanos (ENDTZ et al., 1991). O mesmo ocorreu no Reino Unido e nos Estados
Unidos apds a aprovagdo da sua utilizacdo na Medicina Veterinaria (SAM et al., 1999;
NACHAMKIN et al., 2002). A aquisi¢ao dessa resisténcia comprometeu o tratamento dos
pacientes e aumentou a duragdo dos sintomas gastrointestinais em pacientes infectados com
cepas resistentes as fluoroquinolonas, pois nesses casos a duracdo dos sintomas tende a ser
maior do que nos pacientes infectados com cepas sensiveis (SMITH et al., 1999).

A acdo das fluoroquinolonas consiste na inibi¢ao da replicagdo do DNA bacteriano, através da
acdo sobre as enzimas topoisomerases tipo Il , a DNA girase e a topoisomerase IV (ALTE et
al., 2012). O principal mecanismo de resisténcia as fluoroquinolonas em Campylobacter é a
mutacdo na Regido Determinante de Resisténcia as Quinolonas (RDRQ) no gene gyrA, que
codifica para a subunidade A da enzima DNA girase, conferindo diminui¢ao da sensibilidade
da DNA girase a esses antimicrobianos. A maioria das cepas de C. jejuni altamente resistentes
as fluoroquinolonas possuem a mutacdo Tre-86-Ile, onde ocorre uma transicdo de citosina
para timina resultando na substituicdo do aminodcido treonina para isoleucina (WILSON et
al., 2000). Outras substituicdoes foram reportadas como Asp-90-Asn, Ala-70-Tre, Asp-85-Tir,
Pro-104-Ser (IOVINE, 2013; QIN et al., 2011; WIECZOREK & OSEK, 2013), mas o papel
na resisténcia as fluoroquinolonas ainda ndo foi estabelecido para todas essas mutacoes.

Outras mutagdes como alteracdes no gene gyrB ainda ndo foram documentadas em
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Campylobacter e poucos estudos revelam mutagdes no gene parC associada com resisténcia
as fluoroquinolonas (PIDDOCK et al., 2003).

Diante do exposto acima, este estudo tem como objetivo determinar a presenga de mutagio na
Regidao Determinante de Resisténcia a Quinolonas no gene gyrA, em cepas de Campylobacter
jejuni e C. coli resistentes a esses antimicrobianos isoladas de frangos de corte e galinhas

poedeiras no Estado do Rio de Janeiro.

MATERIAL E METODOS

Um total de 57 cepas de Campylobacter resistentes as fluoroquinolonas isoladas de carcacas
de frango (n=49) pertencentes a 6 lotes diferentes e de galinhas poedeiras (n=8) provenientes
de trés granjas do Estado do Rio de Janeiro foram estudadas. A prévia deteccdo da resisténcia
as fluoroquinolonas foi obtida pelo método de difusdo em disco (NCCLS, 2003) e pela
determinagcdo da concentragdo inibitéria minima frente a enrofloxacina e ciprofloxacina
(NCCLS, 2003). As cepas foram descongeladas e estriadas em placas com Agar Columbia
suplementado com carvao (0,4%), e incubadas a 37°C por 48 horas, em microaerofilia Para
confirmacdo das espécies, foi realizada técnica de PCR multiplex utilizando iniciadores
C412_F e CI1288_R para o gene 16S rRNA (816 pb) especificos para o género
Camplylobacter (LINTON et al., 1996) e os iniciadores C1 e C4 para o gene da oxirredutase
(160 bp) especifico para C. jejuni (WINTERS & SLAVIK, 1995). Para confirmacdo da
espécie C. coli foi utilizada a técnica convencional de PCR utilizando os iniciadores Coll e
Col2 para o gene ceuE (894 pb) (GONZALEZ et al., 1997). C. jejuni ATCC 33560 e C. coli
ATCC 33559, gentilmente cedidas pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Sauide da Fundagdao Oswaldo Cruz (INCQS/FIOCRUZ), foram incluidas como controle. Para
a PCR, o DNA foi extraido com o Kit de Extracdo Comercial da QIAGEN (QIAGEN

Companies - Uniscience Brazil) de acordo com as instru¢des do manual. Para a PCR
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multiplex, foram utilizados volumes de 50uL contendo 5 uL. de DNA, 1X PCR Buffer (500
mM KCI, 100 mM Tris-HCI [pH 9.0]); 1 uL (200 uM cada) dATP, dCTP, dGTP e dTTP; 20
pmol de cada primer; 2.5 U Tag DNA polymerase e 2 mM de MgCl,. Para a PCR
convencional, foi utilizado 1.5 mM de MgCl, e 25 pmol de cada primer. A reacdo de
amplificacdo foi feita no termociclador Eppendorf® AG 22331 Hamburg (Automatie
motorized lid). Na multiplex PCR, a desnaturacdo inicial foi a 94°C por 3 minutos e 25 ciclos
foram realizados com desnaturagdo a 94°C por 1 minuto, anelamento do primer a 50°C por 1
minuto, extensdo a 72°C por 1 minuto e extensdo final a 72°C por 5 minutos. Para a PCR
convencional, foram feitos 30 ciclos com desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento
do primer a 55°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto. Para a visualizacdo do
produto da PCR, 12 uL do amplicon foi utilizado na eletroforese em gel de agarose a 1.5%
com tampao TBE (Invitrogen) e brometo de etidio (3mg/mL) e comparado com peso
molecular de 100 pb (Invitrogen).

Para o sequenciamento, foi realizada PCR com primers especificos para amplificacdo da
RDRQ do gene gyrA, CjgyrA QRDR F e CjgyrA QRDR R (PARKHILL et al., 2000; PRICE
et al., 2005). Na reacdo foi utilizado 1X PCR Buffer (500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI [pH
9.0]); 5 uL (1mM cada) dATP, dCTP, dGTP e dTTP; 0,5 pL. de cada primer, 1.0 U Taqg DNA
polimerase e 2 mM de MgCl,. A reacdo de amplificacdo foi feita em termociclador “Thermo
Electron Corporation — Px2 Thermal Cycler”, com desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos,
35 ciclos com desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, anelamento do primer a 55°C por 30
segundos, extensao a 72°C por 1 minuto e extensdo final por 10 minutos a 72°C. O produto da
amplificacdo foi purificado com o Kit de Purificagdo Comercial da GE®, seguindo as
instrugdes descritas no manual. Apds isso, a dosagem do DNA purificado foi realizada de
acordo com o recomendado no protocolo “Low DNA Mass Ladder” (Invitrogen), sendo

utilizado 4 pL do amplicon purificado para eletroforese nas condi¢Oes ja descritas. Foi
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utilizado sequenciador automdtico ABI-PRISM 3100® GeneticAnalyze com capilares de 50
cm e polimero POP6 (Applied Biosystems). As sequéncias obtidas nos cromatogramas foram
processadas através dos softwares BioEdit Sequence Alignment Editor (HALL, 1999) e
Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version 6.0-MEGA6 (TAMURA et al. 2013). Para
confirmar a ocorréncia de mutacdo, a sequencia de duas cepas obtidas no GenBank foram

usadas como padrao de cepas sensiveis, sendo C. jejuni (1L04566.1) e C. coli (U63413.1).

RESULTADOS

Das 57 cepas selecionadas, 38 (66,67%) foram caracterizadas como C. jejuni e 19 (33,33%)
como C. coli. Das cepas isoladas das carcacas de frango, 19 foram confirmadas como a
espécie C. coli e 30 como C. jejuni, enquanto que todas as oito cepas isoladas das galinhas
poedeiras foram confirmadas como sendo a espécie C. jejuni .

Todas as cepas, com excecdo das cepas C. jejuni ATCC 33560 e C. coli ATCC 33559,
apresentaram mutag¢do no coédon 86 (Tre-86-Ile) presente no fragmento da RDRQ do gene
gyrA, além de outras mutacoes silenciosas. Em todas as cepas isoladas de galinhas poedeiras
foram observadas as mutagdes silenciosas His-81-His, Ser-119-Ser, Ala-120-Ala. Todas as
cepas de C. jejuni provenientes de carcacas de frangos apresentaram a mutacgdo silenciosa Gli-
74-Gli e uma cepa apresentou mais duas mutacdes silenciosas Asp-75-Asp e Ser-79-Ser.
Todas as cepas de C. coli das carcagas de frango apresentaram as mutacdes silenciosas Fen-

99-Fen e Ala-122-Ala (Tabela 1).

DISCUSSAO
Neste estudo todas as cepas testadas apresentaram resisténcia as fluoroquinolonas devido a
presenca de mutacdo que substitui 0 aminodcido treonina pela isoleucina. O mesmo foi

observado por DUARTE et al. (2014) em Portugal, que encontraram a mutacido em todas as
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cepas que apresentaram resisténcia a ciprofloxacina em outros testes. Ruiz et al. (1998),
demonstraram que cepas com CIM para ciprofloxacina >16 pg/mL apresentaram mutagao
Tre-86-Ile, com uma excecdo devido a ocorréncia da mutagdao Tre-86-Lys, enquanto todas as
cepas com CIM de ciprofloxacina <0,25 pg/mL ndo apresentaram muta¢ao no cédon Tre-86.
No presente estudo, todas as cepas analisadas possuiam alto nivel de resisténcia comprovadas
pelos valores obtidos na CIM, que variaram entre >8ug/mL a <64ug/mL para enrofloxacina e
entre >16ug/mL a <128 pg/mL para ciprofloxacina, confirmando que esta alteracao € sempre
associada com altos valores de CIM para fluoroquinolonas (SAID et al., 2010).

Nao foram observadas outras mutacdes que conferissem resisténcia as fluoroquinolonas nas
cepas investigadas além da mutacdo Tre-86-Ile. Todas as cepas de C. jejuni apresentaram
alterac@o do nucleotideo 257 do gyrA de ACA para ATA e todas as cepas de C. coli, alteracdao
de ACT para ATT conforme descrito previamente (SAID et al. 2010). A ciprofloxacina é o
metabolito principal da enrofloxacina e a atividade antimicrobiana desta ultima tem sido
associada em parte a acdo deste metabdlito (MENGOZZI et al., 1996). Embora trabalhos
anteriores se refiram somente as mutacdes encontradas em cepas resistentes a ciprofloxacina,
no presente estudo as cepas apresentavam resisténcia também a enrofloxacina, sugerindo o
mesmo mecanismo de aquisicao de resisténcia.

Mutagoes silenciosas sdo frequentemente descritas em cepas sensiveis e resistentes as
fluoroquinolonas e muitas combinacdes de transicoes e mutacdes podem existir.
BECKMANN et al. (2004) relataram as mesmas mutacdes silenciosas detectadas neste
trabalho, His-81-His e Ser-119-Ser em cepas sensiveis as quinolonas. A mutacio silenciosa
Ala-120-Ala, observada nesse estudo, foi também previamente descrita por WILSON et al.
(2000) e HAKANEN et al. (2002).

O crescente nivel de resisténcia as fluoroquinolonas observado atualmente em cepas de

Campylobacter spp. isoladas de aves revela o impacto do uso desses antimicrobianos na
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producdo avicola. Os niveis de resisténcia variam de acordo com os paises, por diferentes
fatores, entre eles a permissao do uso desta droga na avicultura (CHEN et al., 2010). No
Brasil, esta droga tem seu uso permitido para fins terapéuticos na produgdo avicola, entretanto
na Noruega e na Austrdlia onde ndo € permitido o uso desses antimicrobianos na avicultura,
ndo foram detectadas cepas de Campylobacter resistentes as fluoroquinolonas em estudos
realizados em abatedouros avicolas (NORSTROM et al., 2007; OBENG et al., 2012).

A caracterizagdo genotipica da resisténcia as fluoroquinolonas em Campylobacter nesse
estudo, confirmou a prévia detec¢do fenotipica dessa resisténcia e a mutagao Tre-86-Ile foi
observada na totalidade das cepas comprovando ser esta a mutagdo predominante em cepas de

C. jejuni e C. coli resistentes a enrofloxacina e ciprofloxacina.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos confirmam a presenca da mutagdo no gene gyrA como sendo o
mecanismo mais frequente de aquisicao de resisténcia em cepas de Campylobacter jejuni e C.
coli frente as fluoroquinolonas e essa resisténcia observada € preocupante, uma vez que a
ciprofloxacina pode ser utilizada no tratamento da campilobacteriose humana. Estudos de
genotipagem e de nivel de resisténcia a esses antimicrobianos entre cepas de Campylobacter
spp. isoladas de surtos em humanos e de frangos devem ser realizados, a fim de se investigar a

participacdo das cepas resistentes originadas de aves nas infec¢des humanas.
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Tabela 1 — Ocorréncia das mutagdes silenciosas e ndo silenciosas na Regiao Determinante de

Resisténcia as Quinolonas do gene gyrA das 57 cepas estudadas.

Numero de isoladas por

espécie
Tipo da Mudanga no Mudancga de C. jejuni C. coli
Mutacao Nucleotideo Aminodacido (38 cepas) (19 cepas)
Silenciosa CAC —- CAT  His-81 — His
AGT —- AGC  Ser-119 — Ser 8
GCC —- GCT Ala-120 — Ala
GGT - GGG  Gli-74 — Gli 29
GGT - GGG  Gli-74 — Gli
GCT — GAT  Asp-75 — Asp 1
CGT — AGT Ser-79 — Ser
TTT — TTC Fen-99 — Fen . 19
GCG —»> GCA Ala-122 — Ala
Nao Silenciosa  ACA — ATA Tre-86 — Ile 38 -
ACT — ATT Tre-86 — Ile 19




36

3.2 ARTIGO 2

Deteccdo de resisténcia as fluoroquinolonas em Campylobacter isolados de frangos de criacao
organica

Beatriz S. Frasao?, Luana R. Cértes3, Elmiro R. Nascimento#, Nathalie C. Cunha#, Virginia L. Almeida* e
Maria Helena C. Aquino*

ABSTRACT. - Frasao B. S, Cortes L. R, Nascimentos E. R., Cunha N. C.,, Almeida V. L. & Aquino M. H. C.
2014. [Detection of fluoroquinolone resistance in Campylobacter strains from organic poultry.]
Deteccdo de resisténcia as fluoroquinolonas em Campylobacter isolados de frangos de criagdo organica.
Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade
Federal Fluminense (UFF), Rua Vital Brasil Filho 64, Niteréi, R] 24 230-340, Brasil. E-mail:
beatrizfrasao@id.uff.br;beatrizfrasao90@gmail.com

Cecal contents of 80 broilers from organic raising chickens, slaughtered under State Inspection
Service (S.1.S) of the State of Rio de Janeiro, were collected and tested for the presence of Campylobacter.
The determination of ciprofloxacin and enrofloxacin susceptibility was done by disk diffusion and agar
dilution methods for determining the Minimum Inhibitory Concentration (MIC). The detection of mutation
in Quinolone Resistance Determinant Region (QRDR) in gyrA gene was done by sequencing.
Campylobacter was isolated from 100% of the samples, being 68.75% and 31.25% corresponding C. jejuni
and C. coli, respectively. By the disk diffusion method, resistance to ciprofloxacin was observed in all the
isolates and 56.25% of the strains were resistant to enrofloxacin. By agar dilution method, all strains were
resistant to ciprofloxacin (MIC = 16ug/mL a = 64pg/mL) and full and intermediate resistance to
enrofloxacin was detected in 42.50% (MIC = 4-32 pg/mL) and 38.75% (MIC=2 pg/mL) of the strains,
respectively. Mutation Thr-86-Ile, which confers resistance to quinolones, was observed in 100% of the
isolates investigated. In addition to this mutation, others no silent mutations (Val-73-Glu, Ser-114-Leu,
Val-88-Asp, Ala-75-Asp, Gly-119-Ser, Arg-79-Lys) and silent mutations (His-81-His, Ser-119-Ser, Ala-120-
Ala, Phe-99-Phe, Ala-122-Ala, Gly-74-Gly, Ile-77-1le, Ala-91-Ala, Leu-92-Leu, Val-93-Val, Ile-106-Ile, Thr-
107-Thr, Gly-113-Gly, Ile-115-Ile, Gly-110-Gly) were detected. The enrofloxacin-sensitive strains by the
phenotypic methods had the Thr-86 to Ile substitution, which suggests other mechanisms contributing to
enrofloxacin resistance in Campylobacter.

INDEX TERMS: Sequencing, Quinolone Determine-Resistance Region of gyrA gene, Minimum Inhibitory
Concentration.

RESUMO.- Foram coletadas 80 amostras de contetido cecal de frangos provenientes de criacdo organica,
abatidos sob Servico de Inspecdo Estadual (S.I.LE.) do Estado do Rio de Janeiro, para a pesquisa de
Campylobacter. A determinagdo da suscetibilidade a ciprofloxacina e enrofloxacina foi feita pela técnica de
difusdo em disco, técnica de diluicdo em agar para determina¢do da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)
e pela pesquisa da presenca de mutagido na Regido Determinante de Resisténcia as Quinolonas (RDRQ) no
gene gyrA através de sequenciamento. Campylobacter foi isolado a partir de 100% das amostras avaliadas,
sendo 68,75% e 31,25% correspondentes a C. jejuni e C. coli, respectivamente. No teste de difusdo em
disco, foi observada resisténcia a ciprofloxacina em todas as cepas isoladas e 56,25% das cepas foram
resistentes a enrofloxacina. No teste de diluicdo em agar, todas as cepas foram resistentes a ciprofloxacina
e apresentaram CIM 216 - 64pg/mL. Para enrofloxacina, 42.50% das cepas foram resistentes (CIM = 4-32
pug/mL) e 38,75% apresentaram resisténcia intermediaria (CIM=2 pg/mL). Foi observada a mutagéo Tre-
86-1le, que confere resisténcia as quinolonas, em 100% das cepas analisadas. Além dessa mutagao, foram
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observadas outras mutagdes nao silenciosas (Val-73-Glu, Ser-114-Leu, Val-88-Asp, Ala-75-Asp, Ser-119-
Gli, Arg-79-Lis) e mutacgdes silenciosas (His-81-His, Ser-119-Ser, Ala-120-Ala, Fen-99-Fen, Ala-122-Ala,
Gli-74-Gli, Ile-77-1Ile, Ala-91-Ala, Leu-92-Leu, Val-93-Val, Ile-106-Ile, Tre-107-Tre, Gli-113-Gli, Ile-115-Ile,
Gli-110-Gli). A observagdo de que cepas sensiveis a enrofloxacina pelos testes fenotipicos apresentavam a
substituicdo Tre-86 para lle sugere que outros mecanismos podem contribuir para a resisténcia a
enrofloxacina em Campylobacter.

TERMOS DE INDEXACAO: Sequenciamento, Regido Determinante de Resisténcia as Quinolonas do gene
gyrA, Concentragdo Inibitéria Minima.

INTRODUCAO

Campylobacter spp. esta entre as bactérias que requerem grande atencao dos servicos de satde
coletiva, pois sdo patogénicas para humanos e sdo comumente encontradas no trato gastrointestinal das
aves. A maioria das infec¢des por este microrganismo estd associada ao consumo de carne de frango e
seus subprodutos, que podem ser contaminados durante o processamento (Hermans et al. 2011, Hermans
et al. 2012, Wagenaar et al. 2013). Para humanos, a espécie C. jejuni é considerada a mais patogénica além
de ser, normalmente, mais frequente do que C. coli e coinfec¢bes também podem ocorrer (Barbour et al.
2012, Niederer et al. 2011).

O niimero de campilobacteriose humana aumentou em todo o mundo, superando o ndimero de
salmonelose e shiguelose (Cover et al 2014). Na Unido Européia em 2011, Campylobacter foi reportado
como o patdégeno bacteriano gastrointestinal mais isolado em humanos desde 2005 e foram confirmados
220.209 casos de campilobacteriose. Associado a este fato, as cepas isoladas de humanos apresentaram
alta resisténcia a ampicilina, ciprofloxacina, acido nalidixico e tetraciclinas e o0 mesmo foi observado
quando se analisou o 4cido nalidixico e a tetraciclina em cepas isoladas de carnes de frango (EFSA & ECDC
2013).

A enrofloxacina é um antimicrobiano muito usado na avicultura no Brasil, sendo o mais usado
tanto na avicultura de corte quanto na de postura segundo relatos do Programa Estadual de Controle de
Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos de Origem Animal (PAMvet) do Estado do Parana
(Machinski Junior et al. 2005). O uso excessivo e sem controle de antimicrobianos na produ¢do animal
pode contribuir para o aumento do nimero de bactérias resistentes, que podem ser disseminadas durante
a producdo ou processamento dos alimentos. Em razdo disto, desde 2006, a Unido Européia e outras
nac¢des baniram o uso de alguns antimicrobianos na produc¢io animal (EFSA, ECDC & EMEA 2009).

A resisténcia as quinolonas em Campylobacter esta relacionada principalmente a mutacao Tre-86-
Ile na RDRQ do gene gyrA da DNA girase, como ja foi descrito por varios autores (Yang et al. 2006, Qin et
al. 2011, Iovine 2013, Frasao & Aquino 2014). Entretanto outras mutagdes (Tre-86-Ile, Asp-90-Asn, Ala-
70-Tre, Asp-85-Tir, Pro-104-Ser) nessa regido ja foram descritas como relacionadas a resisténcia em
Campylobacter, além de mutagdes no gene parC, da topisomerase IV e da acdo exacerbada da bomba de
efluxo CmeABC devido a muta¢do no gene cmeR (Bachoual et al. 2001, Piddock et al. 2003, Yang et al.
2006, Qin et al. 2011, Wieczorek & Osek 2013; lovine 2013; Hungaro et al. 2015).

No Brasil, a produgao e comercializacdo dos produtos organicos foram aprovadas pela Lei 10.831,
de 23 de dezembro de 2003 (Brasil 2003), porém sua regulamentacio ocorreu apenas com a publicagdo
do Decreto N2 6.323 em 27 de dezembro de 2007 (Brasil 2007). Segundo a lei supracitada, o sistema
organico de produgdo agropecudria adota técnicas especificas, visando otimizar os recursos naturais e
socioeconOmicos disponiveis, visando a sustentabilidade ecolégica e econdémica, minimizando as
dependéncias de energia ndo renovavel e empregando sempre que possivel métodos culturais, biolégicos
ou mecanicos, evitando o uso de materiais sintéticos, ndo sendo permitido o uso de organismos
geneticamente modificados e radiacdo ionizante, em qualquer fase do processo de producdo, sempre
protegendo o ambiente (Brasil 2003). Com o decreto, houve a implantagdo do Sistema Brasileiro de
Avaliacdo da Conformidade Organica, integrado pelos Sistemas Participativos de Garantia da Qualidade
Organica e pela Certificagdo por Auditoria, sendo identificado por um selo inico em todo territério
nacional (Brasil 2007). O uso de antimicrobiano como promotor de crescimento na producdo de carne
organica é proibido (Crabone et al. 2005, Brasil, 2008) e tratamentos terapéuticos alternativos sao
realizados (Griggs & Jacob, 2005).

A criacdo organica de frangos de corte difere da criagdo convencional pelo fato do animal ter
acesso ao ambiente, sendo uma criacdo “a pasto” (Rosenquist et al. 2013) e pela idade de abate ser mais
avancada. Sendo assim, esses animais podem se infectar com Campylobacter presente no ambiente ou
oriundo de aves silvestres. Estudos revelam uma prevaléncia de Campylobacter spp. em frangos de criacao
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organica entre 60% a 100% (Heuer et al. 2001, El-Shibiny et al. 2005, Overbeke et al. 2006, Colles et al.
2008, Esteban et al. 2008, Hoogenboom et al. 2008, EFSA 2010).

Face ao exposto, o objetivo desta pesquisa foi determinar a ocorréncia de Campylobacter jejuni e
C. coli em frangos de criagdo orgdnica e determinar sua suscetibilidade a ciprofloxacina e enrofloxacina
através de métodos fenotipicos e genotipicos.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 80 amostras do ceco de frangos de corte de criacdo organica provenientes de
dois lotes (40 animais por lote). A coleta foi realizada imediatamente apds a eviscera¢do, na linha de abate,
em abatedouro com Servico de Inspegdo Estadual (S.I.LE.) do Estado do Rio de Janeiro. Suabes contendo as
fezes foram diluidos em quatro mililitros de 4gua destilada esterilizada e 0,3 mL foram inoculados em
placas contendo Agar Columbia suplementado com carvio ativado (0,4%) e suplemento seletivo
CAMPYLOFAR® (CEFAR). Paralelamente, trés mililitros da dilui¢do foi previamente filtrada em membrana
milipore (0,65um) e o filtrado foi estriado nas placas com o meio de cultivo. As placas foram incubadas a
37°C por 48 horas, em condi¢gdes de microaerofilia. As colonias suspeitas foram confirmadas pela técnica
de PCR apés identificagdo presuntiva pelas caracteristicas morfotintoriais e testes de producio de oxidase
e catalase.

Para a confirmac¢do por PCR, o DNA foi extraido com o kit de extracdo comercial ‘Wizard®
Genomic DNA Purification Kit" (PROMEGA®). De cada amostra, foi removida uma al¢a bacteriana e
colocada em um mililitro de Caldo Brucella para a obten¢do de uma concentra¢do de 2x10° células (Mac
Farland 4). Posteriormente, foram seguidas as recomendacdes do protocolo para o isolamento do DNA
gendmico de bactérias Gram-negativas. Para a identificagdo foi utilizada a técnica de PCR multiplex,
baseada no que foi descrito por Harmon et. al. (1997) modificada por Aquino et al. (2002). Dois pares de
primers preparados pela Invitrogen foram utilizados: primers pg3/pg50 que amplificam uma regido
conservada nas duas espécies (C. jejuni e C. coli), relacionada ao gene da flagelina (Oyofo et al. 1992), e
primers C-1 /C-4 que amplificam uma regido especifica da espécie C. jejuni (Winters & Slavik, 1995). A
reacdo de amplificacdo foi feita com volume final de 50uL, contendo 5 pL do DNA amostral, 1X PCR Buffer
(500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI [pH 8.5]), 4 uL (200 uM cada) dATP, dCTP, dGTP e dTTP, 0,4 uM de cada
primer pg3 e pg50 ( gene flaA), 0,2 uM de cada primer C1 e C4 (gene da oxirredutase), 2,5 U de Taqg DNA
polymerase e 5,5 mM/L de MgCl,. O termociclador “Thermo Electron Corporation - Px2 Thermal Cycler”
foi utilizado para reacdo de amplificacdo. A desnaturacio inicial foi realizada a 94°C por quatro minutos,
seguida por 25 ciclos de amplificacdo constituidos em um minuto a 94°C, um minuto a 55°C, um minuto a
72°C e extensdo a 72°C por sete minutos. Para a verificacdo dos amplicons, foi realizada eletroforese em
cuba horizontal ‘Eletrophoresis Cell (BioAmérica)’ com TBE 0,5x%, com fonte Power Pac 300 (Bio-Rad), em
gel de agarose 1,5% e o GelRed foi utilizado juntamente com o ‘loading buffer’ para corar as bandas
amplificadas. Foi utilizado o peso molecular de 100 pb para comparar o tamanho das bandas amplificadas.
Os produtos da amplificagdo foram visualizados e fotografados em um transiluminador com luz
ultravioleta (Nova Instruments). Foram utilizadas como controle positivo as cepas de referéncia C. jejuni
ATCC 33560 e C. coli ATCC 33559, gentilmente cedidas pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude da Fundag¢do Oswaldo Cruz (INCQS/FIOCRUZ).

A sensibilidade de Campylobacter jejuni e C. coli a enrofloxacina e ciprofloxacina foi determinada
pelo método de difusdo em disco e pelo método de difusdo em agar, para determinar a concentragio
inibitéria minima (CIM) de acordo com os critérios determinados pelo “Clinical and Laboratory Standards
Institute” (CLSI 2010). As concentra¢des utilizadas foram 64 pg/mL, 32 ug/mL, 16 pg/mL, 8 ug/mL, 4
pg/mL, 2 pg/mL e 1 pug/mL. A suspensdo de Campylobacter inoculada foi ajustada ao equivalente a
turbidez do padrao de McFarland 0.5. As placas foram incubadas a 37 °C por 48 horas, em microaerofilia.

Todas as cepas isoladas foram submetidas ao sequenciamento da Regido Determinante de
Resisténcia as Quinolonas (RDRQ) do gene gyrA. A PCR foi realizada com primers especificos para
amplificar a RDRQ do gene gyrA: CjgyrA QRDR F e CjgyrA QRDR R (Parkhill et al. 2000, Price et al. 2005).
Para a reacdo foi utilizado 50uL contendo 5uL, 1X PCR Buffer (500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI [pH 8.5]),
5uL (1mM cada) dATP, dCTP, dGTP e dTTP, 0,5uL. de cada primer, 1.0 U Taq DNA polymerase e 2 mM
MgClz. A reagdo de amplificacdo foi realizada no termociclador “Thermo Electron Corporation - Px2
Thermal Cycler”, sendo feita desnaturacdo inicial a 94°C por cinco minutos e 35 ciclos com desnaturacdo
por 30 segundos a 94°C, anelamento do primer a 55°C por 30 segundos, extensdo a 72°C por um minuto e
extensdo final a 72°C por 10 minutos. Para a visualizagio do produto da PCR, 6 pL do amplicon foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 1,5%, com tampao TBE [1,0 M Tris, 0,01 M acido bérico, 0,01
M EDTA, pH 8.2 (Invitrogen), e GelRed juntamente com o ‘loading buffer’. A imagem foi visualizada e
fotografada em transiluminador com luz ultravioleta (Nova Instruments). O produto da amplifica¢io foi
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purificado com Kit de Purificagdo Comercial da GE®, seguindo as instru¢des descritas no manual. A
dosagem do DNA purificado foi realizada de acordo com o recomendado no protocolo “Low DNA Mass
Ladder” (Invitrogen), sendo utilizado 4 pL do amplicon purificado para eletroforese nas condig¢des ja
descritas. Foi utilizado sequenciador automatico Sequenciador 3730XL DNA Analyzer (Applied
Biosystems) com 96 capilares e polimero POP-7 (Applied Biosystems). As sequéncias foram montadas
através dos cromatogramas obtidos utilizando o BioEdit Sequence Alignment Editort (Hall 1999) e
Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version 6.0-MEGA6 (Tamura et al. 2013). Para investigar a
ocorréncia de mutacdes foram utilizadas sequéncias de cepas sensiveis do GenBank de C. jejuni
(L04566.1)e C. coli (U63413.1). Foram incluidas como controle as cepas C. jejuni ATCC 33560 e C. coli
ATCC 33559, sensiveis a enrofloxacina e ciprofloxacina.

RESULTADOS

Campylobacter spp. foi isolado de 100% das amostras e através da técnica de PCR multiplex, C.
jejuni foi identificado em 68,75% e C. coli em 31,25% das amostras. Nos dois lotes, a espécie mais isolada
foi C. jejuni, sendo 82,50% no lote A e 55,00% no lote B (Quadro1l).

Na avalia¢do da suscetibilidade aos antimicrobianos no teste de difusdo em disco 100% e 56,25%
das cepas foram resistentes a ciprofloxacina e a enrofloxacina, respectivamente. No teste de diluicdo em
agar, todas as cepas foram resistentes a ciprofloxacina e apresentaram CIM variando de 16pg/mL a
264pg/mL Para a enrofloxacina, apenas 18,75% das cepas foram sensiveis (CIM <lug/mL), enquanto
38,75% foram intermediarias (CIM=2pg/mL), sendo a maioria (42,50%) classificada como resistente
(CIM=24pg/mL). No lote A, a maioria das cepas apresentaram resisténcia a enrofloxacina pelos métodos de
difusdo em disco (72,50%) e diluicdo em agar (67,50%), enquanto 7,5% apresentaram resisténcia
intermediaria. No lote B, 40,00% e 17,50% das cepas foram resistentes pelo teste de difusdo em disco e
CIM, respectivamente, enquanto 70% apresentaram resisténcia intermediaria (Quadro 1). A maioria
(74,07%) das cepas resistentes a enrofloxacina no teste de diluicido em agar do lote A apresentou
CIM=4pg/mL. A maior CIM para enrofloxacina encontrada em ambos os lotes foi de 32pg/mL, sendo que
apenas uma cepa em cada lote apresentou esta concentracdo, enquanto foi observada CIM para
ciprofloxacina = 64pug/mL.

Na pesquisa de mutacdo na Regido Determinante de Resisténcia as Quinolonas (RDRQ) do gene
gyrA, 100% das cepas apresentaram a mutagdo Tre-86-Ile. Outras mutagdes silenciosas (His-81-His, Ser-
119-Ser, Ala-120-Ala, Fen-99-Fen, Ala-122-Ala, Gli-74-Gli, Ile-77-1le, Ala-91-Ala, Leu-92-Leu, Val-93-Val,
Ile-106-Ile, Tre-107-Tre, Gli-113-Gli, [le-115-Ile, Gli-110-Gli) foram observadas em ambos os lotes e nao
silenciosas (Val-73-Glu, Ser-114-Leu, Val-88-Asp, Ala-75-Asp,Ser-119-Gli, Arg-79-Lis) também foram
observadas em cepas isoladas dos frangos do lote B. Além das mutagdes por substituicio citadas acima, no
c6don 73 foi observada mutacgdo por delecdo (GTG—G_G) em duas cepas (Figura 1).

DISCUSSAO

A elevada ocorréncia de Campylobacter spp. nos frangos de criacdo organica pode ser devido a
idade de abate avan¢ada, com maior exposicdo das aves ao ambiente devido ao tipo de criagdo, fatores
estes previamente descritos como predisponentes para colonizagio de Campylobacter em aves de criagido
organica (Adkin et al. 2006). A mesma frequéncia em frangos de criagdo organica foi demostrada por Cui
etal. (2005), Luangtongkum et al. (2006) e Soonthornchaikul et al. (2006).

C. jejuni foi observado com mais frequéncia em ambos os lotes, resultado este que vai ao encontro
de outros autores que também investigaram cria¢des organicas (Luangtongkum et al. 2006) e outros que
pesquisaram frangos de criagdo convencional (Garin et al. 2012, Obeng et al. 2012, Ugarte-Ruiz et al. 2012,
Zendehbad et al. 2013). No entanto, Cui et al (2005) isolaram mais C. coli do que C. jejuni em frangos de
criacdo organica e sugeriram a exposicdo a diferentes fontes ambientais, como a proximidade com criagao
de suinos um fator determinante para a maior ocorréncia dessa espécie (El-Shibiny et al. 2005, Petersen
etal. 2001).

No presente trabalho, todas as cepas foram resistentes a ciprofloxacina quando observada a CIM,
variando entre 16pg/mL a 264ug/mL. Lehtopolku et al. (2005) e Schonberg-Norio et al. (2006), também
obtiveram CIM = 64 pg/mL para ciprofloxacina em 94,70% das cepas de Campylobacter investigadas na
Finlandia. Nesse estudo, a maioria das cepas foram classificadas como resistentes a enrofloxacina com CIM
variando de 4pg/mL a 32pg/mL, sendo que 64,71% das cepas apresentaram CIM=4pug/mL, enquanto que
74,07% das cepas resistentes no lote A também apresentaram CIM=4pg/mL, demonstrando um nivel de
resisténcia inferior ao detectado para ciprofloxacina. A diferenca entre os lotes observada na
determinag¢do da concentragdo inibitéria minima, sendo detectada maior niimero de cepas resistentes no
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lote A e de cepas intermediarias no lote B, pode ser explicado pela mudanga de fornecedores dos pintinhos
adquiridos pelo produtor. O fato das cepas isoladas de criacdo organica no presente trabalho,
supostamente sem uso de antimicrobianos, serem 100% resistentes e com alto nivel de resisténcia a
ciprofloxacina, pode estar relacionada com a persisténcia de cepas resistentes no ambiente de criagio.
Diversos estudos revelam que a CIM de Campylobacter rapidamente aumenta apds o uso de
fluoroquinolonas em criag¢des avicolas e a resisténcia das cepas pode se manter por varias semanas apos a
supressdo do tratamento. Essas cepas podem persistir tanto nas aves como no ambiente de criagdo
(Humphrey & Jorgensen 2005).

Os resultados obtidos nesse estudo, embora incluam apenas criagdes organicas do Estado do Rio
de Janeiro, onde supostamente nido se fez uso de antimicrobianos, revelam a presenca de cepas de
Campylobacter resistentes as fluoroquinolonas na criacdo. No Brasil, estudos anteriores revelaram uma
frequéncia de 95% das cepas isoladas de frango de corte resistentes a ciprofloxacina (Hungaro et al. 2014;
Moura et al. 2013). Nesse estudo foi observada uma alta frequéncia e nivel de resisténcia a ciprofloxacina
e em menor nivel a enrofloxacina. Outros trabalhos revelaram porcentagens bastante inferiores (8%) de
cepas resistentes a ciprofloxacina em cria¢des organicas nos EUA (Cui et al. 2005), e até mesmo auséncia
de resisténcia a este antimicrobiano tanto nos EUA como no Reino Unido (Luangtongkum et al. 2006,
Soonthornchaikul et al. 2006). Em 2005, o Food and Drug Administration (FDA) nos EUA proibiu o uso das
fluoroquinolonas na avicultura alegando que cepas de Campylobacter resistentes as fluoroquinolonas
podiam ser transmitidas pela carne desses animais e causar infeccdo humana, sendo portanto uma
ameaga a saude coletiva. (FDA, 2014). Também Na Noruega e na Australia onde ndo é permitido o uso
desses antimicrobianos na avicultura, ndo foram detectadas cepas de Campylobacter resistentes as
fluoroquinolonas em estudos realizados em abatedouros avicolas (Norstrom et al. 2007, Obeng et al.
2012). No Brasil, sabe-se que nio é proibido o uso de enrofloxacina, medicamento de uso exclusivo em
medicina veterinaria, quando este tem fins terapéuticos na avicultura.

A mutagdo caracteristica no cédon 86 que substitui a treonina pela isoleucina (Tre-86-Ile) foi
detectada em todas as cepas sequenciadas. Qin et al. (2011) revelaram relacdo da presen¢a da mutac¢io
Tre-86-Ile com altos niveis de resisténcia a ciprofloxacina, enquanto Duarte et al. (2014) encontraram a
mutacdo em todas as cepas que apresentaram resisténcia a ciprofloxacina em outros testes, sendo o
mesmo observado por Stapleton et al. (2010). A ciprofloxacina é considerada um metabdlito da
enrofloxacina (Idowu et al, 2010) e a alta resisténcia observada nesse estudo pode estar relacionada ao
uso frequente da enrofloxacina na avicultura, com persisténcia de cepas resistentes no ambiente de
criagdo.

Nesse estudo 18,8% das cepas foram sensiveis a enrofloxacina (CIM <1pg/mL). Em sua revisao,
MozZina et al (2011) relataram que alguns autores afirmam que além de mutag¢des pontuais, a resisténcia a
antimicrobianos pode ser conferida por bombas de efluxo, que bombeiam ativamente as moléculas dos
farmacos evitando a acumulagido intracelular necessaria para a letalidade do microrganismo. Em
Campylobacter, Hungaro et al. (2015) demonstraram a presenca dos trés genes requeridos para sintetizar
o sistema de efluxo CmeABC em 90% das cepas analisadas. O uso de inibidores da bomba de efluxo no
referido estudo resultou em uma significante redu¢do na CIM dos antimicrobianos testados incluindo a
ciprofloxacina. Jeon et al. (2011) afirmam que a superexpressdo do operon cmeGH em C. jejuni
relacionado ao gene cmeG que codifica um transportador na bomba de efluxo, aumentou
significativamente a sua resisténcia as fluoroquinolonas. Cagliero et al. (2007) selecionaram um mutante
de Campylobacter jejuni multirresistente através do aumento das concentragdes de enrofloxacina in vitro e
afirmaram que a bomba de efluxo CmeABC tem relacdo com a resisténcia neste microrganismo. Em
Campylobacter a bomba de efluxo CmeABC foi também descrita como conferindo resisténcia a
importantes antimicrobianos (Lin et al. 2005, Mu et al. 2013, Oh et al. 2014) e foi também classificada
como responsavel pela resisténcia de cepas de Actinobacillus pleuropneumoniae a enrofloxacina (Wang et
al. 2010).

Além da mutacdo Tre-86-Ile, que confere resisténcia as fluoroquinolonas, outras mutagdes nédo
silenciosas por substituicdo foram detectadas em cepas do lote B (Val-73-Glu, Ala-75-Asp, Arg-79-Lis, Val-
88-Asp, Ser-114-Leu, Ser-119-Gli) porém diferentes de outras mutacdes (Tre-86-Lis; Tre-86-Ala; Asp-90-
Asn, Ala-70-Tre, Asp-85-Tir, Pro-104-Ser) ja descritas na literatura como relacionadas a resisténcia de
Campylobacter spp. as fluoroquinolonas (Wang et al. 1993, Barchoual eu al. 2001, Hakanen et al. 2002,
Wilson et al. 2000, lovine 2013, Qin et al. 2011, Wieczorek & Osek 2013, Hungaro et al 2014). A mutagao
por delecdo no cédon 73 (GTG—G_G) observada em duas cepas de C. jejuni ndo foi aparentemente descrita
anteriormente em cepas de Campylobacter resistentes a fluoroquinolonas. Mutagdes silenciosas sido
frequentemente descritas em cepas sensiveis e resistentes as fluoroquinolonas e dentre as mutagdes
silenciosas identificadas no presente trabalho, a mutacdo Fen-99-Fen foi descrita em cepas de C. coli
resistentes a quinolonas (Qin et al. 2011). As mutag¢des His-81-His e Ser-119-Ser foram descritas
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principalmente em cepas sensiveis as quinolonas (Beckmann et al. 2004) e a mutacdo Ala-120-Ala foi
descrita em cepas sensiveis e resistentes (Wilson et al. 2000, Hakanen et al. 2002).

0 mecanismo molecular da resisténcia de Campylobacter a enrofloxacina tem sido pouco
explorado até o momento, excetuando o mecanismo que se refere a mutagdo Tre-86-Ile como responsavel
pela resisténcia as fluoroquinolonas. A presenca dessa muta¢do em cepas sensiveis a enrofloxacina sugere
a participacdo de outros mecanismos na aquisicdo de resisténcia frente a esse antimicrobiano. Sado
necessarias portanto, investigacdes complementares relacionadas a participacdo da bomba de efluxo na
aquisicdo dessa resisténcia, entre outros possiveis mecanismos.

CONCLUSAO

Foi observada elevada frequéncia de Campylobacter spp. em frangos de criacdo organica, sendo a
espécie predominante C. jejuni. O alto nivel de resisténcia e a frequéncia de cepas de Campylobacter
resistentes as fluoroquinolonas observados nesse estudo em frangos de criacdo organica sugere o uso
indiscriminado desses antimicrobianos na avicultura, com persisténcia dessas cepas no ambiente. Outros
possiveis mecanismos que conferem resisténcia a enrofloxacina além da mutagdo Tre-86-Ile no gene gyrA
devem ser investigados.
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Legendas das Figuras

Fig.1. Alinhamento das diferentes sequencias obtidas com o sequenciamento da Regido Determinante de

Resisténcia as Quinolonas (RDRQ) do gene gyrA das cepas de C. jejuni e C. coli isoladas dos frangos
de criacdo organica. Sendo C. jejuni (L04566.1) e C. coli (U63413.1) padrdes sensiveis obtidos no
GenBank, e o restante os isolados do presente trabalho. As alteragcdes caracterizadas como nio
silenciosas estdo representadas com um trago abaixo da mudanca observada, e as demais sdo
caracterizadas como silenciosas.

0 Quadro

Quadro 1 Resultados do isolamento e da suscetibilidade das cepas de C. jejuni e C. coli a

enrofloxacina pelo método de difusido em disco e pela determinacéio da concentracio inibitéria

minima (CIM)

TESTES C. jejuni C. coli Total

Isolamento 33 (82,50%) 7 (17,50%) 40 (100%)
Difusio Resistente 25(62,50%)  4(10,00%)  29(72,50%)
= em disco Sensivel 8(20,00%)  3(750%) 11 (27,50%)
§ . Resistente 23(57,50%)  4(10,00%) 27 (67,50%)

Intermediaria 2 (5,00%) 1(2,50%) 3(7,50%)
Sensivel 8(20,00%)  2(500%) 10 (25,00%)

Isolamento 22 (55,00%) 18 (45,00%) 40 (100%)
Difusio Resistente 8(20,00%) 8(20,00%) 16 (40,00%)
E em disco Sensivel 14 (35,00%) 10 (25,00%) 24 (60,00%)
S Resistente 4(10,00%)  3(7,50%) 7 (17,50%)
CIM Intermediaria 15 (37,50%) 13 (32,50%) 28 (70,00%)

Sensivel 3 (7,50%) 2(500%)  5(12,50%)

Isolamento 55(68,75%) 25 (31,25%) 80 (100%)
Difusio Resistente 33 (41,25%) 12 (15,00%) 45 (56,25%)
E em disco Sensivel 22(27,50%) 13 (16,25%) 35 (43,75%)
E Resistente 27 (33,75%) 7 (8,75%) 34 (42,50%)
CIM Intermedidria 17 (21,25% 14 (17,50%) 31 (38,75%)
Sensivel 11 (13,75%) 4 (5,00%) 15 (18,75%)
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Nesse estudo observou-se alta frequéncia de Campylobacter spp. em frangos de corte
de criagdo orgéanica, sendo C. jejuni a espécie mais isolada.

A elevada frequéncia e nivel de resisténcia a ciprofloxacina, encontrada em todas as
cepas e a resisténcia a enrofloxacina observada na maioria das cepas investigadas ressaltam o
provavel uso indiscriminado de fluoroquinolonas na producao avicola. A frequéncia e o nivel
de resisténcia a enrofloxacina observados foram inferiores aos da ciprofloxacina, o que pode
ser resultante do contato das cepas de Campylobacter com o metabdlito ciprofloxacina,
quando na administra¢do da enrofloxacina, antimicrobiano de uso veterindrio.

A detec¢do da mutagdo Tre-86-Ile no gene gyrA nas cepas sensiveis e resistentes a
enrofloxacina, considera-se que esteja ocorrendo a participacdo de outros possiveis

mecanismos na aquisi¢do de resisténcia frente a esse antimicrobiano.
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