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RESUMO

MACHADO, 1. Diagnostico microbiolégico e molecular de Campylobacter
Spp., Salmonella spp. e Escherichia coli em carcacgas de frango. Botucatu, SP,
2016. Tese (Doutorado)-Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus
Botucatu, SP, Universidade Estadual Paulista.

As doengas de transmissdo alimentar (DTA) por bactérias constituem um
problema de satde publica no mundo. O objetivo do trabalho foi identificar por
métodos microbioldgicos e moleculares a presenca de Campylobacter spp.,
Salmonella spp. e Escherichia coli em frangos de Botucatu-SP, Brasil. Sessenta
(60) amostras de frangos resfriados de diferentes marcas foram coletadas
aleatoriamente em diferentes estabelecimentos localizados tanto na periferia,
quanto no centro da cidade de Botucatu, SP, no periodo de julho a outubro de
2015. Posteriormente, Campylobacter spp, Salmonella spp e E. coli foram
isolados através de métodos microbioldgicos convencionais. A confirmacdo das
bactérias isoladas se realizou por provas bioquimicas e PCR. Além disso, as
provas para determinar a resisténcia antimicrobiana e a existéncia de gene
integron classe 1 foram realizadas. Os resultados demostraram a presenca de trés
das principais bactérias que causam doengas de origem alimentar em carcagas de
frango provenientes de supermercados e casas de carne de Botucatu. A
prevaléncia de Campylobacter, Salmonella, e E. coli foi 38,3%, 13,3% e 60%,
respectivamente. A resisténcia antimicrobiana dos isolados foi elevada e presenca

do gene integron classe 1 foi identificada em alguns agentes patogénicos.

Palavras-Chave: Doencas de transmissao alimentar, enteropatdogenos, resisténcia

ao antimicrobiano, integron, frango.
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ABSTRACT

MACHADO, I. Microbiological and molecular diagnosis of Campylobacter
Spp., Salmonella spp. and Escherichia coli in chicken carcasses. Botucatu, SP,
2016. Dissertation (PhD) - Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science,
Campus Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

The transmission of Foodborne Diseases (FBD) by bacteria constitutes a public
health problem in the world. The objective of this study was to identify by
microbiological and molecular methods the presence of Campylobacter spp.,
Salmonella spp. and Escherichia coli in broiler chickens at Botucatu, SP, Brazil.
Sixty samples of chilled chickens of different brands were randomly collected
from supermarkets and meat houses located in both the periphery and the center
of the city, in the period from July to October 2015. Later, Campylobacter spp.,
Salmonella spp., and E. coli were isolated by conventional microbiological
methods. Confirmation of the isolated bacteria was performed by biochemical and
PCR tests. In addition, proofs to determine antimicrobial resistance and the
existence of class 1 integron gene were carried out. Results confirmed the
presence of the three assessed bacteria in poultry carcasses from selected
establishments. The prevalence was 38.3%, 13.3% and 60% to Campylobacter,
Salmonella and E. coli, respectively. Antimicrobial resistance of the isolates was
high and the presence of integron class 1 gene has been identified in some

pathogens.

Keywords: foodborne diseases, enteropathogen, antimicrobial resistance,
integron, chicken.



1 INTRODUCAO

A producao de carne de frango tem se expandido cerca de 5,6% a partir da década
de 1980. O Brasil ¢ o segundo maior produtor mundial de carne de frango, superado pelos
Estados Unidos da América (EUA), mas se destacando como o maior exportador mundial.
Além disso, o consumo mundial de carne de frango tem aumentado consideravelmente,
uma vez que esta fonte proteica ¢ a mais econdomica entre as proteinas de origem animal.
Estima-se que acima de 60% da proteina animal que se consome ¢ proveniente da carne
de frango. Atualmente, o Brasil apresenta consumo per capita de 41,862K g/hab./ano.

Paralelamente ao crescimento da industria avicola mundial, a prevaléncia de
doengas entéricas em humanos, por diferentes agentes, tem aumentado nas ultimas
décadas. As infec¢des agudas do trato gastrintestinal estdo entre as mais comuns,
superadas apenas por infecgoes do trato respiratorio.

Estima-se que na Asia, Africa e América Latina, dependendo de fatores
socioecondmicos € nutricionais, a probabilidade da morte de criangas por doencas
entéricas, antes dos cinco anos de vida, atinge 50% da populagdo. Em razao disso, nos
paises considerados desenvolvidos, Campylobacter spp., Salmonella spp. e Escherichia
coli sdo as causas comuns de gastroenterite bacteriana. Em 2006, o género Campylobacter
foi classificado como patdgeno de maior associag@o a surtos na Unido Europeia, mesmo
que a maioria dos casos relatados tenham sido considerados esporadicos.

Como reportado pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC), o
género Campylobacter foi o segundo classificado e Salmonella o primeiro entre as causas
de doengas bacterianas transmitidas por alimentos. Ainda, cerca de 50% dos casos que
desenvolvem diarreia por E. coli, ocorrem em individuos que se locomovem de paises
desenvolvidos para os em desenvolvimento.

Campylobacter spp., Salmonella spp. ¢ E. coli podem colonizar o trato
gastrintestinal da grande variedade de animais silvestres e domésticos, especialmente os
criados para o consumo humano. A contaminacdo de alimentos com estas bactérias
podem ocorrer em varias etapas ao longo da cadeia alimentar, incluindo na produgao,
processamento e distribuicdo. Varios estudos epidemiologicos tém implicado os
alimentos de origem animal como os principais veiculos associados a doengas causadas

por estes patogenos, especialmente produtos de origem aviaria.



Alimentos de origem animal podem ser vias de transmissdo de bactérias
responsaveis por doencgas transmitidas por alimentos (DTA), gerando preocupagao para
os Servigos de Saude Publica. A presenca de bactérias resistentes aos antimicrobianos ¢
considerada problema crescente a nivel mundial, sendo também caracterizado como risco
potencial para a saide humana. Resultados em diferentes paises, tais como, EUA,
Portugal, Holanda, Bolivia, Brasil, Camardes tém mostrado elevada ocorréncia de
bactérias multirresistentes aos antimicrobianos em produtos de origem aviaria. Frente ao
exposto, o presente estudo teve por objetivo identificar por métodos microbiologico e
molecular a presenga de Campylobacter spp., Salmonella spp. e E. coli em carcacas de

frango na cidade de Botucatu, SP, Brasil.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Consideracoes gerais

A contaminagdo dos alimentos por diversos agentes, entre os quais estdo incluidas
principalmente bactérias da familia Enterobacteriaceae, como Salmonella spp. e E. coli,
além da familia Campylobacteriaceae, como Campylobacter, podem provocar infecgdes
ou intoxicagdes nos humanos. Esses micro-organismos tém como habitat o trato
gastrintestinal de animais e dos humanos (FITCH et al., 2005; ENGBERG, 2006;
KEGODE et al., 2008; VILA et al., 2009; NEZOUANKEU et al., 2010).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) a indisposicao
seguida de vOmitos, dores abdominais e diarreia, sdo manifestagdes clinicas
caracteristicas das doengas transmitidas por alimentos (DTA). Os sintomas podem
aparecer a partir de algumas horas ou até dias depois de ser ingerido o alimento
contaminado. Esse tipo de infeccdes compreende interacdo entre o hospedeiro, o
organismo patogénico ¢ o alimento contaminado. Trés eventos podem acontecer: a
eliminacdo do patogeno pelo hospedeiro, desencadeamento de doenga ou morte
(ANVISA, 2007).

A transmissao de doengas pelo consumo de alimentos ¢ comum na grande maioria
dos paises, sendo que a prevaléncia tem aumentado exponencialmente nesse tipo de
enfermidade, em virtude do elevado consumo de aves domésticas e de seus subprodutos,
por exemplo ovos. Essa caracteristica depende da associacao de fatores ligados tanto ao
alimento como ambientais, permitindo o desenvolvimento dos micro-organismos. Além
de programas de Boas Préaticas de Fabricagdo e Analise de Perigos e Pontos Criticos de
Controle (APPCC) na indutstria, o papel de manipuladores e consumidores ¢ fundamental
na diminuicdo dos riscos de patogenos alimentares, principalmente em relagdo a
contaminagoes cruzadas (MENG e DOYLE, 1998; ALVAREZ et al., 2008; WILHELM
etal.,2011; MOLERO, 2012; WILLIAMS e EDEL, 2012).

2.2 Etiologia
2.2.1 Campylobacter

Campylobacter foi descrito pela primeira vez por volta de 1886 por Theodor
Escherich, que identificou uma bactéria de forma espiralada, localizada no segmento do

colon, de criangas que tinham morrido de doenca denominada por esse pesquisador



“colera infantil”. Posteriormente, Escherich observou micro-organismos espiralados
similares em fezes de criangas com doencas diarreicas (BUTZLER, 2004).

As bactérias do género Campylobacter sao gram-negativas. As células tém a
forma de bastonetes finos curvos em espiral ou em S com aparéncia de asa de gaivota, e
podem apresentar forma cocoide nos cultivos velhos. Possuem tamanho de 0,2 a 0,5 um
de didmetro de largura e 0,5 a 5,0 um de comprimento Figura 1. Esses micro-organismos
movimentam-se com o auxilio de flagelo polar localizado em uma ou nas duas
extremidades da célula. A maioria das espécies sao tipicamente microaerofilas e requerem
uma concentrac¢do de Oz entre 3 e 15% e de COz2de 3 a 5%. As espécies de Campylobacter
nao sdo fermentativas, mas sdo oxidase positivas e catalase variaveis. Algumas espécies
sdo patogénicas para humanos e animais. A diferenciagdo das espécies de Campylobacter
estdo na Tabela 1 (HOLT et al., 1994; QUINN et al., 1994; QUINN et al., 2007).

Atualmente, a “List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature”,
organizada pelo pesquisador J.P. Euzéby, cita 34 espécies e 14 subespécies.

www.bacterio.net/campylobacter.html (LPSN, 2016).

FIGURA 1. Campylobacter spp. observado em microscopio optico e eletronico.
Fonte: De Wood, apud Orihuel 2015

A campilobacteriose ¢ uma doenca causada pelo Campylobacter spp. As espécies
mais comuns de Campylobacter sdo C. jejuni, C. coli e C. lari, dos quais, C. jejuni ¢
responsavel por 90-95% das gastroenterites bacterianas (ROZYNEK et al., 2005
ROSELL, 2006; BRONZWAER et al., 2009). Nos humanos, a gastroenterite ¢ a
manifestagdo clinica mais comum. A sintomatologia ¢ semelhante a causada por outros

patdgenos entéricos, embora, o agravante ¢ a baixa dose infectante. Estima-se que a



ingestao de 400 a 500 bactérias possa provocar a doenca (BUTZLER, 2004; FONSECA
et al., 2007 GONCALVES et al., 2012). A enfermidade pode levar a Sindrome de
Guillain-Barré, uma complicagdo rara, na qual o sistema imune induz lesdo no sistema

nervoso periférico causando paralisia muscular (SILVA et al., 2014).

TABELA 1. Diferenciacao bioquimica das principais espécies de Campylobacter.

Especies Catal. 25°C 42°C Glicina NaCl H2S H2S TTC Hip. Ac Cefa.
Campylobacter 1% 3,5% C\Sist S\Sist Nal.

C. Fetus subs. + + - - - - - - - R S
Venerealis

C. Fetus subs. + + - + - + - - - \Y; S
Fetus

C. jejuni subs + - + + - + + - + S R
jejuni

C. jejuni subs + - + + - \Y; - - +

doley

C. coli + - + + - + - + - S R
C. lari + - + + - + + - - R R
C. + + + + - + - - - R S
hyointestinalis

C. mucosalis - + + + - + + - - R S

Fonte: Adaptado de Bergey's Manual of Determinative Bacteriology, 1994. Legenda: Positivo
(+), negativo (-), variavel (v), resistente (t), sensivel (s), catal.(catalase), hip. (hipurato), Ac Nal,
(acido nalidixico), cefa. (cefalotina), TTC (cloreto de trifeniltetrazdico).

Autores tém definido a Sindrome de Guillain-Barré (SGB) como uma
polirradiculoneuropatia desmielinizante inflamatoria aguda de origem autoimune
(BENETI e DORO DA SILVA, 2006). A primeira referéncia foi em 1916, quando
Georges Guillain J. A. Barre e A. Strohi descreveram uma sindrome similar a paralisia de
Landry em soldados do exército francé€s (QUINTERO e BOZA, 1999). Mais de 40% dos
pacientes com SGB tém apresentado doenga recente por Campylobacter jejuni, podendo
5% evoluirem para obito. A Sindrome de “Reiteré”, outra consequéncia decorrente da
infec¢do por essa bactéria que ocorre em cerca de 1% dos pacientes num periodo de 7 a
10 dias ap6s o inicio da diarreia, se caracteriza por dor nas articulagdes que pode durar
meses ou se tornar cronica (DE MELLO MEDEIROS, 2011).

Na patogénese, a bactéria Campylobacter spp. ingressa através da ingestdo de
alimento, principalmente carnes cruas ou pouco cozida. A carne de frango € a principal
causa de infeccao pelo consumo massivo entre a populagao. O periodo de incubagao ¢ de

2 a 5 dias, podendo-se estender até 10 dias. Quando o micro-organismo ingressa no limen



intestinal invade a linha superficial de muco presente nas criptas intestinais. Nesse local,
fica protegido da acdo de substancias deletérias e sucos digestivos (ORIHUEL et al.,
2015; GUIFFRIDA, 2016).

A bactéria migra para a superficie das células epiteliais intestinais, na qual adere
por meio de proteinas ligantes. Apos internalizada via endocitose, o patdogeno alcanga a
lamina prépria intestinal, podendo ser encontrado no interior de granuldcitos e células
mononucleares, especialmente macrofagos. Em seguida, produz a toxina citoletal
distensiva (CDT), uma toxina similar as enterotoxinas ativadora da adenilciclase celular
produzidas por E. coli enterotoxigénica que causam aumento do AMP ciclico celular e
desequilibrios nos mecanismos de absor¢do e secre¢do de eletrolitos para o limen
intestinal, resultando em diarreia profusa e aquosa (GUIFFRIDA, 2016).

No caso do SGB, ocorre uma desmielinizagao segmentar dos nervos periféricos
com infiltrados mononucleares e edema. A destrui¢do da mielina pode ser mediada por
um efeito tdxico direito ou por um mecanismo imunopatogénico. No ultimo caso, tanto
mecanismos imunitarios humorais quanto celulares podem atuar (MISHU e BLASER,

1993).

2.2.2 Salmonella

A salmonelose ¢ uma doencga causada por Salmonella spp. que afeta animais e
humanos. Salmonella Typhi foi a primeira espécie a ser estudada em 1874, e isolada em
cultura pura em 1884. O primeiro surto da doenga confirmado por um laboratorio foi
descrito pelo pesquisador Gaertner, em 1888, causado por uma espécie de Salmonella ndo
tifoide, chamada Bacillus enteritidis. Salmon e Smith isolaram organismo similar em
suinos com colera suina e descreveram em detalhes denominando Salmonella cholera-
suis. Originou-se, assim, o género Salmonella (HART, 2010; MESTROVIC, 2015).

Salmonella ¢ um género de bactérias pertencente a familia Enterobacteriaceae.
Sao micro-organismos gram-negativos, em forma bacilar, medindo 0,7-1,5 a 2,5 pum,
geralmente moveis com flagelos peritriquios. Além disso, sdo bactérias aerdbicas e
anaerobicas facultativas, com crescimento 6timo de 37°C, ndo esporuladas, nem
capsuladas, sendo que a maioria nao fermenta a lactose. D-glucose e outros carboidratos
sdo catabolizados com a producgdo de acido e algumas vezes gas. O género Salmonella
contém mais de 2.500 sorotipos. Para diferenciacdo bioquimica das espécies ver Tabela

2. A sorotipagem ¢ baseada no esquema de Kaufmann e White, no qual os antigenos



somaticos (O) e flagelares (H) e capsulares (Vi) sdo identificados (HOLT et al., 1994;
QUINN et al., 2007; PAIXAO et al., 2016).

De todos os sorotipos descritos para Salmonella enterica, Enteritidis e
Typhimurium s3o os mais frequentes envolvidos em casos de salmonelose humana no
mundo inteiro (GALANIS et al., 2006; HENDRIKSEN et al., 2009; MOLERO, 2012).
As manifestagdes clinicas variam, desde leves sinais intestinais até septicemia, sendo
observadas principalmente em recém-nascidos, idosos € imunocompetentes. Apesar da
diarreia ser o principal sintoma, a intensidade pode variar entre pacientes. Também
podem ser observadas manifestacdes de desconfortos abdominais, colicas, febre, nduseas,
vomito e dor de cabega (ZHAO et al., 2001; MURRAY et al., 2006).

A viruléncia do género Salmonella relaciona-se com a sua habilidade em invadir
células do hospedeiro e multiplicar-se. Estas podem resistir a digestao por fagdcitos e a
destruicdo por componentes plasmaticos do complemento, assim como se disseminar
pelos varios oOrgdos dos animais. O micro-organismo tem varios mecanismos de
patogenicidade. Dentre os mecanismos relacionados com a viruléncia bacteriana, devem
ser considerados, capsula, flagelo, pili ou adesina, lipopolissacaridos de membrana,
enterotoxinas e plasmideos (QUINN et al., 2007; PAIXAO et al., 2016).

De maneira geral, apos a infecgdo por via oral, as células do intestino constituem
a primeira barreira a ser atravessada pelo micro-organismo. Em seguida, se produz a
inducdo da resposta inflamatéria do hospedeiro, como mediadores de inflamacao,
particularmente quimiocinas da classe CXC (como IL-8), que sdo quimiotdxicos para
neutrofilos. O resultado da forte resposta inflamatoria induzida por Salmonella spp. causa
um processo inflamatorio agudo grave, resultando em lesdo tecidual e necrose superficial
da mucosa. Esse processo caracteriza a enteropatia com diarreia primariamente
exsudativa (PAIXAO et al., 2016).

Especificamente, S. Typhi ¢ um patdégeno unicamente humano que invade a
vesicula biliar do portador, sendo excretado esporadicamente ao longo de sua vida. A
celebre portadora “Typhoid Mary” foi cozinheira de familias abastadas de Nova lorque
na década de 1900, causando varias epidemias. Na patogénese da bactéria, uma vez
ingeridas passam pelo estdmago em direcdo ao intestino delgado, atravessam as células
que revestem o 6rgao e sao levadas aos linfonodos locais. O patdgeno € capaz de resistir
e pode permanecer no interior dos macréfagos. Depois, destroem as células e se

disseminam pelos linfaticos até a corrente sanguinea por todo o corpo (HART, 2010).



TABELA 2. Diferenciacao bioquimica das principais espécies de Enterobactéreas

Acido

Indl V-M V-P Cit Ure Fen-desH2S Lis- des Omnit Mot Dul Ino Lact Mal Mani Mano Rab Sorb Sucr

Citrobacter diverss ~ +  + -+ (9 - - -+ + 4 - 4 + + + + + ()
Edwardsiella tarda + 0+ - - . B
Enterobacteraerogenes - -t - T T T T
Enterobacter clocae Y T N O I T T T
Escherichiacoli I o I I T e
Klebsiellapnewmonice - () + + + - -+ - - 4 + + + + + + + +
Morgarellamorgani T s

Proteus mirabilis s % O 4 F & £ o F B 5w s ow w e o w i
Proteus vulgaris I O T T
SalmonellasubgensI -+ -+ - B T A T
(Arizona) Subgemus Il -+ - + - -+ + + + . + 4 + + + + %
Serratia marcescens ) + () + 0+t (4) + 0+ ¢t + o+
Serratia rubidaea () + + d - (3 () + + + + +
Shigella species vt v V.V _t vV v
Yerseniaenterocoliica d + - - (0 - - - + - - 4 - 4 + + - + <

Fonte: Clinical Veterinary Microbiology (Quinn et al., 1994). Legenda: + 90-100% cepas
positivas, (+)= 76-89% positivas, d= 26-75%, (-)=11-25% positiva, - 0-10% positiva, v= variavel.
Provas:V-M (Vermelho de Metilo), V-P (Voges-Proskauer), Cit (citrato), Ure (uréase), Fen-des
(fenilalanina- desaminase), Ornit (ornitina), Mot (motilidade), Dul (dulcitol), Ino (inositol), Lact
(Lactose), Mal (maltose), Mani (manitol), Mano (manose), Rab (rafinose), Sorb (sorbitol), Sucr
(sucrose).

2.2.3 Escherichia coli

A colibacilose ¢ causada por E. coli, agente etioldgico, o qual recebe esse nome
em reconhecimento pelas pesquisas desenvolvidas pelo pediatra e bacteriologista alemao-
austriaco Theodor Escherich. Esse pesquisador isolou o patdogeno pela primeira vez em
trato gastrintestinal de crianca e inicialmente chamou-o de Bacteria coli commune em
1885 (MURRAY et al., 20006).

Colibacilose refere-se a qualquer infec¢do localizada ou sist€émica, que tem como
causa unica a bactéria E. coli, podendo haver associacdo com outros micro-organismos
(ARANGO, 2012). Segundo Ribeiro et al. (2016) os definem como doencas
infectocontagiosas causadas pela bactéria E. coli caracterizada pela complexidade dos
fatores de viruléncia e por afec¢des entéricas e extra entéricas animais domésticos e em

humanos.



O género Escherichia apresenta-se no formato de cocobacilos, gram-negativos
com tamanho de 0,5 a 1,5 um, com ou sem capsula, pudendo ser moveis ou nao. Sao
anaerobicos facultativos, nao formam esporos e podem produzir hemolisinas. A
temperatura 6tima de crescimento ¢ 37°C. D-glucose e outros carboidratos sao
catabolizados com formagdo de 4cido e gas. Para diferenciagdo bioquimica das espécies
ver tabela 2 (HOLT et al., 1994; QUINN et al., 1994; QUINN et al., 2007).

A bactéria E. coli, ¢ a espécie predominante da microbiota entérica normal da
maior parte dos mamiferos. Algumas cepas sao patogénicas, podendo causar doencas em
humanos e animais, como infec¢des do trato urindrio, septicemia, meningites e
gastroenterites. A habilidade de E. coli em causar doenca ¢ devido a presenca de varios
fatores de viruléncia localizados em genes plasmidiais e/ou cromossomais. A
patogenicidade do micro-organismo esta relacionada a forma como a bactéria se liga a
célula do hospedeiro, a producao de toxinas e a sua invasao (QUINN ez al., 2007; HART,
2010; RIBEIRO et al.,2016).

Virios fatores de viruléncia sao identificados nas cepas patogé€nicas desse micro-
organismo: a capsula (antigeno K) ¢ antifagocitico e protetor celular dos efeitos do
complemento. A endotoxina (lipidio A) presente no lipopolissacarideo de membrana ¢
uma toxina associada a colisepticemia. Fimbrias sdo proteinas que permitem a ligagdo de
E. coli na superficie celular de revestimento de jejuno e ileo causando colonizagao,
também no epitélio renal. Alfa e beta hemolisinas sdo exotoxinas que produzem dano nas
membranas celulares do hospedeiro. A toxina termolabil (LT) e a toxina termoestavel
(ST) sao produzidas por cepas enterotoxigénicas de E. coli, sendo que estas toxinas
afetam o sistema adenilato ciclase (AMP.) causando diarreia, hipovolemia, acidoses
metabolica (QUINN et al., 1994; QUINN et al., 2007; RIBEIRO et al., 2016).

E. coli causa manifestagodes entéricas e extraentéricas em humanos e animais. Com
base na patogenicidade a bactéria ¢ classificada em diferentes grupos: as
enterotoxigénicas (ETEC), enteroinvasivas (EIEC), enteropatogénicas (EPEC),
enterohemorragicas (EHEC), de aderéncia difusa (DAEC) e enteroagregativas (EAggEC)
(HART, 2010; HERNANDEZ et al., 2011; RIBEIRO et al., 2016).

Os diferentes grupos foram classificados com base na produgdo de toxinas, na
capacidade de invasdo celular e nas manifestagdes clinicas particulares em hospedeiros.

Em geral, esses grupos ou classes apresentam mecanismo de patogénese especificos no
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hospedeiro, sorotipos diferentes e estdo associados a infec¢des e sindromes comumente

distintas (RIBEIRO et al., 2016).

2.3 Prevaléncia

As doengas transmitidas por alimentos (DTA) sdo um problema de saude publica
mundial e tem como principal causa o grupo formado pelos agentes Campylobacter spp.,
Salmonella spp. e E. coli (CDC, 2009; FAO e WHO, 2009; JOKINEN et al., 2010). Nesse
contexto, os 6rgaos de satide que se preocupam com a seguranga dos alimentos na Europa,
The European Food Safety Authority (EFSA) e European Centre for Disease Prevention
and Control (ECDC) publicaram em 2010, o Relatério Anual sobre DTA na Unido
Europeia. Esse relatorio revelou que houve reducdo de aproximadamente 9% nos casos
relacionados com Salmonella em humanos. Por outro lado, os relacionados com
Campylobacter mostram aumento significativo. Conclui-se que a campilobacteriose tem
sido a infec¢ao alimentar mais notificada nos humanos desde 2005 (EFSA, 2012).

O Centers for Disease Control and Prevention (CDC) apresentaram resultados
semelhantes, no que diz respeito ao Campylobacter spp., que notificaram também
aumento de 14% em humanos. No entanto, os dados se mantiveram sem variagcao para
Salmonella spp. e E. coli (CDC, 2012).

Para E. coli, estudos realizados em outros paises como o México, a ocorréncia em
humanos notificados pelo Instituto de Referéncia Epidemioldgica (InDRE), encontrou-se
que o grupo mais frequentemente foi ETEC (48%), seguido de EIEC (9%), EPEC (4%) e
EHEC (1%). Entretanto, ndo foram isoladas cepas E. coli tipo O157:H7 (HERNANDEZ
etal.,2011).

Atualmente, nos paises em desenvolvimento, incluindo o Brasil, sdo escassas as
estatisticas oficiais sobre DTA. No entanto, nesses paises tém sido descritos
Campylobacter spp., Salmonella spp. e E. coli em produtos alimenticios, principalmente
de origem avicola (MODOLO et al., 2005; RALL et al., 2009; SILVA et al., 2014),
reforcando a necessidade de estudos com esses agentes em alimentos.

Em Washington, EUA, Zhao et al (2001) determinaram prevaléncia de
Campylobacter spp., E. coli e Salmonella em carnes cruas de varejo (frango, peru, suino
e bovino). Dentre 825 amostras coletadas entre junho de 1999 a julho 2000, estavam

contaminadas 70,7% das amostras de frango com Campylobacter spp., 38,7% com E. coli
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e 4,2% com Salmonella spp. Houve diferenca significativa na contaminagdo das bactérias
em carnes nos diferentes estabelecimentos.

No Senegal, foi determinada a prevaléncia de Salmonella spp. e Campylobacter
spp. em carcagas de frangos. Salmonella foi isolada em 96% das amostras analisadas e o
principal sorovar identificado foi S. Hadar (41,6%), seguido de S. Brancaster (20,8%).
Campylobacter spp. foi isolado em 56% das amostras, sendo os mais frequentes C. jejuni
(59%) e C. coli (27%). A contaminacdo foi significativamente diferente em relacio ao
tipo de carcaca obtidas em 76% a fresco, 53% nos produtos resfriados e 28% nos
congelados (CARDINALE et al., 2003).

No Brasil, Modolo et al. (2005) investigaram espécies de Campylobacter em
carcacas resfriadas de 400 frangos comercializados nas regides central e periféricas de
Botucatu, SP. Os isolamentos mais frequentes foram nas carcacas vendidas nos
estabelecimentos da regido central. A analise da frequéncia de isolamento revelou que o
micro-organismo foi encontrado em 47% dos frangos resfriados. Além disso, a
classificacdo bioquimica revelou que C. jejuni e C. jejuni/coli estiveram presentes nas
carcacas em15% e 10,2%, respectivamente.

Estudo sobre contaminagao com Campylobacter spp., Salmonella spp. e E. coli
foi realizado no Vietnam em alimentos crus disponiveis em fabricas, escolas e hospitais.
Amostras altamente contaminadas com Campylobacter jejuni (28,3%), Salmonella spp.
(8,3%) e E. coli (45%) foram identificadas. Os produtos de origem animal com maior
contaminagdo sdo peixe e frango (HA e PHAM, 2006).

Rall et al. (2009) avaliaram as condi¢des sanitarias de 50 amostras de frangos e
75 de linguicas comercializadas na cidade de Botucatu, SP, Brasil. Observou-se que 70%
das amostras de frango estavam fora dos pardmetros microbioldgicos e 8% apresentaram
Salmonella spp. pela metodologia tradicional. O diagnostico foi confirmado por PCR,
sendo positivo em 54% das amostras.

Foi determinada a presenca de 14,2% de Campylobacter spp. pela técnica
convencional e a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em carcacas de
frangos. A espécie mais prevalente foi C. coli (88%), seguido de C. jejuni (12%). Estudo
semelhante foi realizado em pele e carcaga de bovino, obtendo 22,7% de prevaléncia em
pele para Campylobacter spp., com predominio da espécie C. jejuni, porém a bactéria no

foi isolada na carcaca (LOPES, 2009).
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Carvalho et al. (2010) pesquisaram Campylobacter spp. em amostras de frangos
resfriados, provenientes de feira livre e supermercados de Sao Paulo, Brasil.
Campylobacter spp. foi isolado em 12,5% das amostras, bem como a presenca do
complexo de genes da toxina citoletal distensiva (CDT), em 36,4% das amostras.

Foi investigada a presenga de E. coli em agua de lavagem de 33 amostras de
carcagas de frango de quatro marcas diferentes disponiveis nos mercados e agcougues da
cidade de Campo Mourao-PR, Brasil. Determinou-se 24,2% de amostras positivas para o
patogeno pelo método de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Os autores concluiram
também diferengas de positividade nas marcas e a necessidade de pré-enriquecimento
com incubag¢do de, no minimo, 48 horas (RISSATO et al., 2012).

Para Salmonella spp., estudos foram realizados em frangos de diferentes
abatedouros no Estado Zulia, Venezuela. Os autores encontraram 100% de positividade
no contetdo intestinal, além de 60% em carcagas em pré chiller, 46,6% carcacas em
chiller, 60 % carcacas embaladas, 73,3% dagua pré chiller e 60% em agua chiller
(MOLERO, 2012).

A ocorréncia de Campylobacter spp. foi investigada em carne de frango, fezes
humanas e de frangos. Foram coletadas 100 amostras de conteudo fecal de aves de corte,
100 de produtos de frango e 100 de fezes de humanos. A bactéria foi isolada em 61% das
amostras de fezes de frango, 20% de produtos de frango e 3% de fezes de humanos. A
maioria dos isolados foi classificado como C. jejuni. Destes micro-organismos, 93,5%
apresentaram os genes para toxina CDT. Os resultados demostraram a prevaléncia do

patdgeno em frangos de corte e produtos foi elevada (SILVA et al., 2014).

2.4 Resisténcia antimicrobiana

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos ¢ um problema mundial que vem
crescendo exponencialmente nos ultimos anos. As bactérias sdo denominadas
multirresistentes (MR), quando ndo sdo sensiveis aos antimicrobianos de primeira
escolha. O principal mecanismo de resisténcia ¢ mediado pelos integrons, que sao
elementos genéticos potencialmente méveis envolvidos na transferéncia da resisténcia
aos farmacos, bem como por plasmideos e transposons (LEVERSTEIN-VAN HALL et
al., 2002; LEVERSTEIN-VAN HALL et al., 2003; VAN ESSEN-ZANDBERGEN, et
al., 2007).
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O uso indiscriminado de antimicrobianos somado a pressdo ambiental seletiva por
antissépticos e desinfetantes gerou uma resposta de sobrevivéncia em micro-organismos.
Na ultima década, os paises que pertencem a Unido Europeia (EU) ja proibiram o uso de
antibidticos promotores de crescimento. No entanto, outros paises nao pertencentes a UE
continuam a usa-los na alimenta¢do animal. Os Antibidticos promotores de crescimento
sdo substancias administradas em pequenas quantidades aos produtos destinados a
alimentacao animal utilizadas com a finalidade de controlar o crescimento exacerbado e
indesejado de determinadas populacdes microbianas para melhorar a produtividade nos
sistemas de produ¢do (CABRERA et al., 2007).

O conhecimento dos mecanismos bioquimicos e genéticos envolvidos na
resisténcia bacteriana ¢ de grande importancia para se entender como a bactéria pode
desenvolver a resisténcia. Apesar destes mecanismos variarem de patdogeno para
patdégeno, a resisténcia ¢ causada por varios fatores, o uso indiscriminado de
antimicrobianos pelos médicos, automedicagdo de pacientes, uso como aditivos em
ragOes animais. Existe uma necessidade continua de farmacos com novos mecanismos de
acdo, uma vez que as doengas infecciosas representam a segunda maior causa de morte
em todo o mundo e os niveis de resisténcia das bactérias sdo elevados (GUIMARAES et
al., 2010).

Uma das zoonoses bacterianas mais importantes ¢ a campilobacteriose. Fitch et
al. (2005) compararam isolados de Campylobacter spp. de frango no varejo € humanos
com gastroenterite, utilizando a técnica de tipagem por sequenciamento por multilocus.
Os autores demostraram que C. jejuni isolados de fontes clinicas em Michigan tiveram
maior diversidade de alelos flagelina e uma maior taxa de resisténcia as quinolonas de
isolados de produtos de frango no varejo.

Tambur et al. (2009), investigaram Campylobacter spp. a partir de fezes humanas
para determinar a sensibilidade dos isolados aos antimicrobianos mais utilizados no
tratamento de campilobacteriose. Determinou-se que 25% das cepas de C. jejuni e C. coli
foram resistentes para ampicilina, 29,2% para tetraciclina e 50% para ciprofloxacino.
Além disso, 23,5% de C. jejuni foram resistentes a eritromicina e 11,7% ao cloranfenicol.
Nenhum C. coli foi resistente a cloranfenicol tampouco a eritromicina.

Olaguibel, (2009), analisaram 44 cepas de Campylobacter em hospitais da
Bolivia, das quais 28 foram C. jejuni, 13 C. coli e 3 C. lari. Destas, 70% foram resistentes

para ciprofloxacino, 61% para eritromicina, 66% para tetraciclina, e 77% a clindamicina.
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No Brasil, Lopes (2009) observam resisténcia dos isolados de 72,2% e 50% ao acido
nalidixico e ciprofloxacino, respectivamente. A pesquisa foi realizada em cortes
resfriados de bovinos e frangos comercializados no Municipio de Sao Paulo.

Os integrons sdo elementos gé€nicos que tém se destacado como importante
reservatorio de genes de resisténcia aos antimicrobianos. Na Holanda, em 2004 foi
realizado estudo com amostras de frangos e posterior comparagdo com as amostras de
fezes de humanos para determinar MR. Foram identificados integrons e classes a partir
das bactérias: E. coli, Salmonella spp. € Campylobacter spp., encontrando integrons de
classe 1 em 76% das E. coli e 43% em Salmonella. Integrons de classe 2 foram
observados em 11% de E. coli e 1% da Salmonella, enquanto, integrons de classe 3 ndo
foram encontrados (VAN ESSEN-ZANDBERGEN et al., 2007).

Okamoto et al. (2009) determinaram a transferéncia horizontal do gene integron
classe 1 in vitro a partir de E. coli para Salmonella spp., demostrando que o gene pode
ser disseminado entre enterobactérias. Além disso, observaram ndo haver relagdo direta
entre a presenca do integron e a resisténcia a 14 antimicrobianos testados.

Portanto, a exposicdo destas bactérias através da cadeia alimentar ¢ considerada
um risco potencial para a saide humana, por contribuir com a resisténcia aos
antimicrobianos (SILVA et al., 2007, VAN ESSEN-ZANDBERGEN et al., 2007;
OKAMOTO et al., 2009; BAKHSHI et al., 2014).
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Identificar por métodos microbiologicos e moleculares a presenga de
Campylobacter spp., Salmonella spp. e E. coli em carcacas de frangos em Botucatu, SP,

Brasil.

3.2 Especificos

1- Isolar Campylobacter spp., Salmonella spp., € E. coli a partir de carcagas de
frangos pela técnica convencional microbioldgica.

2- Confirmar a identificagdo microbioldgica de Campylobacter spp., Salmonella
spp. € E. coli, com auxilio de técnicas moleculares de PCR.

3- Determinar a resisténcia antimicrobiana dos isolados e presenca de gene integron

classe 1.
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4 MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 60 amostras de carcagas de frangos resfriados de diferentes
marcas, procedentes de estabelecimentos localizados tanto na periferia, quanto no centro
da cidade de Botucatu, Sao Paulo, no periodo de julho a outubro de 2015 (Figura 2). O
transporte das carcacgas do estabelecimento até os laboratorios foi realizado em diferentes
periodos para assegurar que as amostras ndo seriam provenientes do mesmo lote,
totalizando 10 frangos por grupo. As amostras foram mantidas nas embalagens e
transportadas imediatamente sob refrigeracdo (4-8°C) em caixas isotérmicas, aos
Laboratorios Planejamento de Saude Animal e Ornitopatologia, ambos da Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu, SP, UNESP.
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FIGURA 2. Mapa de Botucatu. Fonte: IBGE, 2013.

4.1 Isolamento e identificacdo de Campylobacter spp.

No Laboratorio de Planejamento de Satide Animal, a embalagem de cada frango
recebeu um corte na regido do lacre. Posteriormente, foi colocado por duas horas sobre
um béquer estéril para obtencao do liquido sanguinolento.

Para o isolamento do agente foram realizados dois procedimentos. No processo
de filtragdo, 10 mL do liquido de cada amostra foi colocado em tubo de ensaio e
centrifugado a 2.500 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante foi filtrado com auxilio de
uma membrana de acetato de celulose de 0,65 um de didmetro. Finalmente, trés gotas do
filtrado foram semeadas sobre agar tioglicolato contendo 20% de sangue bovino e
incubada a 37°C por 72 horas em microaerofilia.

Posteriormente, uma aliquota da amostra previamente centrifugada e

homogeneizada foi semeada sobre o mesmo agar com adi¢ao do suplemento seletivo de
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Buzler (bacitracina, novobiocina, ciclohexamida, colistina e cefazolina) e incubada por
48 horas a 42°C em microaerofilia (MODOLO et al., 2005).
Colonias tipicas de Campylobacter foram separadas para identificagdo por meio

de provas bioquimicas ¢ moleculares (Figura 3).

FIGURA 3. Coldnias com brilho de agua tipicas de Campylobacter spp.

4.2 Isolamento e identificacio de Salmonella spp. e Escherichia coli

Para isolamento de Salmonella spp., no Laboratorio de Ornitopatologia da FMVZ-
UNESP, foram retirados 25 mL do liquido sanguinolento das carcacas e introduzidos
numa embalagem pléstica estéril contendo 225 mL de agua peptonada, com posterior
incubacdo a 37°C por 24 horas. Apos esse periodo, 1 mL e 0,1 mL foi transferida para
dois tubos de ensaio contendo 10 mL de meios de enriquecimento seletivo, o tetrationato
(Muller-Kauffmann tetrathionate/novobiocin broth-MKTTn) e Rappaport (Rappaport-
Vassiliadis medium with soya broth -RVS), respectivamente.

Nova incubagdo foi realizada para MKTTn a 37°C por 24 horas e para RVS a
42°C por 24 horas. Em seguida, com auxilio de uma al¢a de platina, esse material
incubado foi semeado em meios de cultura seletivo Xylose Lysine Desoxycholate (XLD)

e Brilliant Green Agar (BGA), conforme descrito por normas ISO 6579-2002.
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FIGURA 4. Esquerda: Colonias vermelhas com ponto preto caracteristica de Salmonella
spp. em meio XLD. Direita: Colonias amarelas suspeitas de E. coli, acima. Colonias
vermelhas caracteristicas de Salmonella spp., abaixo, em meio BGA.

Para isolamento de E. coli, 25 mL do liquido sanguinolento das carcagas foram
introduzidos num embalagem plastico estéril com 225 mL 4gua peptonada com posterior
incubacdo durante 24 horas. Finalmente, com ajuda de um alga platina foi semeado em
Agar MacConkey e Brilliant Green Agar (BGA) e incubado a 37°C durante 24 horas
(QUINN et al., 2007).

Colonias caracteristicas de Salmonella spp. e Escherichia coli foram separadas

para identificagdo via provas bioquimicas e moleculares (Figura 4).

4.3 Confirmacao das bactérias isoladas por provas bioquimicas.

Colonias suspeitas de Campylobacter spp. foram examinadas em microscopia de
contraste de fase (1000X) Carl Zeiss-Germany. O diagnoéstico foi realizado pela
observagao das seguintes morfologias: bacilo curvo e movimentacao tipica de espirilo.
Depois do diagndstico presuntivo as coldnias sugestivas foram repicadas em meio de
Tarozzi. Finalmente, foram incubadas a 37°C por 72 horas para obten¢do do in6culo com
densidade ajustada a escala do tubo 1 de McFarland (3x 108 UFC/mL).

Para observacdo das caracteristicas tipicas do micro-organismo foram realizadas
diferentes provas bioquimicas. O crescimento de Campylobacter a temperatura foi
determinada a 25°C e 43°C. Também, foi observado o crescimento do Campylobacter em
1% de glicina e em 3,5% de NaCL. Além disso, foram realizadas as provas de oxidase,
catalase, hidrolise do hipurato, produ¢do de H> S (com e sem cisteina a 0,02%), tolerancia

ao cloreto de trifeniltetrazdico (TTC), resisténcia ao acido nalidixico e a cefalotina
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(Figura 5) (STERN et al., 1985; HUNT et al., 2001; MODOLO et al., 2005; 1SO 10272-
1, 2006).

FIGURA 5. Provas bioquimicas para confirmacio de Campylobacter spp. e diferenciacio
das espécies principais. Esquerda: Crescimento a 25°C e 43°C, glicina, NaCL, producio de
H.S (com e sem cisteina). Direita: Tolerancia a TTC.

Colonias caracteristicas de Salmonella spp. € E. coli foram repicadas em agar
Triple Sugar Iron (TSI), e agar Lysine Iron Agar (LIA), Sulfide Indol and Motility (SIM)
e ureia para triagem (Figura 6). Colonias compativeis com Sa/monella spp. e Escherichia

coli foram identificadas por provas bioquimicas complementares (FDA/BAM, 2014).

FIGURA 6. Provas bioquimicas (triagem) para confirmacio de Salmonella spp. e E. coli.

4.4 Confirmacao das bactérias isoladas e identificadas pela PCR

Colonias de Campylobacter spp. identificadas por provas bioquimicas foram
confirmadas pela técnica de PCR no Laboratério de Ornitopatologia da FMVZ-UNESP.
Os isolados foram recuperados em agar tioglicolato com 20% de sangue bovino a 42°C
por 48 horas, em microaerofilia. Ap6s, uma porcao foi diluida em 100 pL de dgua ultra

pura, a fim de obter a populagdo de 10° UFC/mL (tubo 4 da escala de McFarland). Para
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a extracao de DNA foi utilizado o KIT Gen Elute Bacterial Genomic DNA (Sigma) de
acordo com as instrugoes do fabricante.

As colonias tipicas de Salmonella spp. e Escherichia coli para cada espécie foram
inoculadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) durante 24 horas a 37°C. Posteriormente
foram semeadas em Agar MacConkey e Brilliant Green Agar (BGA) e incubado a 37°C
durante 24 horas. As culturas foram utilizadas para a extracdo de DNA de acordo com as
instrucdes do KIT Gen Elute Bacterial Genomic DNA (Sigma).

A identificagdo de cada isolado foi confirmada por PCR, utilizando primers
especificos para os géneros de Campylobacter, Salmonella e Escherichia coli.

Os procedimentos de PCR utilizados para identificagdo de Campylobacter estao
previamente descritos por Harmon et al. (1997). Foram utilizados os pares de primers pg
3: GAACTTGAACCGATTTG e pg 50: ATGGGATTTCGTATTAAC. A reagdo teve um
volume final de 25pL.

Foram utilizados 12uL de Go Taq Green Master Mix (Promega), 2ul (20pmol)
de cada primer, 1uL. de DNA (na concentracdo de Snmol/uL) e 8yl de agua para
completar o volume da reagdo. A amplificagdo foi realizada em termociclador com o
seguinte programa: desnaturagdo inicial de 94°C por 4 min, seguido de 25 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 1 min, anelamento a 45°C por 1 min, extensdo a 72°C por 1 min
e extensdo final a 72°C por 7 min. (SILVA et al., 2014). Como controle positivo, foi
utilizada a cepa de Campylobacter jejuni ATCC 33560 cedida pela Fundagdo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ). Para sua recuperacdo foi utilizado o protocolo enviado por o
Laboratoério de Micro-organismos de Referéncia. Para andlise das amplificagdes, foi
utilizada a técnica de eletroforese em gel de agarose (1,5%).

Para identificacao de Salmonella spp. se seguiu o procedimento descrito por Rall
et al. (2009). Os primers utilizados foram inv4Al: TCATCGCACC GTCAAAGGAAC e
invA2: GTGAAATTATCGCCACGTTCGG. As reagdes de PCR tiveram um volume
total de 25uL, composto por 12,5uL de Go Taq Green Master Mix (Promega), 1uL (10
pmol) de cada primer, 7,5 uL dgua ultrapura autoclavada e 3 pL da amostra de DNA. A
amplificacdo foi realizada em termociclador. Os pardmetros do ciclo foram a 94°C
durante 5 min para desnaturacdo inicial, seguidos por 35 ciclos com desnaturagdao 94°C
por 30 seg, anelamento a 60°C por 30 seg e amplificagao 72°C por 30 seg. Finalizando

com extensao final de 72°C por 4min. Como controle positivo, foi utilizada uma cepa de
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Salmonella spp. cedida pelo Laboratério de Ornitopatologia da FMVZ-UNESP. Para
analise das amplificacdes, foi utilizada a técnica de eletroforese em gel de agarose (1,5%).

Para Escherichia coli, as reagdes foram realizadas com primers Eco 2083: GCT
TGA CAC TGA ACA TTG AG e Eco 2745: GCA CTT ATC TCT TCC GCA TT. As
reagdes de PCR tiveram um volume total de 25uL (5 pL 600ng de DNA extraido, 2,5uL
de cada primer, 12,5uL de Go Taq Green Master Mix (Promega) e dgua ultrapura até
completar o volume final. Como controle positivo, foi utilizada uma cepa de E. coli spp.
gentilmente cedida pelo Laboratorio de Ornitopatologia da FMVZ-UNESP.

A amplificagdo foi realizada com um termociclador com desnaturacdo inicial a
94°C por 2 min, seguida de 35 ciclos com desnaturagdo a 94°C por 45 seg, anelamento de
57°C por 1 min e amplifica¢ao a 72°C por 2 min, com extensao final de 72°C por 10 min
(RISSATO et al., 2012). Para andlise das amplificacdes, foi utilizada a técnica de
eletroforese em gel de agarose a (1,5%).

Para determinar a presenga do gene de resisténcia antimicrobiana nas bactérias
isoladas os primers utilizados foram CS5: GGCATCCAAGCAGCAAG e CS3:
AAGCAGACTTGACCTGA. As reagoes de PCR tiveram um volume final de 25 pL
adicionado 12,5uL de Go Taq Green Master Mix (Promega), 1,25 uL de cada primer, 5
pL de agua ultrapura e 5 pL de lisado de cada mostra. Como controle positivo, foi
utilizada uma cepa de E. coli resistente aos antimicrobianos, gentilmente cedida pelo
Laboratorio de Ornitopatologia da FMVZ-UNESP.

A amplificac¢do foi realizada através de um termociclador com desnaturagdo a
94°C durante 10 min, seguido por 35 ciclos a 94°C durante 1 min, anelamento a 54°C
durante 1 min e amplificagdo a 72°C durante 2 min, com uma extensdo final a 72°C
durante 10 min. Para analise das amplificagdes, foi utilizada a técnica de eletroforese em

gel de agarose a 1,5%. (SILVA et al., 2006; OKAMOTO et al., 2009).

4.5 Determinacao da resisténcia dos isolados

A determinacdo da sensibilidade antimicrobiana foi realizada com base na
metodologia descrita por Bauer et al. (1966) no Laboratério de Ornitopatologia da
FMVZ. Os isolados de Campylobacter spp. foram descongelados e, posteriormente,
semeados em placas de agar sangue Columbia e incubados a 41,5°C por 48 horas em

condigdes de microaerofilia.
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Igualmente, os isolados de Salmonella spp. e Escherichia coli foram
descongelados e semeados em BHI e incubados a 37°C por 24 horas. Posteriormente, foi
preparada uma suspensao em solucdo salina peptonada equivalente ao tubo 5 da escala
McFarland. A suspensdao de Campylobacter spp, Salmonella spp. e E.coli, foi semeada
com auxilio de um swab estéril na superficie de agar sangue e agar Mueller-Hinton (MH)
respectivamente (Figura 7). Foram adicionados discos com antimicrobianos sobre a
superficie de cada placa (CLSI, 2012; CLSI, 2013).

Foi avaliada a sensibilidade “in vitro” dos isolados de Campylobacter spp.,
Salmonella spp. e E. coli frente aos seguintes farmacos: acido nalidixico (30ug),
ciprofloxacino (5 pg), eritromicina (15ug), cefalotina (30ug), estreptomicina (10pg),
gentamicina (10pg), cloranfenicol (30ug), tetraciclina (30ug), enrofloxacino (5ug),
neomicina (30pg), ampicilina (10pg), trimetoprim/sulfa (5pug), amicacina (30ng)
(LEVERSTEIN-VAN HALL et al., 2002, VAN ESSEN-ZANDBERGEN et al., 2007,
OKAMOTO et al., 2009; LOPES et al., 2009; CLSI, 2012; CLSI. 2013).
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FIGURA 7. Determinac¢io da resisténcia dos isolados. Esquerda: prova de discos para
Campylobacter spp. Direita: provas para de Salmonella spp. e E. coli.

4.6 Analise Estatistica

Para o calculo estatistico do nimero de frango necessario foi considerada a
prevaléncia das bactérias, o nivel de confianga de 95% e a margem de erro de 5%. Para
andlise estatistica foi realizado o teste x 2 (Qui-quadrado) e o teste de Fisher para
comparagdo da associagdo entre a prevaléncia das marcas de frango pesquisadas e o
isolamento de cada bactéria, bem como para comparagdo entre a regido de coleta e seu

isolamento. O nivel de significancia adotado foi 5% (P<0,05) (ZAR, 1996).



23

S RESULTADOS

5.1 Isolamentos e identificacio

A Tabela 3 demostra a ocorréncia de isolamentos de Campylobacter spp.,
Salmonella spp. e E. coli em frangos resfriados de diferentes marcas comercializados em
estabelecimentos localizados na regido periférica e central de Botucatu. Das 60 amostras
de frangos analisadas, 23 (38,3%) apresentaram isolamento de Campylobacter, 8 (13,3%)
Salmonella e 36 (60%). E. coli.

TABELA 3. Ocorréncia de Campylobacter spp., Salmonella spp. e E. coli em frangos
resfriados na cidade de Botucatu, SP, Brasil, 2015.

Bactéria Amostras positivas Frequéncia
Campylobacter spp. 23 38,3
Salmonella spp. 8 13,3
E. coli 36 60,0
Total 67* 100

*[solamentos simultidneos

TABELA 4. Prevaléncia de Camylobacter spp., Salmonella spp. e E. coli em diferentes
marcas de frangos de Botucatu, SP, Brasil, 2015.

Campylobacter spp. Salmonella spp. E. coli
Marca

f(n°) p (%) f(n°) p (%) f(n°) p (%)
A 4 6,7 1 1,7 3 5,0
B 3 5,0 2 33 8 13,3
C 4 6,7 1 1,7 4 6,7
D 5 8,3 0 0,0 8 13,3
E 2 33 2 33 8 13,3
F 5 8,3 2 33 5 8,3
Total 23 38,3 8 13,3 36 60,0
1 8,5145 5,0703 7,9689
P (Fisher)  0,1519 0,2852 0,1675

f: frequéncia p: prevaléncia n°: numero
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A Tabela 4 mostra a prevaléncia de isolamento das bactérias em frangos de
diferentes marcas adquiridas em estabelecimentos de carne em Botucatu, SP. O resultado
do teste estatistico indicou que nao houve associacdo significativa (p<0,05) entre as
marcas e a prevaléncia de Campylobacter spp., Salmonella spp. ¢ E. coli.

Verificou-se diferenga significativa (p<0,05) entre as marcas de frango quanto a
propor¢ao de positividade das trés bactérias analisadas (Tabela 5). Considerando a
bactéria Campylobacter spp., a marca F apresentou maior propor¢cdo de positividade,
seguida da marca A. Para Salmonella spp. e E. coli, as marcas E ¢ F mostraram maior

positividade.

TABELA 5. Proporc¢ao de isolamentos de Campylobacter spp., Salmonella spp. e E. coli em
diferentes marcas comerciais de frangos. Botucatu, SP, Brasil

Marca Campylobacter spp. Salmonella spp. E. coli
A 57,1b 14,3b 429 c
B 23,1¢ 154b 61,5b
C 36,4 c 9,1c 36,4 ¢
D 35,7 ¢ 0,0)d 57,1b
E 222¢ 222a 88,9 a
F 83,3a 333a 833a
Total 38,3 13,3 60,0

v 63,966 40,983 36,009
P <0,001 <0,001 <0,001

Letras distintas indicam diferencas significativas

Na Tabela 6 se observa que nao houve associacao entre a regido de procedéncia
da amostra e a prevaléncia de Campylobacter spp., Salmonella spp. e E. coli. No entanto,
pode se observar uma tendéncia maior na regido de periferia quando se compara com a
regido central da cidade, possivelmente pelas condi¢gdes de armazenamento, rotagao dos

estoques e controle higiénico-sanitario.
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TABELA 6. Prevaléncia de Campylobacter spp., Salmonella spp. e E. coli de frangos em
diferentes regioes de Botucatu, SP, Brasil, 2015.

Campylobacter spp. Salmonella spp. E. coli
Regido

f (n°) p (%) f(n°) p (%) f(n°) p (%)
Centro 9 15,0 3 5,0 14 23,3
Periferia 14 23,3 5 8,3 22 36,7
Total 23 38,3 8 13,3 36 60,0
XZ 0,5192 0,2098 1,3580
P Fisher 0,1641 0,2713 0,1071

f: frequéncia e p: prevaléncia

Também, verificou-se ndo haver diferenca estatistica significativa (P>0,05) entre
as amostras obtidas nos estabelecimentos do centro e da periferia em relagdo a proporgdo
de positividade das trés bactérias analisadas. Porém, numericamente, na regiao periférica
houve cerca de 60% a mais na frequéncia e porcentagem de positividade em relacdo a
regido central (Tabela 7).

TABELA 7. Proporcao de isolamento de Campylobacter spp., Salmonella spp. e E. coli de
frangos em diferentes regioes de Botucatu, SP, Brasil, 2015.

Regiao Campylobacter spp. Salmonella spp. E. coli
Centro 333 11,1 51,9
Periferia 42.4 15,2 66,7
Total 38,3 13,3 36 (60,0)
1 1,094 0,639 1,847
P 0,3519 0,5455 0,2051

A Tabela 8 mostra os resultados de isolamento do Campylobacter segundo
classificagdo da espécie detectada. Pode se observar que C. jejuni e C. jejuni/coli

estiveram presentes nas carcacas de frango em 52,17% e 39,13%, respectivamente.
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TABELA 8. Prevaléncia das espécies de Campylobacter de frangos em Botucatu, SP,
Brasil, 2015.

Bactéria Numero de amostras Prevaléncia
Campylobacter jejuni 12 52,17
Campylobacter jejuni/coli 9 39,13
Outros 2 8,70
Total 23 100

5.2 Confirmacgao das bactérias isoladas e identificadas pela PCR

O controle positivo de Campylobacter jejuni ATCC 33560 foi evidenciado na
Figura 8, através dos primers pg3 e pg50 que amplificam uma regido conservada
relacionada aos genes da flagelina, tanto em C. jejuni como em C. coli, gerando um

produto de 480 pb.

Pm C+ C+

FIGURA 8. Gel de agarose mostrando produto da PCR do grupo controle positivo de
Campylobacter jejuni.

C+18 26 28 35 45 48 53 54 56 57 59 60

FIGURA 9. Gel de agarose mostrando produto da PCR do gene pg3/pg50 para confirmacio
de Campylobacter. Legendas: C+: controle positivo, amostras 18, 45, 48, 56, 57 ¢ 60 positivas
visualizadas.



27

Os isolados de Campylobacter spp. resultante de diagnostico microbiologico
convencional foram confirmados através de PCR como se pode observar na Figura 9.

Na Figura 10 se observa o produto da PCR utilizando o par de primers que
codifica para o gene inv A, gerando um produto de 284 pb. A presenca da Salmonella

spp. foi confirmada pela PCR em 7 das amostras. No entanto, 8 (13, 3%) das amostras

apresentaram o patdégeno pela metodologia tradicional.

C- C+ 22 33 51

FIGURA 10. Gel de agarose mostrando produto da PCR dos genes inv A, para confirmacio
da Salmonella spp. Legendas: C-: controle negativo; C+: controle positivo, amostras (22) e (33)
positivas.

Os resultados obtidos nas pesquisa de Escherichia coli em carcagas de frango
foram confirmada pela técnica de PCR, como se observa na Figura 11. Nas reagdes, foram
utilizados os primers Eco 2083 e Eco 2745 para a regido altamente divergente e especifica

do DNA codificante do RNAr 16S e 23S de E. coli.

Pm C+C-4 5 11 12 16 36 39 41 43 44

FIGURA 11. Gel de eletroforese do produto da PCR para confirmar E. coli com os primers
Eco 2983 e Eco 2745. Legenda: Pm: peso molecular do marcador, C+: controle positivo, C-:
controle negativo, amostras 4 até 13 positivas.
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5.3 Determinacao da resisténcia dos isolados

A Figura 12 demostra a porcentagem de resisténcia aos antimicrobianos das
amostras isoladas com Campylobacter spp. em carcacas de frango. Pode se observar que
a maioria dos isolados foram resistentes em 80% aos antimicrobianos. Para ampicilina foi

90% para cefalotina e sulfa+trimetropim 90%, respectivamente.

Campylobacter spp
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FIGURA 12. Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos em isolados de Campylobacter spp.
obtidos em carcacas de frango na cidade de Botucatu, SP, Brasil 2015.

Salmonella spp

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%
& &

&0

2

Q,""'é & %‘2’ (_)&K\ «?/

M Resist M Inter M Sensivel

FIGURA 13. Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos em isolados de Salmonella spp.
obtidos em carcacas de frango na cidade de Botucatu, SP, Brasil 2015.
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Para Salmonella, dos 13 antimicrobianos testados eritromicina € neomicina
apresentaram resisténcia (85%) nas amostras analisadas. No caso de 4cido nalidixico,
trimetoprim/sulfa e tetraciclina resultaram 50% resistentes. Para os antimicrobianos
ampicilina, cefalotina e enrofloxacino foi observado 30% de resisténcia dos isolados. No
entanto as bactérias foram sensiveis 100% para amicacina, -ciprofloxacino,

estreptomicina, gentamiciana, e 80% para cloranfenicol (Figura 13).

No caso de E. coli, os antimicrobianos com menos efetividade foram eritromicina
(80%), acido nalidixico (70%), seguido de tetraciclina (60%). Nessa mesma bactéria,
ampicilina e cefalotina apresentaram 50% de resisténcia. Observa-se a neomicina com
valores equivalentes de resisténcia e sensibilidade intermediaria em 45%, e s6 10% de
sensibilidade. Os outros farmacos testados apresentaram entre 20% e 30% de resisténcia.

Por outro lado, amicacina, estreptomicina e gentamicina apresentaram a maior proporg¢ao

de sensibilidade (Figura 14).
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FIGURA 14. Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos em isolados de E. coli obtidas em
carcacas de frango na cidade de Botucatu, SP, Brasil 2015.

O indice de resisténcia multipla aos antimicrobianos (IRMA) foi calculado pela
razdo entre o numero de classe de antimicrobiano, contra cada um dos isolados resistentes
e o numero total de classes testadas (07 classes). Foram considerados multirresistentes os

isolados que apresentaram resisténcia simultdnea a trés ou mais antimicrobianos de
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diferentes grupamentos (SCHWARZ et al., 2010). Para Campylobacter spp., o IRMA foi
de 95,66%, seguido de E. coli 73,3% e Salmonella spp. 71,43%.

Integron classe 1 foram detectadas em algumas das cepas através de PCR usando
primers Cs5 e Cs3, gerando um produto de 900 pb (Figura 15 e 16). Pode se observar que
os isolados 44 e 50 de E. coli apresentaram o gene de resisténcia. Igualmente a cepa 13 e

22 de Camylobacter spp. e 20, 36 € 52 de Salmonella spp.

PmC+ C- 4" 5F 11*12%16%*36"39" 40" 41 "43* 44"

FIGURA 15. Gel de eletroforese do produto da PCR para confirmar gene de resisténcia
para E. coli. Legenda: Pm: peso molecular do marcador, C+: controle positivo, C-: controle
negativo. Amostra 44 positiva.

Pm C+ 46" 48" 50" 13° 16€ 17 22¢ 58205 365 525 Pm

FIGURA 16. Gel de eletroforese do produto da PCR para confirmar gene de resisténcia nas
bactérias. Legenda: Pm: peso molecular do marcador, C+: controle positivo. Amostra 13¢, 22°,
20%, 36° positivas.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo demonstra a prevaléncia de trés principais patdégenos que
causam DTA, tais como, Campylobacter spp., Salmonella spp. e E. coli em carcacas de
frango de alguns estabelecimentos localizados em areas periféricas e centrais da cidade
de Botucatu, SP, Brasil, no periodo de julho a outubro de 2015.

A ocorréncia dessas bactérias em carmne de consumo pode variar
consideravelmente. Para o género Campylobacter spp., essa condi¢do depende do numero
de micro-organismos presentes nas carcagas, do tempo de prateleira e dos cuidados na
conservagao (CARVALHO e COSTA, 1996; MODOLO, et al., 2005). Silva et al. (2014)
descreveram que a dificuldade do isolamento de Campylobacter spp. esta relacionada
com a sensibilidade ao oxigénio, dessecamento, calor e pH. Para Salmonella spp. a
variacdo vai depender da procedéncia do lote (contaminacdo primaria), condigdes
higiénico-sanitarias do abatedouro, contaminag¢des cruzadas durante as etapas do abate,
além do transporte e local de comercializagdo (OLSEN et al., 2003; RALL et al., 2009).

Esses resultados concordam com os obtidos em diferentes paises referente ao
isolamento das bactérias analisadas. No Senegal, foram obtidas prevaléncias de 56% para
Campylobacter spp. e 96% para Salmonella spp. (CARDINALE et al., 2003). Em
Washington, EUA, Zhao et al. (2001) encontraram prevaléncias em frangos de 70,7%
para Campylobacter spp., 4,2% para Salmonella spp. e 38,7% de E. coli. No Vietnam,
Ha e Pham (2006) identificaram 45% de E. coli, 28,3% de Campylobacter spp. e 8,3% de
Salmonella spp. Na Venezuela Molero (2012), reportaram a presenga de Salmonella spp.
em carcacas de frango em 60% das amostras.

No Brasil, estudos similares também detectaram bactérias em carcagas de frango.
Modolo et al., (2005) reportaram 47% de isolamentos positivos para Campylobacter spp.,
valores superiores aos obtidos neste trabalho. No entanto, Lopes (2009) e Carvalho et al.,
(2010) encontraram 14,2% e 12,5% de positividade para o agente, respectivamente. Silva
et al. (2014) determinaram ocorréncias de 61% de Campylobacter spp. das amostras de
fezes de frango, 20% de produtos de frango para consumo, e 3% de fezes de humanos.
Carvalho et al. (2010) reportaram presenca do complexo de genes da toxina citoletal
distensiva (CDT) em 36,4% das amostras e Silva ef al. (2014), determinaram 93,5% de
genes para CDT.

No caso de Salmonella spp., organizacdes oficiais tais como o European Center

for Disease Prevention and Control (ECDC) e o Center for Disease Control (CDC) tem
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reportado reducdo da presenca dessa bactéria quando comparada com Campylobacter
spp., devido a diferentes normativas e regulamentos implantados mundialmente
(ANVISA, 2001). Porém, a prevaléncia de 13,33% observada no presente estudo ainda ¢
considerada alta. Rall et al. (2009) citaram a presenca do patégeno em 8% das amostras
de frangos em Botucatu, SP, valores menores comparados com o presente trabalho. Esses
autores também indicaram que 70% das amostras estavam fora dos parametros
microbiologicos.

A prevaléncia de E. coli no presente estudo foi de 60%. Os resultados encontrados
em carcagas de frango na cidade de Campo de Mourdo, PR, Brasil, foram de 24,2%
(RISSATO, et al., 2012) menores do que os relatados na presente investigacao.

Foram observadas prevaléncias de 13,3% nas marcas B, D e E para E. Coli. No
entanto, para Campylobacter spp. as marcas com maiores prevaléncias foram D e F com
8,3%, seguida de A e C com 6,7%. No caso de Salmonella spp., a prevaléncia foi igual
para B, E e F (3,3%). Estudo similar foi realizado em carcagas de frangos resfriados com
as marcas disponiveis em mercados e agougues da cidade de Campo Mourao. A marca A
apresentou 12,12%, seguido de C e D com 6,06% das amostras positivas. Marca B ndo
apresentou amostras positivas (RISSATO et al.,2012).

Estudos relacionados com locacdo em varias partes do mundo tém mostrado a
presenca desses patdgenos em carcagas de frangos. Zhao ef al. (2001) determinaram que
91% dos estabelecimentos durante a coleta de 92 amostras de frango tiveram
contaminagdo com Campylobacter spp. tanto na area urbana como suburbana em
Washington, EUA. No entanto, para E. coli, a prevaléncia foi de 60% em 106
estabelecimentos visitados. Para Salmonella spp. foi observada baixa prevaléncia.

Modolo et al. (2005) determinaram Campylobacter spp. em carcacas de frangos
comercializadas nas regides centrais e periféricas de Botucatu, SP, Brasil. Os testes
realizados em 400 carcagas de frango indicaram maior presenca da bactéria nas carcacas
vendidas na regido central do que na regido periférica.

Os resultados apresentados indicam um problema de Satde Publica, pois as
marcas utilizadas nestas pesquisas estdo disponiveis para consumo humano, além de
atenderem os programas de Boas Praticas de Fabricacdo e Analise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle (APPCC) na industria recomendado por ANVISA (2007). E
fundamental o papel de manipuladores e consumidores na diminuicdo dos riscos de

patdgenos de origem alimentar. Igualmente ¢ importante a Vigilancia por parte dos
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Orgaos de Saude que se preocupam com a seguranga dos alimentos para disponibilizar
aos consumidores produtos livres de micro-organismos que causam DTA.

Isolamento de Campylobacter spp. Salmonella spp. e de E. coli detectado a partir
do diagndstico metodologia convencional foram confirmados por provas bioquimicas e,
testes moleculares (PCR).

As cepas de Campylobacter spp. isoladas ndo apresentaram distingdes nitidas nos
testes bioquimicos, pois algumas cepas tiveram a caracteristica de C. coli com tolerancia
ao 2°3'5 cloreto de trifeniltetrazolioe e também a hidrélise do hipurato, caracteristico de
Campylobacter jejuni. Por esse motivo, tais cepas tém se denominado Campylobacter
Jjejuni/coli. Comportamentos similares tém sido relatados por Modolo et al. (1991)
durante pesquisas em bezerros e caes, com e sem diarreia, € por Modolo et al. (2005) em
carcacas de frangos em Botucatu, SP. Véron e Chatelain (1973) indicaram a dificuldade
para realizar estudos taxondmicos com o género Campylobacter. Além disso, outro
estudo refere que a dificuldade em classificar esse agente pode estar relacionada a
presenca de um plasmideo comum (BRADBURY, 1983).

Os isolados de Salmonella spp. e E. coli foram confirmadas através de provas
bioquimicas complementares. Ao contrdrio de E. coli, ndo foi possivel mostrar
caracteristicas tipicas em todas as cepas de Salmonella spp.

No diagnostico molecular algumas amostras de Campylobacter spp. que nao
puderam visualizar-se sdo descritas por autores como falsos negativos, pois alguns
componentes dos meios de cultura de Campylobacter inibem fortemente PCR, tais como;
sangue ou hemoglobina (DENIS et al., 2001). O figado muito rico em proteina poderia
também explicar essa interferéncia, devido a que todas as amostras foram estocadas em
meio Tarozzi. Outros autores como Silva et al. (2014) assinalaram que nado foi possivel
obter material dos isolados do micro-organismo para andlise molecular pela dificuldade
de cultivo da bactéria.

Ressalta-se, a importancia de realizar diagnostico molecular para confirmacao da
presenca de bactérias alimentar, pois € uma alternativa viavel para detec¢do de micro-
organismo nos alimentos, devido a rapidez, especificidade e sensibilidade do método
referida por véarios autores (RALL et al., 2009; RISSATO et al., 2012; SILVA et al.,
2014)

A pesar de estudos anteriores descreverem essas bactérias em frangos

comercializados para consumo, este trabalho demostra prevaléncias ainda significativas
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de bactérias que causam doengas de transmissdo alimentar. Tal fato refor¢a o risco para
os consumidores considerando que os organismos de seguridade alimentar t€ém alertado
0s perigos para a saude publica. Preocupagao especial merece Campylobacter, pois ainda
nao existem regulamentacgoes para esta bactéria em alimentos. A baixa dose infectante e
a rela¢do do patégeno com a Sindrome de Guillain-Barré, que causa a paralisia muscular,
merece preocupacao pelos profissionais de saude.

No estudo mostra-se alto porcentagem de resisténcia aos antimicrobianos das
amostras isoladas com Campylobacter spp., Salmonella spp. e E. coli em carcagas de
frango obtidas nos diferentes estabelecimentos. Se observar que a maioria dos isolados
de Campylobacter spp. foram resistentes entre 80 e 90% nos farmacos testados. Das
amostras pesquisadas, 19 cepas demostraram resisténcia a todos os antimicrobianos. S
quatro delas resultaram sensiveis em alguns dos farmacos o que representa um grave
perigo as pessoas que consumem frangos contaminados com esse patdogeno. Em estudo
similar em Bolivia utilizando o método de difusdo com discos, foram observados cepas
resistentes para ciprofloxacino (70%), eritromicina (61%), tetraciclina (66%) e
clindamicina (77%) (OLAGUIBEL, 2009). No Brasil determinou-se resisténcia dos
isolados as quinolonas acido nalidixico (72,2%) e ciprofloxacino (50,8%), igualmente
utilizando o método de difusao com discos (LOPES, 2009).

Fitch et al. (2005) demostraram que isolados de C. jejuni de produtos de frango
tiveram uma maior taxa de resisténcia as quinolonas quando foram comparados com
isolados em fezes de humanos. Tambur et al. (2009) determinaram que as cepas de C.
jejuni e C. coli foram resistentes para ampicilina (25%), tetracilina (29,2%), e
ciprofloxacino (50%). Além disso, as amostras de C. jejuni foram resistentes a
eritromicina (23,5%) e a cloranfenicol (11,7%). Nenhum C. coli foi resistente ao
cloranfenicol nem eritromicina. Valores menores aos observados em este estudo foram
reportados por outros pesquisadores, o que indica que as bactérias cada vez se tornam
mais resistentes aos fArmacos existentes.

Para Salmonella spp. mostra-se porcentagem de resisténcia variavel dos patdgenos
em 85%, 50% e 30% nos diferentes antimicrobianos. Okamoto et al. (2009), revelaram
100% de efetividade do cloranfenicol em 100 das amostras analisadas da bactéria
provenientes de aves. A sensibilidades a este fArmaco pode ser justificada, devido ao

impedimento do seu uso em animais de producdo em diferentes paises. Em Brasil tem
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sido proibido desde 2003 (BRASIL, 2003). Resultados similares foram observados no
presente trabalho com 80% de sensibilidades para esse antimicrobiano.

Os isolados de E. coli também indicaram porcentagem varidvel de resisténcia
(80%, 65%,50% e 30%) dos diferentes fArmacos analisados. Estudo realizado por Silva
et al. (2006) em enterobactérias isoladas de aguas tratadas e ndo tratadas, foram
encontradas Escherichia coli em 76% nas amostras. Para essa bactéria, as maiores
prevaléncias em resisténcia aos antimicrobianos, amoxicilina e tetraciclina (30%). No
entanto, neste trabalho foi a eritromicina e o acido nalidixico os farmacos menos efetivos.
Umas das hipoteses da resisténcia de bactérias a diferentes antimicrobianos est4 associado
aos padroes de uso indiscriminado (STELLING et al., 2005).

Nesse caso, a presenca de bactérias MR pode ser atribuida aos protocolos
terapéuticos utilizados para tratamento de doencas semelhantes em humanos. Além disso,
esses farmacos sdo utilizados em animais de producdo, principalmente em sistemas
intensivos, com fins terapéuticos ou mesmo profilaticos, como os “promotores de
crescimento” adicionados na ragao de aves e suinos, e na profilaxia da vaca seca.

Integron classe 1 foram detectadas em algumas das cepas de Camylobacter spp,
Salmonella spp. e E. coli através de PCR. Os integrons sdo elementos génicos que tém se
destacado como um importante reservatorio de genes de resisténcia aos antimicrobianos.
Estudos similares foram realizados por Silva et al. (2007), Van Essen-Zandbergen et al.
(2007), Okamoto et al. (2009), Bakhshi et al. (2014).

A presenca de bactérias MR nos isolados das carcagas de frango ¢ um problema
relevante de Saude Publica, tendo em vista a impossibilidade do tratamento eficaz das
pessoas com gastroenterite associada a ingestao de alimentos contaminados, inclusive
tratamentos ineficazes, elevado custo financeiro nas terapias. Por conta disso, a
possibilidade de exposicdo a outros agentes infecciosos altamente patégenos sao
situagdes que podem influenciar negativamente. Ademais, essas bactérias sdo capazes de
transferir o gene de resisténcia. Em 2016, EUA reportaram a primeira bactéria, a E. coli
resistente para todos os antimicrobianos (O GLOBO, 2016).

Dada a relevancia das DTA se faz necessario pesquisas para implementagao de
métodos seguros e rapidos na deteccdo desse patdgeno alimentar. Isso contribuiria para
a aplicacao de sistemas de seguranca alimentares baseados no controle de qualidade da

carne de frango resfriada, devido ao seu elevado consumo.
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7 CONCLUSOES

Nesta pesquisa, Campylobacter spp., Salmonella spp. e E coli estiveram presentes
nas diferentes marcas de carcagas de frango oriundos de estabelecimentos comerciais da
cidade de Botucatu, SP, com maior tendéncia na periferia.

Mesmo assim, 0s micro-organismos em questdo exibiram elevada resisténcia aos
antimicrobianos, provavelmente pelo uso indiscriminado na profilaxia/tratamento de
doengas de frango. Dessa maneira, o Integron de classe 1 encontrado nas cepas de
Campylobacter spp., Salmonella spp. e E. coli indica perigo de transferéncia de genes de
resisténcia aos antimicrobianos entre os enteropatégenos obtidos de frangos.

Por fim, a exposi¢do destas bactérias via cadeia alimentar pode ser considerado

um fator de risco a Saude Publica.
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carcasses.
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The transmission of Foodborne Diseases (FBD) by bacteria constitute a public health
problem in the world. This study aimed to identify the presence of Campylobacter spp.,
Salmonella spp. and E. coli in broiler chickens of Botucatu, SP, Brazil, by means of
microbiological and molecular methods. Sixty samples of chilled chickens of different
brands were randomly collected from supermarkets and meat houses located in both
peripheral and central area of the city, from July to October 2015. Later, Campylobacter,
Salmonella and E. coli were isolated from poultry carcasses by conventional
microbiological methods, and confirmed by biochemical and PCR tests. The prevalence
was 38.3% of Campylobacter, Salmonella, 13.3%, and E. coli, 60%. New findings on
multidrug resistance and integron class 1 of such pathogens poses a significant public
health concern.
Keywords: foodborne diseases, chicken carcass, enteropathogens, Campylobacter spp.,
Salmonella spp., Escherichia coli
INTRODUCTION

The production of poultry meat has expanded approximately 5,6% in the decade
of the 80s. Brazil has positioned as the second major producer and the largest exporter of
chicken meat. In addition, global consumption of poultry meat has increased considerably
since considered as the most economical among animal protein sources. It is estimated
that over 60% of animal protein consumed comes from chicken meat. Currently, Brazil
has the third per capita consumption worldwide, with 41,862Kg/inhab./year (1).

The contamination of food by pathogens, among them bacteria of the
Enterobacteriaceae family, as Salmonella spp. and E. coli, and the Campylobacteriaceae

family, such as Campylobacter spp., may cause infection or intoxication in humans.
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These micro-organisms commonly dwell in gastrointestinal tract of animals and humans
(2,3,4).

The foodborne disease (FBD) is common in most countries. However, its
prevalence has increased exponentially by the massive consumption of poultry and eggs
(5,6, 7).

Campylobacter, Salmonella and E. coli colonize the gastrointestinal tract of a
wide variety of wild and domestic animals. Human consumption of poisoned meat is the
main propagator of these bacteria (8, 9). This bacterial contamination can occur at various
stages along the food chain, including production, processing and distribution. Several
epidemiological studies confirm diseases caused by these pathogens, especially in avian
origin products (9, 10, 11).

Campylobacteriosis is a disease caused by Campylobacter spp. Campylobacter
species most common are C. coli, C. lari, and C. jejuni, being the latter responsible for
90-95% of bacterial gastroenteritis (11). In humans, gastroenteritis is the most common
clinical manifestation. The symptoms are similar to those caused by other enteric
pathogens. However, the main complication is the low dose to cause infection. Only the
intake of 400 to 500 cells can produces the sickness (12, 13). This pathology is also
implicated as the predominant cause of Guillain-Barré syndrome, a demyelinating
inflammatory polyneuropathy resulting in acute neuromuscular paralysis (14, 15).

Salmonellosis is caused by Salmonella spp. evenly affecting animals and humans.
From all serotypes described for Salmonella enterica, Enteritidis and Typhimurium are
the most frequent cases of human salmonellosis in the world (6, 16, 17). Clinical
manifestations range from mild intestinal signs to septicemia. It is found widely in
newborns, elderly and immunocompetent people. Although the diarrhea is the main
symptom, the intensity varies among patients. Moreover, abdominal discomfort, cramps,
fever, nausea, vomiting and headache are also present (9, 18).

The bacterium Escherichia coli (E. coli) is the predominant species in the normal
enteric flora of most mammals, and generally as a harmless microorganism. However,
some strains are quite pathogenic causing urinary tract infections, septicemia, meningitis
and gastroenteritis in humans and animals. The high pathogenicity of E. coli is due to
several virulence factors (19, 20).

E. coli causes enteric and extra-enteric events. Based on pathogenicity, it is

classified into different groups: enterotoxigenic (ETEC), enteroinvasivo (EIEC),
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enteropathogenic (EPEC), enterohemorragico (EHEC), diffuse adherence (DAEC) and
enteroaggregative (EAggEC) (21, 22).

The prevalence of these bacteria has been reported worldwide. However, official
statistics on FBD from developing countries like Brazil are scarce. Studies have primarily
described the presence of Campylobacter spp., Salmonella spp. and E. coli in poultry
products (9, 15, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29).

Based on these grounds, this research aims to identify the presence of
Campylobacter, Salmonella and E. coli in broiler carcasses in Botucatu, SP, Brazil, by
microbiological and molecular methods.

MATERIAL AND METHODS

Sixty samples of chilled chicken carcasses of different brands were collected from
some establishments located at peripheral and central areas of the city of Botucatu, SP,
Brazil, in the period from July to October 2015. The transport of carcasses to the
laboratories was carried out at different times to ensure variety of batches. Thus, groups
of 10 chickens were formed, according to the experimental design. The samples were kept
in containers and transported immediately under refrigeration (4-8°C) in cool boxes to
the laboratories of Animal Health Planning and Avian Pathology, both from the Faculty
of Veterinary Medicine and Animal Science, Campus Botucatu, UNESP.

Isolation and identification of Campylobacter spp.

In the laboratory, the packaging of each chicken received a cut at the seal region,
and placed for two hours on a sterile beaker to obtain bloody fluid.

Isolation of the agent was performed by using two procedures: filtration and direct
seeding. In the filtration process, 10 ml of liquid sample was placed in each test tube, and
centrifuged at 2500 rpm for 5 minutes. The supernatant was filtered with the aid of a
cellulose acetate membrane of 0.65 pm in diameter (Sartorius Brasil Ltda). Finally, three
drops of the filtrate were plated on agar thioglycolate (Oxoid Brasil Ltda) containing 20%
bovine blood, and incubated at 37 ° C for 72 hours, under microaerobic (Gerador
Microaereofilia CO2 GEN- Oxoid Brasil Ltda). To direct seeding, an aliquot of
previously centrifuged and homogenized sample was seeded on the same agar with the
addition of the Buzler selective supplement (bacitracin, novobiocin, cycloheximide,
colistin and cefazolin.) (Oxoid Brasil Ltda) and incubated for 48 hours at 42°C, in
microaerophilic (28). Typical colonies of Campylobacter were separated for their

identification through biochemical and molecular tests.
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Isolation and Identification of Salmonella spp. and Escherichia coli

For isolation of Salmonella spp., 25 ml of bloody fluid carcasses were removed,
placed in a sterile plastic bag (WHIRL-PAK) containing 225 ml of peptone water, and
then incubated at 37°C, for 24 hours. After this, 1 ml and 0.1 ml were transferred to two
test tubes containing 10 ml of selective enrichment media, tetrathionate (Muller-
Kauffmann tetrathionate/novobiocin-broth  MKTTn) and Rappaport (Rappaport-
Vassiliadis medium with soya -RVS broth) (Sigma- Aldrich), respectively. A further
incubation was performed for MKTTn at 37 © C for 24 hours, and for RVS at 42°C for
24 hours. Then, by means of a platinum loop, the incubated material was seeded in a
selective culture medium Xylose Lysine Desoxycholate (XLD) (Sigma- Aldrich), and in
a Brilliant Green Agar (BGA) (Sigma- Aldrich), as described by (30).

For isolation of E. coli, 25 ml of bloody fluid carcasses were placed in a sterile
plastic bag with 225 ml peptone water for subsequent incubation at 37°C for 24 hours.
Finally, with the help of platinum loop, the contents was seeded onto MacConkey Agar
and Brilliant Green Agar (BGA) (Sigma- Aldrich), and incubated at 37°C for 24 hours.
Characterized colonies of Salmonella spp. and Escherichia coli were separated for
identification via biochemical and molecular tests.

Confirmation of the bacteria isolated by biochemical tests.

Colonies suspected of Campylobacter spp. were examined by phase-contrast
microscopy (1000X), Carl Zeiss AG, Germany. The diagnosis was made by observing
the following morphologies: curved bacillus, and typical movement of spirillum. After
the presumptive diagnosis, a suggesting colonies were subcultured in a Tarozzi medium,
and finally incubated at 37°C for 72 hours, to obtain inoculum with a density adjusted to
the scale of the McFarland tube 1 (3x 108 CFU/mL). To observe typical features of micro-
organism, different biochemical tests were performed such as catalase, growth
temperature at 25°C and 43°C, and growth medium at 1% of glycine and 3.5% of NaCl,
hydrolysis of hippurate, H2S production with and without cysteine at 0.02%, tolerance to
trifeniltetrazoico chloride (TTC), and resistance to nalidixic acid and cephalothin (28, 31,
32).

Characterized colonies of Salmonella spp. and E. coli were placed into agar Triple
Sugar Iron (TSI) and agar Lysine Iron Agar (LIA), Sulfide Indole and Motility (SIM),
and urea for screening. Colonies compatible with Salmonella spp. and Escherichia coli

were identified by additional biochemical tests (33).
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Confirmation of isolated bacteria and identified by PCR

Colonies of Campylobacter spp. previously identified by biochemical tests were
confirmed by PCR. The isolates were recovered in thioglycolate agar with 20% of blood
at 42°C for 48 hours, under microaerophilic. Then, a portion was diluted with 100 pl of
ultrapure water, in order to obtain a population of 109 UFC/ml (tube 4 of the McFarland
scale). For DNA extraction the kit Gen Elute Bacterial Genomic DNA (Sigma) was used,
according to manufacturer instructions.

Typical colonies of Salmonella spp. and Escherichia coli for each species were
inoculated into brain-heart infusion broth (BHI) for 24 hours at 37°C. Subsequently, these
colonies were seeded on MacConkey Agar and Brilliant Green Agar (BGA), and
incubated at 37°C for 24 hours. The cultures were used for DNA extraction according to
the instructions of the kit Gen Elute Bacterial Genomic DNA (Sigma).

The identification of each isolate was confirmed by PCR using primers specific
for the genus Campylobacter, Salmonella and Escherichia coli.

PCR procedures used to identify Campylobacter are previously described by
Harmon et al. (1997). The primer pairs used were pg 3: GAACTTGAACCGATTTG and
pg 50: ATGGGATTTCGTATTAAC. The reaction had a final volume of 25uL. To
complete the reaction volume, 12uL of Go Taq Green Master Mix (Promega), 2uL
(20pmol) of each primer, 1uL of DNA (with a concentration of Snmol/uL), and 8uL. water
were used. Amplification was performed in a thermocycler by the following program:
initial denaturation at 94°C for 4min, followed by 25 cycles of denaturation at 94 ° C for
1 min, annealing at 45°C for 1 min, extension at 72°C for 1min, and final extension at
72°C for 7min. (15). The strain of Campylobacter jejuni ATCC 33560, courtesy of the
Oswaldo Cruz Foundation (FIOCRUZ), served as a positive control. For its recuperation
was used the protocol sent by the Micro-Organism Laboratory Reference. The
electrophoresis in agarose gel (1.5%) was useful for the analysis of amplifications.

The identification process of Salmonella spp. followed the procedure described
by (29). The primers used were invAl: TCATCGCACC GTCAAAGGAAC and invA2:
GTGAAATTATCGCCACGTTCGG. PCR reactions had a total volume of 25uL,
comprising 12,5uL. of Go Taq Green Master Mix (Promega), 1pL (10 pmol) of each
primer, 7.5 ul of ultrapure and autoclaved water, and 3 pL of DNA sample. Amplification
was performed in a thermocycler. The cycle parameters were 94°C for 5 min to initial

denaturation, followed by 35 cycles of denaturation at 94°C for 30 sec, annealing at 60°C
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for 30 sec, amplification at 72°C for 30 sec, ending with a final extension of 72°C for 4
minutes. The positive control was a strain of Salmonella spp. courtesy of Avian Pathology
Laboratory of FMVZ-UNESP. The electrophoresis in agarose gel (1.5%) was performed
for the analysis of amplifications.

For Escherichia coli, reactions were carried out with primers Eco 2083: GCT TTG
ACA TGA TGA CAC AG, and Eco 2745: GCA CTT ATC TCT TCC GCA TT. PCR
reactions had a total volume of 25uL (S5uL (600ng) of extracted DNA), 2,5uL of each
primer, 12,5uL of Go Taq Green Master Mix (Promega), and ultrapure water to make up
the final volume. Amplification was performed in a thermocycler with an initial
denaturation at 94°C for 2 min, followed by 35 cycles of denaturation at 94°C for 45 sec,
annealing of 57°C for 1 min, and amplification at 72°C for 2 min, with a final extension
of 72°C for 10 minutes (34).
Statistical analysis

Statistical analysis was completed using chi-squared test (y* test) and Fisher’s
exact test to compare the association between the prevalence of the studied commercial
mark of broiler chicken, and the isolation of each bacterium as well as for comparison

between the region of collection and isolation. The significance was 5% (P <0.05) (35).

RESULTS
Isolations and identification

Table 1 shows the occurrence of Campylobacter spp., Salmonella spp. and E. coli
in isolates of different brands of chilled chickens purchased in stores at peripheral and
central locations of Botucatu. Of the 60 samples from analyzed chickens, 23 (38.3%)
showed isolation of Campylobacter, 8 (13.3%) of Salmonella and 36 (60%) of E. coli.

Table 1. Occurrence of Campylobacter spp., Salmonella spp. and E. coli in chilled
chickens from the city of Botucatu, SP, Brazil, 2015.

Bacteria Samples Frequency
Campylobacter spp. 23 38,3
Salmonella spp. 8 13,3
E. coli 36 60,0
Total 60 100
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Table 2 shows the prevalence of bacterial isolation on chicken meat in different
brands acquired in chicken outlets of Botucatu. The statistical test results indicated that
there was no significant association (p <0.05) between the commercial marks and the
prevalence of Campylobacter spp., Salmonella spp. and E. coli.

Table 2. Prevalence of Campylobacter spp., Salmonella spp. e E. coli in different

brands of broiler chickens in Botucatu, SP, Brazil, 2015.

Campylobacter spp. Salmonella spp. E. coli

Brand

f (0% p (%) f (n°) p (%) f(n°) p (%)
A 4 6,7 1 1,7 3 5,0
B 3 5,0 2 3,3 8 13,3
C 4 6,7 1 1,7 4 6,7
D 5 8,3 0 0,0 8 13,3
E 2 3,3 2 3,3 8 13,3
F 5 8,3 2 3,3 5 8,3
Total 23 38,3 8 13,3 36 60,0
v 8,5145 5,0703 7,9689
P 0,1519 0,2852 0,1675
(Fisher) ’ ’ ’

f: frequency; p: prevalence

The statistical analysis showed a significant difference among the chicken marks
referred to the proportions of the three positive bacteria analyzed (Table 3). In this way,
brand F showed higher proportion of positivity to Campylobacter spp., then brand A. For
Salmonella spp. and E. coli, brands E and F showed higher positivity.

Table 4 shows that there was no association between the sample region of origin
and the prevalence of Campylobacter spp., Salmonella spp. and E. coli. However, a
greater tendency can be noted in the peripheral region when compared to the central
region, possibly by inadequate storage conditions, rotation of stocks, and/or hygienic-

sanitary control.
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Table 3. Proportion of bacterial isolations of Campylobacter spp., Salmonella spp. e
E. coli in different brands of broiler chickens, Botucatu, SP, Brazil

Brand Campylobacter spp. Salmonella spp. E. coli
A 57,1b 143D 429c
B 23,1¢ 154b 61,5b
C 36,4 ¢ 91c 36,4 ¢
D 35,7¢ 0,0)d 57,1b
E 222 ¢ 222 a 88,9 a
F 83,3a 333a 83,3a
Total 38,3 13,3 60,0

1 63,966 40,983 36,009
| <0,001 <0,001 <0,001

Different letters indicate significant differences

Table 4. Prevalence of Campylobacter spp., Salmonella spp. e E. coli of broiler

chickens from different regions of Botucatu, SP, Brazil, 2015.

Campylobacter spp. Salmonella spp. E. coli

Region

f@)  p%)  f@)  pCh)  f@)  p%)
Central 9 15,0 3 5,0 14 233
Peripheral 14 233 5 8,3 22 36,7
Total 23 38,3 8 13,3 36 60,0
1 0,5192 0,2098 1,3580
P Fisher 0,1641 0,2713 0,1071

f: frequency; p: prevalence

In addition, there was no significant statistical difference (P> 0.05) between the

samples obtained in the center of the establishments and the periphery in relation to the

proportion of positivity of the three bacteria analyzed. However, numerically, the

peripheral region was approximately 60% higher in frequency and percentage of

positivity than the central region (Table 5).



219
220

221

222
223
224
225

226
227

228
229
230
231
232
233
234
235
236
237

Table 5. Proportion of bacterial isolations of Campylobacter spp., Salmonella spp. e
E. coli of broiler chickens in different regions of Botucatu, SP, Brazil, 2015.

Campylobacter

Region SpD. Salmonella spp. E. coli
Central 33,3 11,1 51,9
Peripheral 42.4 15,2 66,7
Total 38,3 13,3 36 (60,0)
1 1,094 0,639 1,847
P 0,3519 0,5455 0,2051

Table 6 shows the results of isolation of Campylobacter according to the
classification of detected species C. jejuni and C. jejuni/coli were present in poultry

carcasses in 52.17% and 39.13%, respectively.

Table 6. Proportion of bacterial isolations of Campylobacter species in broiler
chickens, Botucatu-SP, Brazil, 2015.

Bactéria Positive Samples % Prevalence
Campylobacter jejuni 12 52,17
Campylobacter jejuni\coli 9 39,13
Others 2 8,70
Total 23 100

Confirmation of bacteria isolated and identified by PCR

The positive control of Campylobacter jejuni ATCC 33560, through the primer
pg3 pg50, which amplifies a conserved region of the flagellin related to both genes C.
jejuni and C. coli, and generates a product of 480 bp. The isolated Campylobacter spp.
detected from conventional methodology diagnosis, and confirmed by biochemical
proofs, resulted also positive for molecular testing (PCR).

The PCR product appears after using the primer pair encoding inv Al and inv A2
genes, yielding 284 bp. The presence of Salmonella spp. was confirmed by PCR in 7 of

samples. However, 8 (13 3%) were positive to the pathogen by traditional methodology.
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Outcomes related to Escherichia coli in chicken carcasses were confirmed by PCR, as
shown in Figure 11. Primers were used in all reactions for the highly divergent and
specific region of the DNA encoding rRNA 16S and 23S of E. coli. (Figure not shown).
Likewise, based on the antimicrobials tested and on the PCR assays specific, isolates

displayed features linked to multidrug resistance and integron class 1 (data not shown).

DISCUSSION
The present study demonstrates bacterial prevalence of three major pathogens on

chicken carcasses from some supermarkets and retail stores located at peripheral and
central areas of the city of Botucatu, SP, Brazil, from July to October 2015.

Such an occurrence linked to meat consumption can vary considerably. For the
genus Campylobacter spp, it depends on the number of microorganisms present in the
carcass, time in shelf, and care conservation (28, 36). In addition, it was reported that the
difficulty of isolating Campylobacter spp. is related to sensitivity to oxygen, desiccation,
heat, and pH (15). Variations in Salmonella spp. depend on the batch origin (primary
infection), sanitary conditions of the slaughterhouse, and cross-contamination during the
stages of slaughter, in addition to transportation and place of marketing (29, 37).

These results agree with those obtained in different countries regarding the
isolation of the bacteria analyzed. For example, in Senegal, Africa, a research found 56%
of prevalence for Campylobacter jejuni, and 96% for Salmonella spp. (23). In
Washington, USA, authors reported prevalence of Campylobacter spp. in 70.7% of
broiler chickens, 4.2% for Salmonella spp., and 38.7 for E. coli (9). In Vietnam, Asia,
45% of E. coli was identified, followed by 28.3% of Campylobacter spp., and 8.3% of
Salmonella spp. (24). In Venezuela, the presence of Salmonella was also determined in
60% of samples taken from poultry carcasses (27).

In Brazil, related studies also revealed such bacteria in chicken carcasses.
Detected 47% positive isolates in Campylobacter spp., higher values than those indicated
in the present work. The tests performed at 400 chicken carcasses indicated major
presence of the bacterium in the carcass sold in the central region than in peripheral region
(28). However, both Lopes (25) and Carvalho et al. (26) found lower percentage of
isolation of this bacteria, 14.2 and 12.5%, respectively. Silva et al. (15) determined
occurrences in 61% of samples of chicken droppings, 20% in chicken products for
consumption, and 3% in human stool, all linked to this microorganism. Carvalho et al.

(2010) pointed out the presence of gene complexes of the extensional citoletal toxin
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(ECT) in 36.4% of the samples. However, Smith et al. (2014) determined 93.5% of such
grouped genes for ECT.

In the case of Salmonella spp., official organizations such as the European Centre
for Disease Prevention and Control (ECDC) and the Center for Disease Control (CDC)
have documented a reduced presence of this bacterium when compared with
Campylobacter spp., mostly due to different regulations implanted worldwide (38).
However, the prevalence of 13.33% found in this study is still considered high. Moreover,
Rall et al. (29) cited the presence of the pathogen in 8% of the samples in chickens in
Botucatu. These values are lower than those expressed in the present research. These
authors also indicate that 70% of the samples were out of microbiological parameters.

A similar study was conducted on chilled chicken carcasses with the brands
available in markets and butcher shops of the city of Campo Mourdo, Parana, Brazil.
Brand A showed 12.12%, followed by C and D with 6.06% of the positive samples. Brand
B showed no positive samples. The results found in poultry carcasses in the city were
24.2%), lower than those reported in this study. (34).

The results presented indicate a public health problem due to the commercial
marks used for this research are extensively available for human consumption.

Isolates of Campylobacter spp. Salmonella spp e E. coli detected from
conventional methodology diagnosis, and confirmed by biochemical proofs, resulted also
positive for molecular testing (PCR). Campylobacter spp. isolates did not present clear
distinction at biochemical tests. Strains featured both C. coli, with a tolerance of 2°3°5 to
Triphenyltetrazolium chloride, and Campylobacter jejuni, when hydrolyzed by hippurate.
Therefore, they has been named Campylobacter jejuni/coli.

Similar behavior has been reported by both studies Modolo et al. (39) in calves
and dogs, with and without diarrhea, and Modolo et al. (28) in broiler carcasses, Botucatu,
SP. Véron & Chatelain (31) indicated problems associated to this bacterium to achieve
taxonomic studies on the genus Campylobacter. In addition, further investigations
highlight difficulties in its classification, probably due to the presence of a common
plasmid on such strains (40).

Some authors describe unrevealed samples as false negatives, since some medium
components of the Campylobacter culture like blood or hemoglobin strongly inhibit PCR
(41). The high protein levels on liver could also explain this interference due to all

samples were stored in Tarozzi mediums. Other researchers as Silva et al. (15) pointed
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out unsuccessful efforts to obtain Campylobacter material for molecular analysis linked
to its culturing hardships.

Isolates of Salmonella spp. and E. coli were confirmed through complementary
biochemical tests. Unlike E. coli, Salmonella spp did not show typical characteristics in
all strains. Thus, molecular diagnosis is important as a viable and reliable alternative to
confirm the presence of food bacteria. Speed, specificity and sensitivity are its main
advantages (15, 29, 34).

Despite previous studies on the assessed bacteria about pathogenic contamination
of commercialized broiler chickens, this research demonstrates a significantly remaining
prevalence. This must be still considered a very high risk factor for public health despite
Brazilian food health organizations have warned consumers about FBD. Special attention
should deserve Campylobacter before the absence of specific regulations to monitor and
control it. Low infective doses and its relationship with Guillain-Barré syndrome, a
disease that leads to muscle paralyses.

In the present study demonstrates the presence of Campylobacter spp., Salmonella
spp., E. coli and in different brands of chicken carcasses of meat Botucatu supermarkets
and homes, conventional molecular and microbiological methodology. This presents a
danger to public health because these bacteria are considered by international
organizations as the main causes of foodborne diseases.
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