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

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

RESUMO.- Estudos tém revelado que a resisténcia as qui-
nolonas em cepas de Campylobacter estd relacionada a
presenca da mutacdo Treonina-86 para Isoleucina. Com o
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objetivo de investigar a presenca dessa mutagdo em cepas
de Campylobacter sensiveis e resistentes a ciprofloxacina e
enrofloxacina, o contetido cecal de 80 frangos de corte de
criacdo organica, abatidos sob Servigo de Inspecdo Esta-
dual (S.I.LE.) do Estado do Rio de Janeiro, foram coletados
e investigados para a presenca de Campylobacter. A deter-
minacgido da resisténcia a ciprofloxacina e enrofloxacina
foi feita pela técnica de difusdo em disco e de diluigdo em
agar para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM). A deteccdo da mutacdo na Regido Determinante de
Resistencia as Quinolonas (RDRQ) no gene gyrA foi realiza-
da através de sequenciamento. Campylobacter foi isolado
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a partir de 100% das amostras avaliadas, sendo 68,75%
correspondente a C. jejuni e 31,25% a C. coli. No teste de di-
fusdo em disco, 100% das cepas foram resistentes a cipro-
floxacina e 56,25% das cepas foram resistentes a enroflo-
xacina. No teste de diluicdo em agar, todas as cepas foram
resistentes a ciprofloxacina apresentando CIM variando de
> 16-64pg/mL, e resisténcia ou resisténcia intermediaria
a enrofloxacina foi detectada em 42,50% (CIM = 4-32pg/
mL) e 38,75% (CIM = 2pg/mL) das cepas, respectivamen-
te. A mutacao Tre-86-Ile, foi observada em 100% das cepas
analisadas. Além dessa mutacdo, foram observadas outras
mutacdes ndo silenciosas (Val-73-Glu, Ser-114-Leu, Val-88-
Asp, Ala-75-Asp, Ser-119-Gli, Arg-79-Lis) e mutacdes silen-
ciosas (His-81-His, Ser-119-Ser, Ala-120-Ala, Fen-99-Fen,
Ala-122-Ala, Gli-74-Gli, Ile-77-1Ile, Ala-91-Ala, Leu-92-Leu,
Val-93-Val, Ile-106-Ile, Tre-107-Tre, Gli-113-Gli, Ile-115-Ile,
Gli-110-Gli). A observacdo de que cepas sensiveis a enro-
floxacina pelos testes fenotipicos apresentavam a substitui-
¢do Tre-86 para Ile sugere que outros mecanismos podem
contribuir para a resisténcia a enrofloxacina em Campylo-
bacter.

TERMOS DE INDEXACAO: Sequenciamento, Regido Determinante
de Resisténcia as Quinolonas do gene gyrA, Concentragio Inibito-
ria Minima.

INTRODUCAO

Campylobacter spp. estdo entre as bactérias que requerem
grande atencdo dos servicos de saude coletiva, pois sio pa-
togénicas para humanos e sdo comumente encontradas no
trato gastrointestinal das aves. A maioria das infec¢oes por
este microrganismo esta associada ao consumo de carne de
frango e seus subprodutos, que podem ser contaminados
durante o processamento (Hermans et al. 2011, Hermans
etal. 2012, Wagenaar et al. 2013). Para humanos, Campylo-
bacter jejuni é mais patogénico além de ser mais frequente
do que C. coli, embora coinfec¢des também possam ocorrer
(Barbour et al. 2012, Niederer et al. 2011).

Os casos de campilobacteriose em todo o mundo ultra-
passaram os casos de salmonelose e shiguelose documen-
tados (Cover et al. 2014) e Campylobacter foi o patégeno
gastrointestinal mais isolado de humanos na Unido Euro-
péia desde 2005. Associado ao aumento de casos de campi-
lobacterioses documentados houve também um aumento
no ndmero de cepas de Campylobacter isoladas de huma-
nos resistentes a ampicilina, ciprofloxacina, acido nalidixi-
co e tetraciclinas. O mesmo foi observado quanto a resis-
téncia ao acido nalidixico e a tetraciclina em cepas isoladas
de carnes de frango (EFSA & ECDC 2013).

A enrofloxacina é um antimicrobiano muito usado na
avicultura no Brasil, sendo amplamente empregado tan-
to na avicultura de corte, quanto na de postura, segundo
relatos do Programa Estadual de Controle de Residuos de
Medicamentos Veterindrios em Alimentos de Origem Ani-
mal (PAMvet) do Estado do Parana (Machinski Junior et al.
2005). O uso excessivo e sem controle de antimicrobianos
na producdo animal pode contribuir para selecao de bac-
térias resistentes, que podem ser disseminadas durante a
producdo ou processamento dos alimentos. Em razao disto,
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desde 2006, a Unido Européia e outras nagdes baniram o
uso de alguns antimicrobianos na produgdo animal (EFSA,
ECDC & EMEA 2009).

A resisténcia as quinolonas em Campylobacter spp. esta
relacionada principalmente a mutagdo Tre-86-Ile na RDRQ
do gene gyrA da DNA girase, de acordo com varios auto-
res (Yang et al. 2006, Qin et al. 2011, Iovine 2013, Frasao
& Aquino 2014). Entretanto, outras mutacgdes (Tre-86-Ile,
Asp-90-Asn, Ala-70-Tre, Asp-85-Tir, Pro-104-Ser) nessa
regido ja foram descritas como relacionadas a resisténcia
em Campylobacter, além de mutagdes no gene parC, da to-
pisomerase IV e da agdo exacerbada da bomba de efluxo
CmeABC devido a mutagdo no gene cmeR (Bachoual et al.
2001, Piddock et al. 2003, Yang et al. 2006, Qin et al. 2011,
Wieczorek & Osek 2013, Iovine 2013, Hungaro et al. 2015).

No Brasil, a producao e comercializagdo dos produtos
organicos foram aprovadas pela Lei 10.831, de 23 de de-
zembro de 2003 (Brasil 2003) e sua regulamentacdo ocor-
reu com a publicacdo do Decreto N2 6.323 em 27 de de-
zembro de 2007 (Brasil 2007). Segundo a lei supracitada, o
sistema organico de producdo agropecudria adota técnicas
especificas, visando otimizar os recursos naturais e socioe-
condmicos disponiveis, e também a sustentabilidade ecolé-
gica e econdmica. O uso de antimicrobiano como promotor
de crescimento na producdo de carne organica é proibido
(Crabone et al. 2005, Brasil 2008) e tratamentos terapéuti-
cos alternativos sdo realizados (Griggs & Jacob 2005).

A criagdo organica de frangos de corte difere da cria-
¢do convencional pelo fato do animal ter acesso ao ambien-
te, sendo uma criagdo “a pasto” (Rosenquist et al. 2013) e
pela idade de abate ser mais avancada. Sendo assim, esses
animais podem se infectar com Campylobacter presente
no ambiente ou oriundo de aves silvestres. Estudos reve-
lam uma prevaléncia de Campylobacter spp. em frangos de
criacdo organica entre 60% a 100% (Heuer et al. 2001, El-
-Shibiny et al. 2005, Overbeke et al. 2006, Colles et al. 2008,
Esteban et al. 2008, Hoogenboom et al. 2008, EFSA 2010).
Dentro desse contexto, objetivou-se com esta pesquisa in-
vestigar a ocorréncia de Campylobacter jejuni e C. coli em
frangos de criacdo organica e determinar sua suscetibili-
dade a ciprofloxacina e enrofloxacina através de métodos
fenotipicos e genotipicos.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 80 amostras de conteudo cecal de frangos de
corte de criagdo organica provenientes de dois lotes (40 animais
por lote). A coleta foi realizada imediatamente ap6s a evisceragdo,
na linha de abate, em abatedouro com Servigo de Inspe¢do Esta-
dual (S.I.E.) do Estado do Rio de Janeiro. Suabes contendo as fezes
foram diluidos em quatro mililitros de agua destilada esteriliza-
da e 0,1mL foram inoculados em placas contendo Agar Columbia
suplementado com carvdo ativado (0,4%) e suplemento seletivo
CAMPYLOFAR® (CEFAR). Paralelamente, trés mililitros da dilui-
¢do foi previamente filtrada em membrana milipore (0,65um) e
o filtrado foi estriado nas placas contendo Agar Columbia suple-
mentado com carvdo ativado (0,4%). As placas foram incubadas
a 37°C por 48 horas, em condi¢des de microaerofilia. As colonias
suspeitas foram confirmadas pela técnica de PCR apés identifi-
cacdo presuntiva pelas caracteristicas morfotintoriais e testes de
producdo de oxidase e catalase.
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Para a confirmagdo por PCR, o DNA foi extraido com o kit de
extracdo comercial ‘Wizard® Genomic DNA Purification Kit' (PRO-
MEGA®) e foi utilizada a técnica de PCR multiplex, baseada no que
foi descrito por Harmon et. al. (1997) modificada por Aquino et
al. (2002). Os primers pg3/pg50 que amplificam uma regido con-
servada nas duas espécies (Campylobacter jejuni e C. coli), rela-
cionada ao gene da flagelina (Oyofo et al. 1992), e primers C-1
/C-4 que amplificam uma regido especifica da espécie C. jejuni
(Winters & Slavik 1995) foram usados. A reagdo de amplificagao
foi feita com volume final de 50puL, contendo 5uL. do DNA amos-
tral, 1X PCR Buffer (500mM KCl, 100mM Tris-HCI [pH 8.5]), 4uL
(200uM cada) dATP, dCTP, dGTP e dTTP, 0,4 uM de cada primer
pg3 e pg50, 0,2uM de cada primer C1 e C4, 2,5 U de Taq DNA po-
limerase e 5,5mM/L de MgCl,. A desnaturagdo inicial foi realizada
a 94°C por quatro minutos, seguida por 25 ciclos de amplificagdo
constituidos em um minuto a 94°C, um minuto a 55°C, um minuto
a 72°C e extensdo a 72°C por sete minutos. Para a verificacdo dos
amplicons, foi realizada eletroforese em cuba horizontal ‘Eletro-
phoresis Cell (BioAmérica)’ com TBE 0,5%, com fonte Power Pac
300 (Bio-Rad), em gel de agarose 1,5% corado com GelRed. Os
produtos da amplificagdo foram visualizados e fotografados em
transiluminador com luz ultravioleta (Nova Instruments). Foram
utilizadas como controle positivo as cepas C. jejuni ATCC 33560 e
C. coli ATCC 33559, gentilmente cedidas pelo Instituto Nacional
de Controle de Qualidade em Saude da Fundagido Oswaldo Cruz
(INCQS/Fiocruz).

O perfil de resisténcia a enrofloxacina e ciprofloxacina das ce-
pas isoladas foi determinado pelo método de difusdo em disco e
pelo método de diluicdo em agar, para determinar a concentracdo
inibitéria minima (CIM) de acordo com os critérios determinados
pelo “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI 2010).
As concentragdes utilizadas foram 64ug/mL, 32pg/mL, 16pg/mL,
8ug/mL, 4pg/mL, 2ug/mL e 1pg/mL. A suspensdo de Campylo-
bacter inoculada foi ajustada ao equivalente a turbidez do padrao
de McFarland 0.5. As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas,
em microaerofilia.

Todas as cepas isoladas e as cepas controle C. jejuni ATCC
33560 e C. coli ATCC 33559 foram submetidas ao sequenciamento
da Regido Determinante de Resisténcia as Quinolonas (RDRQ) do
gene gyrA. Os primers CjgyrA QRDR F e CjgyrA QRDR R (Parkhill
et al. 2000, Price et al. 2005), especificos para amplificar a RDRQ
do gene gyrA, foram utilizados. Para a reagdo foi utilizado 50puL
contendo 5pL, 1X PCR Buffer (500 mM KCl, 100 mM Tris-HCI [pH
8.5]), 5uL (1mM cada) dATP, dCTP, dGTP e dTTP, 0,5uL de cada
primer, 1.0 U Taq DNA polymerase e 2 mM MgCl,. A desnaturagdo
inicial foi realizada a 94°C por cinco minutos e 35 ciclos com des-
naturacdo por 30 segundos a 94°C, anelamento do primer a 55°C
por 30 segundos, extensdo a 72°C por um minuto e extensao final
a 72°C por 10 minutos. Para a verificagdo dos amplicons, foi reali-
zada eletroforese em cuba horizontal ‘Eletrophoresis Cell (BioA-
mérica)’ com TBE 0,5%, com fonte Power Pac 300 (Bio-Rad), em
gel de agarose 1,5% corado com GelRed. Os produtos da amplifi-
cacdo foram visualizados e fotografados em transiluminador com
luz ultravioleta (Nova Instruments). O produto da amplificacao foi
purificado com Kit de Purificagdo Comercial da GE®, seguindo as
instrucdes descritas no manual. A dosagem do DNA purificado foi
realizada de acordo com o recomendado no protocolo “Low DNA
Mass Ladder” (Invitrogen).

Para o sequenciamento foi utilizado sequenciador automatico
3730XL DNA Analyzer (Applied Biosystems). As sequéncias foram
montadas e sua qualidade foi avaliada através da obtencdo dos
cromatogramas das sequéncias-consenso utilizando o BioEdit
Sequence Alignment Editor (Hall 1999) e Molecular Evolutionary
Genetics Analysis Version 6.0-MEGA6 (Tamura et al. 2013). Foram

comparadas as sequéncias da regido RDRQ do gene gyrA de cepas
sensiveis de C. jejuni (LO4566.1) e C. coli (U63413.1) obtidas no
GenBank com as sequéncias da regido RDRQ dos isolados a fim de
investigar a ocorréncia de mutagoes.

RESULTADOS

Campylobacter spp. foram isolado de 100% das amostras
coletadas e através da técnica de PCR multiplex, C. jejuni foi
identificado em 68,75% e C. coli em 31,25% das amostras.
Nos dois lotes, a espécie mais isolada foi C. jejuni, sendo
82,50% no lote A e 55,00% no lote B (Quadro 1).

Na avaliagdo do perfil de resisténcia aos antimicrobia-
nos no teste de difusdo em disco, 100% e 56,25% das ce-
pas foram resistentes a ciprofloxacina e a enrofloxacina,
respectivamente. No teste de diluicdo em agar, todas as ce-
pas foram resistentes a ciprofloxacina e apresentaram CIM
variando de 16pg/mL a = 64pg/mL. Para a enrofloxacina,
apenas 18,75% das cepas foram sensiveis (CIM <1pg/mL),
enquanto 38,75% apresentaram resisténcia intermediaria
(CIM =2pg/mL), e 42,50% foram resistentes (CIM 24ug/
mL). No lote A, a maioria das cepas apresentou resistén-
cia a enrofloxacina pelos métodos de difusdo em disco
(72,50%) e diluicdo em agar (67,50%), enquanto 7,5%
apresentaram resisténcia intermediaria. No lote B, 40,00%
e 17,50% das cepas foram resistentes pelo teste de difusdo
em disco e diluicdo em agar, respectivamente, enquanto
70% apresentaram resisténcia intermediaria (Quadro 1).
A maioria (74,07%) das cepas resistentes a enrofloxaci-
na no teste de diluicdo em agar do lote A apresentou CIM
=4pug/mL. A maior CIM para enrofloxacina observada em
ambos os lotes foi de 32pug/mL, sendo que apenas uma
cepa em cada lote apresentou esta concentragao inibitéria
minima, enquanto para ciprofloxacina foi observada CIM
> 64pug/mL.

Quadro 1. Resultados do isolamento e da suscetibilidade

das cepas de Campylobacter jejuni e C. coli a enrofloxacina

pelo método de difusio em disco e pela determinacio da
concentracio inibitéria minima (CIM)

Testes C. jejuni C. coli Total
Isolamento 33(82,50%) 7(17,50%) 40(100%)
Difusdo  Resistente 25(62,50%) 4(10,00%) 29(72,50%)
E em disco Sensivel 8(20,00%) 3(7,50%) 11(27,50%)
3 CIM Resistente  23(57,50%) 4(10,00%) 27(67,50%)
Intermediaria  2(5,00%) 1(2,50%)  3(7,50%)
Sensivel 8(20,00%)  2(5,00%) 10(25,00%)
I[solamento 22(55,00%) 18(45,00%) 40(100%)
Difusdo  Resistente  8(20,00%) 8(20,00%) 16(40,00%)
f em disco Sensivel 14(35,00%) 10(25,00%) 24(60,00%)
E CIM Resistente  4(10,00%)  3(7,50%) 7(17,50%)
Intermediaria 15(37,50%) 13(32,50%) 28(70,00%)
Sensivel 3(7,50%) 2(5,00%) 5(12,50%)
Isolamento 55(68,75%) 25(31,25%) 80(100%)
Difusdo  Resistente  33(41,25%) 12(15,00%) 45(56,25%)
® emdisco  Sensivel  22(27,50%) 13(16,25%) 35(43,75%)
= CIM Resistente  27(33,75%) 7(8,75%) 34(42,50%)

Intermediaria 17(21,25%
Sensivel 11(13,75%)

14(17,50%) 31(38,75%)
4(5,00%) 15(18,75%)

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

DISCUSSAO

Nesse estudo, Campylobacter spp. foram isolado de 100%
das amostras investigadas. Outros autores também encon-
traram uma alta frequéncia de Campylobacter em frangos
de criacdo organica, variando de 66% a 80% (Cui et al.
2005, Luangtongkum et al. 2006, Soonthornchaikul et al.
2006). A elevada ocorréncia de Campylobacter spp. nos
frangos de criacdo orgdnica segundo Adkin et al. (2006)
é resultante da idade de abate avancada (em média 70 a

C. jejuni TCAGCC CGTATAGTGG GTGCTGITAT AGGTCGTTAT CACCCACATG GAGA
02A --T ———
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90 dias), com maior exposicdo das aves ao ambiente nesse
tipo de criagao.

No presente trabalho, todas as cepas apresentaram alto
nivel de resisténcia a ciprofloxacina quando observada a
CIM, variando entre 16pug/mL a 264ug/mL. Para enroflo-
xacina, 42,50% das cepas foram resistentes (CIM 24-32ug/
mL) e 38,75% apresentaram resisténcia intermediaria
(CIM =2pg/mL), demonstrando um nivel de resisténcia in-
ferior ao detectado para ciprofloxacina. A maior resisténcia
a ciprofloxacina observada nesse estudo pode ser explicada
pelo fato da ciprofloxacina ser considerada um metabdlito
da enrofloxacina (Idowu et al. 2010). Com o uso frequente
da enrofloxacina na avicultura, na metaboliza¢do deste an-
timicrobiano, cepas resistentes a ciprofloxacina podem ter
sido selecionadas.

Em cria¢des organicas espera-se que nao haja a utili-
zagdo de antimicrobianos na produgio, porém 100% das
cepas isoladas nesse estudo apresentaram resisténcia a
ciprofloxacina. Este achado pode estar relacionado com a
persisténcia de cepas resistentes no ambiente de criacao.

200 210 220 230 240
C. coli GTGCATATAR RRARTCTGCT CGTATAGTAG GGGATGTTAT CGGTAAGTAT
02B
03B G
09B
037A
P [P TCTTT TS (PPN Prpy STTITY PRpR Y e
250 260 270 280 290
C. coli CATCCACATG GCGATACTGC TGTTTACGAT GCCTTAGTAA GAATGGCACA
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Y Y FETTTY PUTTY Eppoy PRpRs ERTry PR BETTSY Prees
300 310 320 330 340
C. coli AGATTTITCT ATGCGTTATC CRAGTATCGA TGGACRAGGA RACTTTGGTT
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037A
C. coli
02B
03B
09B
037A A

Fig.1. Representacdo das mutagdes observadas nas sequéncias obtidas no sequenciamento da Regido Determinante de Resisténcia as
Quinolonas (RDRQ) do gene gyrA das cepas de Campylobacter jejuni e C. coli isoladas dos frangos de criagdo organica. C. jejuni e C. coli
sdo padrdes sensiveis obtidos no GenBank (L04566.1 e U63413.1, respectivamente). 024, 08B, 010B, 015B, 018B, 026B, 032B sio
cepas representantes das mutagdes observadas nas sequéncias obtidas das cepas de C. jejuni isoladas neste experimento. 02B, 03B,
09B e 37A sdo cepas representantes das mutagdes observadas nas sequéncias obtidas das cepas de C. coli isoladas neste experimen-
to. As alteragdes caracterizadas como nao silenciosas estdo destacadas em negrito, as demais sio caracterizadas como silenciosas.
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Essa persisténcia pode estar relacionada a producio de
biofilmes nos sistemas de suprimento de dgua nas insta-
lagoes de criacdo de aves como demonstrado por Reeser
etal. (2007) e Reuter et al. (2010). A formacao de biofilme
por C. jejuni é aumentada sob condigdes aerdbicas e os bio-
filmes sdo reservatérios de células viaveis destes micror-
ganismos, o que indica que ha uma boa adaptacao desse
patégeno para a sobrevivéncia no ambiente (Joshua et al.
2006; Reuter et al. 2010). Diversos estudos revelam que a
CIM de Campylobacter rapidamente aumenta apds o uso de
fluoroquinolonas em criagdes avicolas e a resisténcia das
cepas pode se manter por varias semanas ap6s a supressao
do tratamento. Essas cepas podem persistir tanto nas aves
como no ambiente de criagdo (Humphrey et al. 2005).

Resisténcia a antimicrobianos em patégenos se tornou
uma preocupacdo em saude coletiva e essa preocupagio
vem aumentando em muitos paises. Os resultados obtidos
nesse estudo, embora incluam apenas criagdes organicas
do Estado do Rio de Janeiro, onde supostamente nao se fez
uso de antimicrobianos, revelam uma predominancia de
cepas de Campylobacter resistentes as fluoroquinolonas na
criacdo. Em 2005, o Food and Drug Administration (FDA)
nos EUA proibiu o uso das fluoroquinolonas na avicultura
alegando que cepas de Campylobacter resistentes as fluoro-
quinolonas podiam ser transmitidas pela carne desses ani-
mais e causar infecgido humana, sendo uma ameaca a saude
coletiva (FDA 2014). Além dos EUA, na Noruega e Australia,
onde também nao é permitido o uso de quinolonas na avi-
cultura, estudos realizados relatam a inexisténcia de cepas
de Campylobacter spp. resistentes as fluoroquinolonas (Cui
et al. 2005, Norstrom et al. 2007, Obeng et al. 2012). No
Brasil, ndo é proibido o uso de enrofloxacina, medicamento
de uso exclusivo em medicina veterinaria, quando este tem
fins terapéuticos em avicultura.

Nesse estudo a mutacdo caracteristica no cédon 86 que
substitui a treonina pela isoleucina (Tre-86-Ile) foi ob-
servada em todas as cepas sequenciadas, o que justifica a
resisténcia a ciprofloxacina detectada em todas as cepas
investigadas. Qin et al. (2011) também demonstraram rela-
¢do da presenca da mutacgdo Tre-86-Ile com altos niveis de
resisténcia a ciprofloxacina, enquanto Duarte et al. (2014)
encontraram a mutagdo em todas as cepas que apresenta-
ram resisténcia a ciprofloxacina em testes fenotipicos.

No entanto, nesse estudo foi detectada a presenca de
mutacdo Tre-86-Ile em cepas sensiveis a enrofloxacina (CIM
<lpg/mL). Em sua revisdo, MoZina et al. (2011) relatam
que alguns autores afirmam que além de mutagdes pontu-
ais, a resisténcia a antimicrobianos pode ser conferida por
bombas de efluxo, que bombeiam ativamente as moléculas
dos farmacos evitando a acumulagio intracelular necessa-
ria para a letalidade do microrganismo. Em Campylobacter,
Hungaro etal. (2015) demonstraram a presenca dos trés ge-
nes requeridos para sintetizar o sistema de efluxo CmeABC
em 90% das cepas analisadas. O uso de inibidores da bomba
de efluxo no referido estudo resultou em uma significante
reducdo na CIM dos antimicrobianos testados incluindo a
ciprofloxacina. Jeon et al. (2011) afirmam que a superex-
pressdo do operon cmeGH em C. jejuni, relacionado ao gene
cmeG que codifica um transportador na bomba de efluxo,

aumentou significativamente a sua resisténcia as fluoroqui-
nolonas. Cagliero et al. (2007) selecionaram um mutante de
C. jejuni multirresistente através do aumento das concentra-
¢oes de enrofloxacina in vitro e afirmaram que a bomba de
efluxo CmeABC tem relagdo com a resisténcia neste micror-
ganismo. A resisténcia a ciprofloxacina conferida por bom-
ba de efluxo também foi caracterizada em cepas de Actino-
bacillus pleuropneumoniae (Wang et al. 2010).

Além da mutacao Tre-86-Ile, que confere resisténcia
as fluoroquinolonas, outras mutag¢des nio silenciosas por
substituicido foram detectadas em cepas do lote B porém di-
ferentes de outras mutagoes ja descritas na literatura como
relacionadas a resisténcia de Campylobacter spp. as fluoro-
quinolonas (Wang et al. 1993, Wilson et al. 2000, Bachou-
al eu al. 2001, Hakanen et al. 2002, Qin et al. 2011, Iovine
2013, Wieczorek & Osek 2013, Hungaro et al. 2015). A mu-
tacdo por delecdo no cédon 73 (GTG—G_G) observada em
duas cepas de C. jejuni ndo foi aparentemente descrita ante-
riormente em cepas de Campylobacter resistentes a fluoro-
quinolonas. Mutagdes silenciosas sao frequentemente des-
critas em cepas sensiveis e resistentes as fluoroquinolonas
e dentre as mutagdes silenciosas identificadas no presente
trabalho, a mutacdo Fen-99-Fen foi descrita em cepas de C.
coli resistentes a quinolonas (Qin et al. 2011), His-81-His
e Ser-119-Ser foram descritas em cepas sensiveis as qui-
nolonas (Beckmann et al. 2004) e a mutagao Ala-120-Ala
foi descrita em cepas sensiveis e resistentes (Wilson et al.
2000, Hakanen et al. 2002).

CONCLUSOES

0 alto nivel de resisténcia evidenciado pela CIM ob-
servada e a alta frequéncia de cepas de Campylobacter
resistentes as fluoroquinolonas detectadas em frangos de
criacdo organica pode ser resultante do uso desses antimi-
crobianos na avicultura, com persisténcia de cepas resis-
tentes no sistema de producdo de frango de corte.

A observacao da presenca da mutacdo Tre-86-Ile no
gene gyrA em cepas sensiveis a enrofloxacina sugere a par-
ticipacdo de outros mecanismos que conferem resisténcia a
esse antimicrobiano em cepas de Campylobacter spp.
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