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RESUMO

Membros termofilicos do género Campylobacter sdo reconhecidos como
importantes enteropatégenos para o ser humano e animais. A grande diversidade
ecologica destes microorganismos em diferentes habitats tais como: 4dgua, animais e
alimentos predispdem ao aparecimento de novos fatores de viruléncia. Este trabalho
teve por objetivo detectar os genes codificantes da Toxina Distensiva Citoletal (CDT)
por meio da técnica de PCR, pesquisar a atividade de hemolisinas e a influéncia de
solucdes quelantes e de ions nesta atividade. Foram utilizadas 45 amostras de C. jejuni
de origem avicolas para pesquisa de atividade hemolitica, cultivadas em Caldo Triptona
de Soja (TSB). Apds o crescimento bacteriano, as amostras foram semeadas em Agar
triptico de soja (TSA) contendo 5% de sangue de ovino, equino e bovino, sendo cada
sangue testado isoladamente. Para verificar a influéncia de agentes quelantes e solugéo
de ions na atividade hemolitica, as amostras de C. jejuni foram cultivadas em TSB
contendo separadamente os quelantes EDTA, acido acético, solugdes de ions CaCl, ,
MgCl, e FeCls, em atmosfera de microaerofilia. Quanto a atividade de hemolisina de
Campylobacter jejuni em placas de TSA — sangue, foi possivel observar que houve
hemolises em 48,89% das amostras quando utilizado sangue eqiiino, em 40% em
sangue de bovino e em 31,11% quando de ovino. Quanto a influéncia de agentes
quelantes ¢ ions em caldo TSB na atividade de hemolisinas em amostras de
Campylobacter jejuni semeadas em placas de TSA — sangue ovino, foi observada
atividade hemolitica em 26,67% quando utilizado CaCl,, 15,55% (FeCls), 22,22%
(EDTA), 11,11% (MgCl,) e apenas 2,22% (4cido acético). No tocante a atividade
hemolitica, o TSA - sangue bovino apresentou 15,55% (CaCly), 24,44% (FeCls),
26,26% (EDTA), 20% (MgCl,) e 11,11% (4cido acético). A atividade hemolitica para o
sangue equino foi de 24,44% (CaCly), 22,22% (FeCls), 28,89% (EDTA), 28,89%
(MgCly) e 8,89% (acido acético). Para deteccdo dos genes cdtA, cdtB e cdtC através da
técnica da Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR), foram utilizadas 119 amostras de C.
Jjejuni de origem avicolas. Foi possivel observar que 38% possuiam os trés genes, e
foram identificados somente os genes cdfA e cdtC em 19% do total de amostras, sendo
que o gene cdfB foi encontrado em 14%, o gene cdtC foi observado em 12%, os genes
cdtA e cdiB em somente 1%, os genes cdiB e cdtC em 1% e para cdtA em 1%.
Observou-se que os resultados sdo dignos de atengdo, pois demonstraram em amostras
avicolas a presenca de estirpes de C. jejuni com potencial virulento. A atividade
hemolitica apresentou significativo aumento quando utilizado sangue de origem equina.
A mesma foi diminuida quando utilizados agentes quelantes ou ions, nos trés tipos de
sangue.

Palavras-chaves: Campylobacter jejuni, PCR, atividade hemolitica, ions, quelantes.



ABSTRACT

Thermophilic members of the Campylobacter genus are recognized as important
enteropathogenics for humans and also for other animals. The great diversity of
ecological habitats in different organisms such as water, food, and animals may promote
new virulence factors. This study aimed at detecting the distending cytolethal toxin
(CDT) encoding genes by PCR, studying the activity of hemolysin and also the
influence of chelation solutions and ions. A total of 45 samples of C. jejuni from poultry
origin, grown in Tryptone Soy Broth (TSB) were used for investigating hemolytic
activity. After bacterial growth, samples were plated on Tryptic Soy Agar (TSA)
containing 5% sheep, equine or bovine blood, being each blood tested individually. In
order to check the influence of chelation agents and ions solution on the hemolytic
activity, samples of C. jejuni strains were grown in TSB containing chelation agents
individually: EDTA, acetic acid, CaCl, ion, MgCl, and FeCl; solutions, all in
microaerophilic atmosphere. Regarding the detection of Campylobacter jejuni
hemolysin activity on TSA plates, blood hemolysis were observed in 48.89 % of
samples when equine blood was used; in 40% of samples when bovine blood was used
and in 31.11 % when the blood used was of sheep origin. The influence of ions and
chelation agents in hemolysin activity in TSB when Campylobacter jejuni was plated on
TSA with sheep blood can be described as: hemolytic activity was observed at 26.67%
of samples when CaCl, was used, at 15.55 % for FeCls, 22 22 % for EDTA, 11.11 %
for MgCl, and only 2.22% when acetic acid was used. The hemolytic activity detected
when bovine blood - TSA was used indicated 15.55% for CaCl,, 24.44% for FeCls,
26.26 % for EDTA, 20 % for MgCl, and 11.11% for acetic acid. In terms of the
hemolytic activity when equine blood was used, the results indicated 24.44% for CaCl,,
22.22 % for FeCls, 28.89 % for EDTA, 28.89 % for MgCl, and 8.89% for acetic acid.
Finally, regarding the detection of cdtA, cdtB and cdtC through PCR, 119 samples of C.
jejuni from poultry origin were used. The results indicated that all three genes were
present in 38 % of the samples, whereas only two genes were identified in 19 % of
samples, while the cdrB gene was singly found in 14%, the cdtC gene was
independently observed in 12%, cdtA and cdB genes together were found in 1% of the
samples; the cdfB and cdtC genes associated were detected in 1%, while cdtA alone
answered for 1% of detections. The results also showed the presence of C. jejuni strains
with virulence potential. The hemolytic activity increased significantly when blood of
equine origin was used, and that this activity was reduced when ions or chelating agents
were used in combination with the three types of blood cells.

Keywords: Campylobacter jejuni, PCR, hemolytic activity, ions, chelants.
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1. INTRODUCAO

A producdo de carnes no Brasil ¢ um importante segmento do agronegocio.
Sendo na avicultura, o terceiro pais em produc¢do mundial, ficando atras dos Estados
Unidos da América e China, sendo lider em exportagdes atingindo 142 paises (MAPA,
2014). A produgdo de carne de frango em 2012 foi de 12,64 milhdes de toneladas
(UBABEF, 2013).

Quanto ao mercado interno, em 2012, o consumo per capita foi de 45kg de carne
de frango, caracterizando a relevancia do segmento (UBABEF, 2013). Estes dados
revelam a representatividade da cadeia produtiva da carne de frango, fruto da
organizagdo, do uso de tecnologias, da inser¢do direta de pesquisas cientificas
associadas ao gerenciamento ostensivo dos padrdes genéticos, praticas de manejo,
nutricdo, ambiéncia, sanidade, processamento e industrializagao.

Neste contexto, quando considerado alimento de origem avicola, deve-se avaliar
o estado sanitario dos plantéis, o que reflete na qualidade do alimento produzido.
Frangos de corte estdo entre os principais carreadores de patdgenos em abatedouros e
apresentam alta correlagdo com a contaminagdo cruzada por Salmonella spp. ¢

Campylobacter sp. (FAO/WHO, 2009).

No caso, de Campylobacter, tanto em surtos naturais, como em condigdes
experimentais, aves infectadas com mais de uma semana ndo apresentam sinais clinicos.
Esses sdo observados somente quando pintinhos de um dia s3o inoculados com este

patdgeno, onde os mesmos apresentam diarreia e prostragao (BACK, 2010).

A contaminagdo da carne de frango com Campylobacter sp., pode ocorrer
durante o abate, sendo mais comum na escaldagem e na evisceragdo quando ha
possibilidade da transmissdo de microoganismos do intestino para a superficie das

carcacas (PRENCIPE et al., 2007).

A legislacao atual do Brasil impde o controle de Sa/monella spp. em carcacas de
frangos (BRASIL, 2003), porém para Campylobacter sp., nao ha legislacdo especifica

para sua avaliagdo e que regulamente seu controle em lotes de frangos de corte,
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evidenciando a necessidade de maiores estudos sobre a ocorréncia deste patdgeno no

pais e seus potenciais riscos a saide humana (CORTEZ, 2006).

O género Campylobacter compreende bactérias Gram negativas que colonizam o
trato gastrintestinal de uma variedade de hospedeiros, podendo também ter uma
localizagdo extra-intestinal (BUTZLER, 2004). Dentre as espécies enteropatogénicas, o
Campylobacter jejuni, recebe maior atencdo, pois estima-se que cerca de 90% dos casos
de campilobacteriose em humanos sejam causados pelo agente (WASSENAAR;
NEWLL, 2000). Em muitos paises industrializados, a infeccdo por C. jejuni ¢
considerada como a maior causa de doengas diarreicas no homem, superando aquelas
causadas por bactérias “tradicionais” enteropatogénicas, como por exemplo, as
salmonelas (VUGIA, 2003; THOME, 2006). Nos paises em desenvolvimento a
incidéncia de Campylobacter spp. ¢ ainda pouco investigada estimando-se haver um
numero significativo de infecgdes assintomaticas, provavelmente devido a imunidade
adquirida (VAN VLIET; KETLEY, 2001).

A produgdo de trabalhos cientificos abordando este importante enteropatégeno
em nosso pais ¢ sobremaneira inferior aos destinados a outros patdogenos, tornando
assim necessarios estudos em diversos campos da biologia desta bactéria para melhor
entendimento do comportamento, epidemiologia e fatores criticos no desenvolvimento

desta zoonose.

Em decorréncia da importdncia na satde publica, no que se refere a sua
presenca nos alimentos de origem animal, principalmente carne de frango e seus
subprodutos, este trabalho teve por objetivo pesquisar a atividade hemolitica e
influéncia de solugdes quelantes e de ions em sua atividade; deteccdo dos genes cdrA,
cdtB e cdtC codificantes da toxina Citoletal Distensiva (CDT) em amostras avicolas de
C. jejuni oriundas da bacterioteca do Centro de Diagnostico e Pesquisa em Patologia
Avicola da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CDPA), sendo provenientes de

toda linha de abate abatedouros sob Inspe¢ao Federal no RS.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Os primeiros relatos de Campylobacter datam do final do século XIX, por
Escherich em 1886, quando observou uma bactéria ndo cultivavel, espiralada, associada
a enterites em neonatos, criancas e gatos. Em 1909, Mcfadyean; Stockman isolaram
bactérias parecidas com vibrides a partir de fetos de ovinos abortados. Em 1918, Smith,
ao encontrar bactérias espiraladas em fetos bovinos abortados, concluiu que estes
microorganismos seriam da mesma espécie que os relatados por McFadyean e
Stockman por se apresentarem morfologicamente similares as espécies do gé€nero
Vibrio. Smith; Taylor, em 1919, isolaram novamente uma bactéria espiralada em fetos
bovinos abortados e chamaram-na de Vibrio fetus (BUTZLER, 2004).

O género Campylobacter foi inicialmente proposto por Sebald e Véron em 1963,
incluindo apenas as espécies C. fetus e C. bubulus, tendo C. fetus como espécie tipo,
para incluir as bactérias originalmente classificadas no género Vibrio, por sua
morfologia celular, mas que diferiam dos vibrio classicos por serem microaerobios, nao
oxidarem nem fermentarem carboidratos e por apresentarem diferenga na composi¢ao
de bases nitrogenadas (BUTZLER, 2004).

No ano de 1973, Véron e Chatelain, estabeleceram Campylobacter como um
género reconhecido e distinto. Eles agruparam outros vibrios descritos anteriormente,
por varios autores, no género Campylobacter, com base nas andlises sorologicas e
bioquimicas, na composicdo do DNA e nas relagdes de parentesco com as duas espécies
ja pertencentes ao género, sendo incluidas as espécies C. coli e C. jejuni, além de duas
subespécies de C. sputorum (ON, 2001).

Porém, o isolamento de Campylobacter sp. continuava a ser barreira para a
pesquisa do microorganismo até que a publicagao de Butzler et al. (1973) apresentou
um método de cultivo, proporcionando um isolamento mais eficaz desta bactéria,
mostrando desta forma a sua alta prevaléncia em casos de diarreia humana. Os
primeiros isolamentos de Camylobacter sp. no Brasil foram feitas a partir de fezes de
criancas saudaveis e também com diarreia, no estado do Rio de Janeiro (RICCIARDI et
al., 1979).

O interesse por Campylobacter aumentou na década de 1980, logo muitos
organismos similares foram isolados de diversas fontes, promovendo o reconhecimento

de novas espécies. Contudo, pela dificuldade de diferenciacdo gerando muitas duvidas,
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foi proposto o grupo CLO (Campylobacter — like organisms) englobando todos os
organismos similares (VANDAMME, 2000).

Os estudos com o gene RNAr 16S permitiu inferir relagdes filogenéticas entre
todos organismos deste grupo e levou a um grande rearranjo na taxonomia de
Campylobacter, da década de 80 até o fim da de 90. Com isso varios membros do grupo
CLO foram transferidos para outros géneros, destacando-se a transferéncia de C. pylori
para o género Helicobacter e a proposta da criacdo do género Arcobacter (ON, 2001).

Um distinto grupo foi designado para Campylobacter e os organismos
relacionados a superfamilia RNAr VI, conhecida atualmente como divisdo épsilon ()
da Proteobactéria. Esta superfamilia compreendeu os grupos I, II e III, representados
pelos géneros Campylobacter, Arcobacter e Helicobacter, respectivamente, além de
algumas outras espécies ndo inclusas nestes géneros. Os géneros Campylobacter e
Arcobacter demostram uma relacdo filogenética muito grande, além de outras
caracteristicas genotipicas e fenotipicas comuns, sendo subsequentemente proposta a
criagdo e a inclusdo de ambos na familia Campylobacteraceae por Vandamme; De Ley

(1991).

A familia Campylobacteraceae ¢ composta de trés géneros: Campylobacter,
Arcobacter e Sulfuropirullum. O género Campylobacter possui uma taxonomia
complexa e que ainda se encontra em evolucdo, sendo que a cada ano, desde 1988,
surge uma espécie ou subespécie a ser relatada (FEISTEL et al., 2013). Dentre as
espécies, C. jejuni, C. coli, C. lari, C. upsaliensis e C. helveticus formam um grupo
geneticamente proximo e sdo frequentemente isolados de animais e do homem com
diarreia (SILVA et al, 2011). Ja C. concisus, C. showae, C. curvus, C. recus, C. graciis,
C. sputorum e C. hominis parecem estar mais relacionados entre si e, a maioria destas
espécies, ocorre na cavidade oral humana, com excecdo do C. hominis que foi
encontrado no intestino grosso humano ¢ do C. sputorum que também foi isolado no
trato genital de animais. C. mucosalis, por hibridizacdo de DNA-DNA, ¢ bastante
similar a C. sputorum e dividem entre si as caracteristicas fenotipicas e genotipicas

(ON, 2001).

O género Campylobacter, apesar de ter sido descrito hd mais de quatro décadas e
contar com inimeros trabalhos publicados relatando sua importancia como patogenos
humano e animal, ainda ndo teve o destaque necessario em nosso meio (veterinario e

académico). Este panorama provavelmente decorre do discreto nimero de grupos de
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pesquisa envolvidos no estudo deste género bacteriano, ¢ da pouca solicitacdo de sua
pesquisa nos laboratérios de analises clinicas, além da ndo obrigatoriedade de
notificacdo dos casos diagnosticados de campilobacteriose as instituicdes estatais de
saude. Entretanto, ja foi demonstrada por Ricciardi et al. (1979), a associacdo de
Campylobacter jejuni a casos de diarreia na cidade do Rio de Janeiro. Mais
recentemente foi realizada uma comparagdo entre pacientes infectados por
Campylobacter jejuni, Campylobacter coli e Campylobacter fetus por Besséde et al.
(2014), e Melo et al. (2011) pesquisaram a prevaléncia de Campylobacter spp. em
frangos de corte e reprodutoras pesadas, assim como Santos et al. (2011) pesquisaram
em embrides de galinhas a alteragdo da mucosa intestinal provocada por Campylobacter

jejuni.

O género Campylobacter ¢ constituido de varias espécies de bactérias Gram
negativas com morfologia tipica de bastonetes curvos, espiralados ou em forma de "S”,
Nao produzem endosporos, e apresentam um tamanho de 0,2 a 0,9um de largura por 0,5
a Sum de comprimento. Em culturas mais antigas, ou em exposi¢do ao ar por periodos
prolongados, as células de Campylobacter podem adquirir formas esféricas ou cocoides,
0 que representa um estagio degenerativo de seu ciclo de vida sem, contudo, levar a
perda de seu poder infectante (SNELLING et al., 2005; [MSFFG], 2008). Sao altamente
moveis (movimentos do tipo saca-rolha ou vaivém), devido ao flagelo presente em um
ou ambos os polos, sendo monotriquios ou anfitriquios (HOLT et al, 1994).
Frequentemente mudam de dire¢do e a mobilidade diminui rapidamente na lamina a
fresco devido ao embaraco do flagelo e a aerotoxicidade (PATHOGENIC, 2000).
Reduzem nitrato a nitrito, sdo oxidase — positiva e ndo fermentam ou oxidam

carboidrato (ANDREATTI FILHO, 2007).

As bactérias do gé€nero Campylobacter jejuni sdo  organismos
quimiorganotroficos, com o metabolismo essencialmente respiratorio obtendo energia
de aminodcidos ou de substratos intermedidrios do ciclo dos &cidos tricarboxilicos e ndo
possuem atividade metabodlica fermentativa ou oxidativa sobre carboidratos e lipidios,
tampouco hidrolisam a ureia e a gelatina, produzem a enzima oxidase. Sao tipicamente
microaerdfilos, requerendo uma tensdo de 5 a 7% O; e de 3 a 5% de CO, para seu
desenvolvimento, podendo algumas espécies crescer em condigdes anaerdbicas e,
ocasionalmente, também se desenvolver em aerobiose. Por sua condi¢do microaerodfila,

¢ uma bactéria considerada de dificil cultivo, sendo altamente sensivel as condi¢des
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ambientais como temperatura, ressecamento e tensdo de oxigénio (NACHAMKIN,

1995; LAURIA-FILGUEIRAS, 2000).

A faixa de pH o6timo esta em 6,5 a 7,5 podendo o Campylobacter ser inibido
em valores inferiores ao pH 5,1 (DOYLE, 1988). Em fun¢do da produ¢do ou nio da
catalase, as espécies do género Campylobacter dividem-se em dois grandes grupos,
sendo o grupo das produtoras de catalase onde se encontram as espécies mais

importantes do ponto de vista patogénico (NACHAMKIN, 1995).

Outra divisdo importante dentro do género Campylobacter se refere a
capacidade de crescimento acima da temperatura de 37°C. Algumas espécies crescem
bem entre 25 e 37°C, mas ndo a 42°C, e ha espécies que ndo apresentam crescimento a
25°C, crescem a 37°C, porém, apresentam um crescimento preferencial a 42°C. Este
ultimo grupo ¢ denominado termofilico ou termotolerante e contem espécies
principalmente envolvidas com processos gastroentéricos (ALLOS; TAYLOR, 1998;
LAURIA-FILGUEIRAS, 2000).

Quanto as caracteristicas moleculares, o genoma de Campylobacter possui
aproximadamente de 1600Kb a 1700Kb, embora a espécie C. upsaliensis tenha cerca de
2000Kb. Este genoma ¢ considerado pequeno, quando comparado a outras bactérias
como Escherichia coli, que possui 4500Kb. Acredita-se que este pequeno tamanho
possa explicar o comportamento fastidioso no cultivo e sua incapacidade de fermentar

carboidratos (VANDAMME, 2000).

O numero de células em uma amostra ¢ pequeno e, por poder estar
acompanhada por uma flora mais numerosa, torna-se fundamental recorrer a um
isolamento em meio de cultura enriquecido e seletivo, conferido pelo acréscimo de
sangue desfibrinado de carneiro (5%) ou carvao ativado (0,4g%) e por diferentes
misturas de antimicrobianos. O uso da cefalotina € corriqueiro nas formulagdes, pois

inibe grande parte da flora bacteriana entérica acompanhante (BUTZLER, 2004).

A identificagdo presuntiva das colonias suspeitas ¢ feita pela coloracdo de
Gram, favorecida pela morfologia tipica das células. Para a identificacdo definitiva,
realizam-se os testes da produgao das enzimas oxidase e catalase que serdo sempre
positivas para espécies termofilicas e o teste de sensibilidade aos antimicrobianos acido

nalidixico e cefalotina (VANDAMME, 2000). O aparecimento de um halo de
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sensibilidade ao acido nalidixico (disco de 30 mg, Oxoid) superior a 19 mm e a
resisténcia a cefalotina (30 mg, Oxoid), sdo caracteristicas pertinentes as espécies C.
jejuni e C. coli permitindo assim a separacdo de outras espécies também termofilicas
como C. lari, que apresenta um perfil de resisténcia ao acido nalidixico e ainda C.
upsaliensis e C. hyointestinalis, uma vez que ambos sdo sensiveis a cefalotina

(SNELLING et al., 2005).

C. lari é a unica espécie resistente ao acido nalidixico, entretanto, estdo
surgindo amostras de C. jejuni e C. coli resistentes as quinolonas (VANDAMME,
2000), fazendo-se necessario, para completa separacao das espécies C. jejuni e C. coli
de C. lari, a associacdo do teste de hidrolise do acetato de indoxila, que € positivo para

as espécies C. jejuni e C.coli e negativo para C. lari.

Como ectapa de identificagdo posterior, utiliza-se a prova da hidrolise do
hipurato de sodio, prova classica ¢ Unica utilizada para separar estas duas espécies,
sendo sempre positiva para C. jejuni e negativa para C. coli, (NACHAMKIN, 1995).
Porém, ha relatos na literatura de culturas incomuns de C. jejuni com o fendtipo
hipurato-negativo (NICHOLSON; PATTON, 1995), o que dificulta a identificacdo
baseada essencialmente nestes testes. Para completar a identificagdo fenotipica utiliza-se
o esquema de biotipificagdo, pesquisando a producdo da enzima desoxirribonuclease
(DNAse) e producdo de gas sulfidrico (LIOR, 1984). Embora seja em grande parte
simples a execucdo e a leitura das referidas provas, a identificacdo fenotipica enfrenta
problemas, com a falta de padronizagdo dos testes, que leva a resultados

interlaboratoriais diferentes (ON, 1996).

Num panorama mais moderno, no que diz respeito a identificagdo de bactérias
do género Campylobacter, a técnica da Reacdo em Cadeia de Polimerase - PCR, tornou-
se muito difundida e bastante utilizada para o diagnostico laboratorial de
Campylobacter sp., principalmente pelas vantagens que oferece, aliadas a alta

sensibilidade e especificidade, além da facilidade de sua execucdo (BUTZLER, 2004).

O fluxograma indicado para isolamento e identificacdo de Campylobacter spp.

adaptado de Theophilo; Jakabi, 2008, inclui diversas etapas:

Enriquecimento em caldo seletivo: (Caldo Brucella/caldo Bolton/caldo TSB)

+FBP (sulfato ferroso, metassulfito de sodio, piruvato de sdédio) + antibidtico
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(vancomicina, trimetropina, polimixina B, cefalotina, anfotericina) — 41,5 -42°C/48h
(microaerofilia) —p Plaqueamento em agar seletivo (CCDA, CEFEX) + suplemento
seletivo —»41,5 -42°C/48h (microaerofilia) — p Isolamento — Identificagdo

Bioquimica —pldentificacdo Molecular.

As infecg¢des causadas por Campylobacter spp. t€m sido relatadas como uma
das mais frequentes causas de gastroenterites em varios paises do mundo. As
espécies bacterianas termofilicas pertencentes ao género Campylobacter, principalmente
C. jejuni, representam, atualmente um dos mais importantes enteropatogenos para a

Saude Publica, principalmente, nos paises desenvolvidos (ROHNER et al., 1997).

Nos Estados Unidos da América (EUA), foram estimados mais de 845 mil
casos de campilobacteriose em 2011, colocando este microorganismo na lista dos cinco
patogenos que mais causam doengas de origem alimentar no pais, estando atras somente
de Norovirus, Salmonella spp. Gerou mais de 8.400 hospitalizacdes e 76 mortes
resultantes de complicagdes da infeccdo (SCALLAN et al., 2011). No Reino Unido,
foram estimados mais de 320.000 casos de gastroenterites causadas por Campylobacter
spp., somente na Inglaterra e Pais de Gales no ano de 2008, tornando este
microorganismo o principal patogeno transmitido por alimentos da regido (FSA, 2011).
Segundo dados do Departamento de Saude da Austradlia, foram notificados mais de
16.900 casos documentados de Campylobacter spp. em 2010, tornando-o o maior
causador de gastroenterites do pais (DHA, 2010). A complexidade destas infecgdes ¢
reconhecida mundialmente no cendrio epidemiolédgico, atribuida a grande diversidade
ecologica do microrganismo, encontrado em inumeros habitats, tais como: aguas,

animais e alimentos, independente da posicao geografica (ALLOS; TAYLOR, 1998).

A grande maioria dos casos de gastroenterite humana ocorre esporadicamente.
Por conta disso, torna-se mais dificil identificar as fontes de contaminacgdo e os veiculos
de transmissdo. Assim sendo, apesar da aplicacdo de muitos métodos fenotipicos e
genotipicos nos estudos com estas bactérias, eles ainda ndo se encontram em escala
suficiente para permitir uma discussdo global acerca dos aspectos epidemioldgicos da

campilobacteriose (FROST, 2001).

Dentre as espécies associadas a gastroenterite encontram-se C. jejuni, a mais
incidente, seguida de C. coli, C. lari e C. upsaliensis, formando o grupo das espécies

termofilicas (KETLEY, 1997). Considerando-se que C. jejuni ¢ C. coli produzem uma
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doenca com sintomas clinicamente indistinguiveis, € por possuirem muitas
caracteristicas metabodlicas em comum, alguns autores referem-se a ela como “diarreia
causada por C. jejuni / C. coli, ndo atribuindo muita importancia a diferenciacio entre as
espécies (ALLOS; TAYLOR, 1998). Entretanto, conforme mostrado por Gillespie et al.
(2002), os fatores de risco e as fontes de transmissdo podem ser diferentes para a
infeccdo por C. jejuni e C. coli, o que justifica a distingdo dentro de uma

abordagem epidemiologica.

O reservatorio natural de Campylobacter sdo as aves, que eliminam, em cada
grama de fezes, quantidades superiores a 10° bactérias, revelando sua importancia na
disseminag@o da bactéria para o ambiente (ALTEKRUSE et al., 1994). Contudo, ndo ha
evidéncias de transmissdo vertical nas aves e, por conta disso, investigacdes vém sendo
realizadas em busca de identificar as maiores fontes de transmissdo, principalmente em

criadouros de frangos (JONES, 2001; PATTINSON, 2001).

Deve-se destacar, no entanto, que a maior preocupagdo estd no potencial das
aves em transmitir a bactéria ao homem através dos alimentos de origem animal. O
consumo de frangos e derivados de aves representa a forma mais comum de aquisi¢do
da gastroenterite em todo o mundo, estimando-se sua implicagdo em 50 a 70% das
infeccdes esporadicas humanas representadas principalmente pela possibilidade da

contaminagdo cruzada (CANALS; ROSELL, 2002).

Outras ocorréncias de surtos por Campylobacter estao associadas ao consumo
de leite ndo pasteurizado e de dgua nao tratada ou contaminada por fezes humanas ou de
animais. A dgua também representa um poderoso meio de veiculacdo de espécies de
Campylobacter (FROST, 2001). Convém ressaltar que a simples presenca deste
microrganismo em tal habitat pode ser utilizada como indicador bioldgico de
contaminagdo fecal recente, j& que o tempo de sobrevivéncia desta bactéria em tal

ambiente ¢ menor que indicadores bacterianos usuais (JONES, 2001).

Campylobacter faz também parte da microbiota intestinal de uma variedade de
animais homeotermos, sejam domésticos ou selvagens, sem apresentar sinais clinicos de
doenca (ALTEKRUSE et al.,, 1994). Por outro lado, alguns trabalhos apontam sua
implicagdo em infecgcdes entéricas em alguns animais, principalmente quando estes
estdo confinados a locais fechados como zoolégicos e centros de criacdo, onde a

contaminagao oral-fecal ¢ frequente (VANVLIET; KETLEY, 2001).
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Os primatas ndo humanos apresentam-se tanto como portadores
assintomaticos, quanto doentes e compartilham muitas das caracteristicas clinico-
epidemioldgicas notadas na campilobacteriose humana (FOX, 1992). Nas décadas de
1980 e 1990, varios trabalhos relataram a frequéncia comum da bactéria em primatas
ndo humanos, demonstrando que estes animais podem ser excelentes fontes de

investigacdo de Campylobacter sp. NEWELL, 2001).

Russell e colaboradores (1990) publicaram um trabalho resultante de um ano
de estudo com macacos jovens da espécie Macaca nemestrina, acometidos ou ndo por
diarreia, e relataram a ocorréncia de multiplas reinfec¢cdes com diferentes cepas de C.
jejuni e C. coli, durando cada uma cerca de 3 a 4 semanas, tal como ocorre em seres
humanos. Neste contexto, em pesquisas brasileiras, ressalta-se um estudo detalhado
sobre a circulacdo de cepas de Campylobacter em primatas ndo humanos mantidos em
cativeiro apresentado por Lauria-Filgueiras (2000), tendo sido determinada a frequéncia
de Campylobacter nos animais desta colonia durante um periodo de cinco anos de

estudo.

Espécies aviarias, especialmente domésticas sdo, frequentemente, infectadas
por Campylobacter termofilicos, principalmente C. jejuni e C. coli. Bactérias do género
encontram-se mundialmente distribuidas, em especial nas regides onde a criacdo
comercial de frangos est4 estabelecida, sendo a alta densidade um fator facilitador para

disseminagdo do agente entre as aves (ZHANG, 2008).

A transmissdo de Campylobacter entre as aves ocorre principalmente via
horizontal, por meio do contato com roedores, aves selvagens, cascudinhos, moscas,
cama, pessoas, agua e equipamentos contaminados. Nao ha evidéncias de que o
Campylobacter possa ser transmitido por via vertical, nem que o ovo seja fonte de
contaminagdo para o homem (BACK, 2010). Cerca de 2 a 4 dias apds o inicio da
eliminagdo bacteriana, 90-100% do lote esta infectado, devido 4 alta capacidade de
transmissdo horizontal do agente entre as aves. Apos a infeccdo a ave elimina a bactéria

por varias semanas (SHANE, 2003).

As bactérias do género Campylobacter habitam o trato digestivo, sendo bem
adaptadas aos hospedeiros aviarios, que normalmente ndo apresentam sinais clinicos
(ZHANG, 2008). C. jejuni coloniza principalmente as criptas profundas do ceco, sendo

encontrado na camada de muco, perto das células epiteliais, onde nuameros
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extremamente altos (até 10'° UFC/g de intestino infectado) podem ser detectados

(YOUNG, 2007).

Trabalhos realizados no Brasil demonstram frequéncia elevada dessa bactéria em
produtos avicolas. Carvalho et al. (2003) identificaram apenas 32,6% de C. jejuni em
carcacas adquiridas em supermercados e casa comerciais em Jaboticabal, no estado de
Sao Paulo. Ja Franchin (2004) analisou 335 amostras coletadas durante o processamento
de frango de corte entre 2002 e 2003 em um abatedouro no sul do Brasil.
Campylobacter sp. foi encontrado em 71,34% do material analisado. As ocorréncias de
positividade nas carcacgas foram: 68,05% ap0s o processo de depenagem, 69,44 % apds
o processo de evisceragdo, 84,72% apos resfriamento em chiller ¢ 63,33% apos

congelamento.

Kuana et al. (2009) analisaram 546 amostras a partir de alguns pontos de abate e
carcagas de frango. C. jejuni foi identificada em 68% das amostras, seguida de
Campylobacter coli (8,3%), Campylobacter doylei (6,3%), Campylobacter upsaliensis
(4,2%) e Campylobacter fetus subsp. fetus (2,1%). Freitas & Noronha (2007) analisaram
16 amostras de carne e mitdos de frango oriundas de abatedouros clandestinos, feiras
livres e supermercados em Belém, no estado do Para. Campylobacter sp. foi isolado em
93,7% das amostras independente do local de procedéncia. Em outro estudo conduzido
por Medeiros (2009) no mesmo estado, verificou que 70% (7/10) das amostras de coxa
e sobrecoxa, foram positivas para Campylobacter sp. No Rio Grande do Sul, Boufleur
(2009) encontrou positividade em 61,1% em amostras frescas de figado, coracdo, moela

e asa coletados em supermercados.

No Rio de Janeiro, Medeiros (2011) detectou a presenga de Campylobacter sp.
em 70% (21/30) das amostras oriundas de carcagas refrigeradas. Dessas, seis (28,57%)
eram de provenientes de abatedouros, oito (38,10%) de supermercados e sete (33,33%)
de feiras livres, sendo 85,71% identificadas como C. jejuni. Perdoncini (2012) analisou
57 carcagas ap0s o resfriamento por imersdo (chiller). Do total de amostras analisadas,
72% estavam contaminadas por Campylobacter sp., e foram identificados
Campylobacter jejuni e C. coli como Unica espécie em 82% e 8% respectivamente das
amostras positivas. Os 10% restantes das amostras positivas apresentaram ambas as

espécies.
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A aquisi¢do da enterite por Campylobacter ocorre pela via fecal-oral, via
comum a vérias bactérias intestinais, mas um agravante ¢ a baixa dose infectante, de
cerca de 500 a 800 células/mL, sendo consideravelmente baixa quando comparada a
outros patdogenos como Yersinia pestis (10%), salmonelas e vibrios (10°-10%) e até
mesmo Shigella sp. (10°). Embora o periodo médio de incubagdo seja de trés dias,
podendo variar de 18h a oito dias, o paciente continua a excretar esta bactéria em média
durante duas a trés semanas, ap0s a sua recuperagdo clinica, a menos que tenha feito uso
de medicamento. No homem, os sintomas da enterite por C. jejuni ¢ pelas espécies
relacionadas sdo indistinguiveis daqueles causados por outros enteropatdégenos. A
doenca tem amplo aspecto e o seu curso tipico ¢ moderado. Sintomas da diarreia
causada por Campylobacter incluem diarreia aquosa com quadro brando, podendo

progredir para diarreia com sangue e muco, desencadeando febre ou ndo, acompanhada

de vomitos e dores abdominais (BUTZLER, 2004).

A maioria das infecgées ¢é auto-limitada, ndo necessitando do uso de
medicamentos, apenas de reposicdo hidro-eletrolitica. Nos casos mais graves,
recomenda-se o uso de antimicrobianos, sendo a droga de elei¢do a eritromicina, uma
vez que, na maioria dos casos, a resisténcia a este antimicrobiano esta abaixo de 5%, e
aparenta ser mais frequente na espécie C. coli. Ciprofloxacina e outras fluoroquinolonas
foram inicialmente utilizadas com sucesso, mas mediante o aumento de resisténcia em
alguns paises, a indicag@o a esta droga passou a ser menos frequente (SNELLING et al.,

2005).

Complicagdes decorrentes de enterite ndo s@o comuns, embora, tenham sido
relatados casos de septicemias, artrite reativa, endocardites, infeccdo do trato urinario

(Sindrome urémica hemolitica), peritonites, meningites e abortos (BUTZLER, 2004).

Uma importante complicacdo vem sendo estudada nos ultimos anos com
bastante interesse dos pesquisadores. Poucos pacientes desenvolvem uma complicagdo
tardia especifica, uma neuropatia periférica conhecida como Sindrome de Giiillain
Barré. Em muitos casos uma infec¢do causada por C. jejuni, e em especial por
determinados sorogrupos, antecede o aparecimento desta sindrome, creditando este fato
a uma resposta imune a antigenos especificos de Campylobacter. Esta sindrome auto -
imune ¢ uma doenca inflamatoria aguda desmielinizante do sistema nervoso periférico,

que leva a paralisia flacida e pode comprometer os musculos da respiracdo e levar a
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morte. Desde a erradicagdo da poliomielite, a Sindrome de Giiillain Barré (GBS) ¢ a

causa mais frequente de paralisia neuro - muscular em paises industrializados

(HADDEN; GREGSON, 2001).

Tem-se demonstrado a implicacdo de C. jejuni no desencadeamento de GBS,
que ocorre por um mecanismo de mimetismo molecular. Estudos com anticorpos
monoclonais produzidos contra o lipo - oligossacarideo de superficie da bactéria, causa
o bloqueio da neurotransmiss@o em ratos (LINTON et al., 2001). Os sistemas de
tipagem tém sido de grande contribui¢do para o entendimento da epidemiologia desta
infec¢do, mostrando que o desencadeamento da GBS pode estar mais associado a
algumas linhagens de C. jejuni do que a outras, como ¢ o caso do sorotipo de Penner

HS:19 (MORAN; PENNER, 1999).

Outra complicacdo apds a infeccdo causada por C. jejuni ¢ a Sindrome de
Miller Fisher, caracterizada pelo inicio agudo de quadros de oftalmoplegia, ataxia e
arreflexia, levando a perda dos reflexos oculomotores ¢ relativa perda da for¢a nas
extremidades e no tronco. Ataxia ¢ produzida pela disfungdo do nervo periférico
sensorial € ndo por um ferimento cerebelar. Fraqueza facial e perda sensorial podem
também ocorrer. O processo € mediado por anticorpos-autoimunes dirigidos aos
componentes da mielina encontrados nos nervos periféricos e esta associado a infec¢des
prévias de C. jejuni e Haemophilus influenzae. Estudos neurofisiologicos sugerem a
ocorréncia de uma transmissdo neuromuscular anormal que somente estd presente nos
casos de Sindrome de Giiillain Barré e Sindrome de Miller Fisher (OVERELL;
WILLISON, 2005).

A atuagdo de varios fatores ou determinantes de viruléncia que tém sido
estudados e propostos, sendo atualmente reconhecidas como principais atividades
patogénicas: a invasao ¢ a adesdo de células epiteliais ¢ a produgcdo de toxinas
(KETLEY, 1997). Nao se sabe se a atuacdo destes fatores se da de maneira isolada, ou
se ¢ a combinagao deles que leva a produgdo dos sintomas da infec¢do, mas observa-se
que estabelecida a colonizacdo da mucosa, seguida da adesdo a superficie das células
epiteliais, os Campylobacters spp. perturbam a capacidade normal de absorcdo do
intestino, causando dano a propria funcdo da célula epitelial, seja diretamente, através
da invasdo ou da producdo de toxinas ou ainda indiretamente, levando ao

desencadeamento de uma resposta inflamatoéria. Em relacdo aos fatores envolvidos na
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coloniza¢do do muco, adesdo e invasdo de células epiteliais, a motilidade bacteriana,
obviamente representada pelo flagelo, ¢ o determinante de viruléncia mais bem
investigado. Suas caracteristicas unicas, combinadas com a forma em espiral da célula
bacteriana, conferem & mesma uma motilidade distinta que permite a eficiente
penetracdo na barreira de muco que recobre as vilosidades (WOOLDRIDGE; KETLEY,
1997).

Devido a motilidade, as células bacterianas, algumas vezes, penetram mais
profundamente localizando-se nas criptas do intestino. O filamento flagelar possui duas
protei nas denominadas flagelina A (FlaA) e flagelina B (FlaB) (BHAVSAR;
KAPADNIS, 2007). As flagelinas parecem estar envolvidas também na adesdo e na
invasdo as células hospedeiras, conforme mostram os estudos com mutantes que, tendo
seu movimento flagelar paralisado apresentaram reduzida capacidade de aderir e
auséncia de invasdo. Ainda dentro deste panorama, temos que destacar que tanto a
motilidade quanto a quimiotaxia sdo essenciais para a colonizagdo por C. jejuni, que ¢é
atraido por mucina, L-serina e L-fucose e € repelido por acidos biliares. Apos o C. jejuni
atravessar a barreira do muco, ¢ necessaria sua aderéncia na superficie epitelial para que
a efetiva colonizagdo ocorra. A adesdo tem sido estudada de maneira bastante intensa in

vitro (KETLEY, 1997).

Nao ha na literatura nenhuma descri¢do de uma estrutura fimbrial, apenas um
relato da produg@o de uma “fimbria-like” quando a bactéria ¢ cultivada na presenga de
sais biliares. Porém, estudos do genoma de Campylobacter nao apresentam sequéncias
relacionadas a esta caracteristica. Estruturas pilus-like também ja foram documentadas
quando a bactéria foi cultivada na presenca de sais biliares e algumas adesinas ja foram

descritas como as proteinas PEB1 e CadF (VAN VLIET; KETLEY, 2001).

No homem, a reagao inflamatdria e a bacteremia muitas vezes observadas na
enterite, sugerem fortemente que a invasdo celular ¢ um importante passo no
mecanismo patogénico, embora a habilidade e a intensidade de invasdo de
Campylobacter parega ser cepa-dependente, como foi demonstrado nos estudos in vitro
com diferentes cultivos celulares, como em Hep-2 (Células de carcinoma de laringe
humana), em HeLa (Células de carcinoma de utero humano) e também em células de

origem epitelial intestinal humana INT-407 (VAN VLIET; KETLEY, 2001).
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Observou-se que para que ocorra a invasdo ¢ necessaria a sintese de
determinadas proteinas pela bactéria e a transduc@o de sinais pela célula hospedeira. O
co-cultivo de C. jejuni e células INT-407 leva a produgdo e secrecdo de um grupo de
aproximadamente oito proteinas, incluindo a proteina CiaB. C. jejuni CiaB-mutante
adere a mucosa intestinal, mas ndo ¢ internalizada pela mesma e ainda nao secreta
nenhuma das outras sete proteinas (TAY et al., 1996). Van Vliet; Ketley (2001)

sugerem que CiaB seja um membro do sistema de secregdo tipo III.

Porém, um foco de atengdo tem se voltado para a caracterizagdo das toxinas
produzidas por Campylobacter sp., acreditando-se que somente a invasdo ndo seria
responsavel pelos efeitos citopaticos observados nas enterites (VAN VLIET;
KETLEY, 2001). As toxinas bacterianas foram definidas como substancias que alteram
o metabolismo normal das células do hospedeiro, com efeitos prejudiciais ao mesmo, e
representando o mais potente fator de viruléncia bacteriano (SCHMITT et al., 1999). De
acordo com Pickett (2000), a caracterizacdo da producdo de toxinas por Campylobacter

¢ considerada um processo ainda lento na pesquisa deste género.

A producdo de varias toxinas por Campylobacter foi documentada
anteriormente (PANCORBO et al., 1999), mas seus mecanismos de agdo e sua
importancia na doenga causada por este patogeno se mantém ainda indefinida. Dois
grupos de toxinas sdo isoladas deste gé€nero bacteriano: enterotoxinas e citotoxinas,
além de cepas que apresentam, simultaneamente, a producdo de ambas (WASSENAAR,

1997).

A atividade das enterotoxinas em sobrenadantes de cultura de C. jejuni tem
sido detectada em cultivos celulares como CHO (Célula de ovario de hamster chinés
transformada) e Y-1 (célula de tumor de glandula adrenal de rato). Alguns trabalhos
sugerem a producdo de enterotoxina semelhante a toxina colérica, mas a sua real
existéncia ainda no foi comprovada, pois ainda ndo houve caracterizacdo de genes que
codifiquem a toxina colera-like. Com futuros estudos pode ser que se descreva alguma
outra enterotoxina produzida por C. jejuni com a capacidade de deflagrar a diarreia
aquosa, mais ainda ndo houve uma caracterizagdo efetiva desta toxina (BERESWILL;

KIST, 2003).

No estudo das citotoxinas ¢ onde se concentram as maiores controvérsias, pois

diferentes grupos de pesquisadores utilizam diferentes linhagens celulares com
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protocolos também diferentes (WASSENAAR, 1997). A proposta mais caracterizada de
toxina em Campylobacter ¢ a toxina de citoletal distensiva (CDT), j& detectada em
varias amostras de Campylobacter (PURDY et al., 2000). A CDT ¢ determinada por um
cluster de trés genes adjacentes (cdtA, cdfB e cdtC) que codificam proteinas de 30, 29 e
21 kDa (LARA-TEJERO; GALAN, 2001). A proteina produzida pelo gene cdrB
potencializa o bloqueio do ciclo celular; e as proteinas dos genes cdftA e cdtC
transportam a proteina do cdtB e a interiorizam na célula hospedeira. Uma vez dentro da
célula a proteina cdfB entra no nucleo e exibe uma atividade de corte no DNA dupla
fita. As células eucarioticas respondem aos cortes no DNA, bloqueando a fase G2/M da
divisdo celular, induzindo uma distensdo citoplasmatica que leva a morte da célula

(JEON, 2005; SMITH, 2006; DASTI, et al., 2010).

A presenga dos trés genes cdt ¢ requerida para uma plena atividade da toxina
(ASAKURA et al, 2007). No entanto, mutacdes podem ocorrer nos genes cdtA, cdtB e
cdtC causando perda da funcdo em alguma das trés subunidades, impedindo a célula

bacteriana de induzir citoxicidade (SMITH, 2006).

Outra citotoxina bastante documentada ¢ a toxina citoletal de arredondamento
(CLRT) sua denominagdo ¢ baseada no aspecto de arredondado, observado
principalmente em células CHO. De ocorréncia relevante, pode ser observada numa

mistura de efeito junto a toxina CDT (SCHULZE et al., 1998).

Ja foram relatadas diversas outras citotoxinas como: a Citotoxina de 70-kDa,
inativa em Vero, que torna a célula afetada arredondada, finalizando o efeito em morte
celular (THORNLEY et al, 2001); a citotoxina ativa em Vero, pouco documentada, ¢
também promovendo arredondamento e morte celular (PANCORBO et al., 1999);
a toxina Shiga-like, ¢ representada por apenas um relato descrito em literatura, ¢
em estudos recentes nao se encontrou genes em C. jejuni com homologia aos genes
da toxina shiga-like. Existe ainda a hepatoxina, com poucos relatos e responsavel pela
desordem hepatica cronica desenvolvida em ratos infectados intragastricamente

(WASSENAAR et al., 1997).

Outro fator de viruléncia discutido em C. jejuni é a produgdo de hemolisinas
(MISAWA et al, 1995). A existéncia da citotoxina hemolitica ndo ¢ totalmente
comprovada, porém Van Vliet; Ketley (2001) relatam a existéncia de genes contendo

dominios para esta toxina. Hemolisinas produzidas por bactérias Gram-positivas ¢ Gram
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negativas representam um grupo de toxinas bacterianas que, diferentemente de muitas
outras toxinas, ndo sdo internalizadas pelas células, atuando como agentes ativos de
membranas levando a lise e morte celular (ROWE; WELCH,1994), principalmente de
eritrocitos. Hemolisinas ndo s3o liticas apenas aos eritrocitos, mas causam danos
também aos fibroblastos, plaquetas, mondcitos, granuldcitos e células endoteliais e do

miocardio (JURGENS, 2002).

In vitro a sintese de hemolisinas pode ser dependente de uma série de fatores
presentes no meio de cultura. Em presenca de quelantes de ferro, a atividade hemolitica
em algumas bactérias pode aumentar. O calcio foi descrito como sendo essencial para
ativacdo de o-hemolisina, para a sua estabilidade e para a ligacdo da toxina as
membranas dos eritrocitos (BARATEIA et al, 2001). Boehm e colaboradores (1990)
descreveram que algumas hemolisinas bacterianas sdo dependentes de ions bivalentes
como o calcio e o magnésio para sua ativagdo e/ou ligacdo com os eritrocitos e, por
outro lado, outras apresentam reducdo na sua producdo quando em presenca de ions

Ferro.

Poucos sdo os trabalhos a respeito das hemolisinas, no género Campylobacter,
esses trabalhos sugerem um comportamento variavel entre as espécies e em relacdo aos
diferentes tipos de hemacias testadas. O Campylobacter embora ndo seja considerado
hemolitico em 4gar sangue, algumas cepas apresentam atividade hemolitica (Misawa et
al., 2005) Em 1993, Hossain et al., analisaram a atividade hemolitica em diferentes
eritrocitos na tentativa de avaliar a cinética de ativacdo da hemolisina produzida
por C. jejuni. Em 1995, Misawa et al., pesquisaram as condi¢des ideais (temperatura
da cultura, pH médio, concentracdo de CO2, periodo de incubagdo, meio utilizado) e a
frequéncia da produgdo de hemolisinas em amostras de C. jejuni de origem humana

e ndo humana, obtendo em 100% das mesmas, atividade hemolitica.
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3. MATERIAL E METODOS

Procedéncia das amostras de campo

As amostras de C. jejuni estudadas neste trabalho foram oriundas da
bacterioteca do Centro de Diagnostico e Pesquisas em Patologia Avicola da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CDPA/UFRGS), provenientes de isolados

de matadouros-frigorificos de aves, sob Inspe¢ao Federal.

Manutenc¢ao das amostras

Todas as amostras de C. jejuni estavam estocadas em tubos contendo Caldo
Brucella, acrescidas de 25% de glicerol e mantidas em biofreezer a temperatura de -
80°C. As amostras foram recuperadas através do enriquecimento em Caldo Bolton -
cultivadas em adgar mCCDA e incubadas por 48h em temperatura de 41,5°C, sob

ambiente de microaerofilia (¥ Microaerobac - Probac).

Deteccao da atividade hemolitica
Pesquisa de hemolisina em meio sélido

As amostras de C. jejuni em estudo foram cultivadas em caldo TSB e incubadas
a 41,5°C/ 48hs. Apds o crescimento bacteriano, as amostras foram semeadas em Agar
triptico de soja (TSA) contendo 5% de sangue de carneiro, equino e bovino, sendo cada

sangue testado isoladamente.

O resultado foi positivo quando observado a presenca de halo hemolise ao redor
ou sob as colonias. A leitura foi realizada no segundo dia de incubagao em atmosfera de

microaerofilia comercial, segundo metodologia descrita por MISAWA (1995).

Cultivo Campylobacter jejuni na presenca de agentes quelantes e solu¢oes de ions -

Influéncia da condicao de cultivo na deteccio de atividade hemolitica.

Para verificar a influéncia de agentes quelantes e solu¢do de ions na expressao

da atividade hemolitica, as amostras de C. jejuni foram cultivadas em TSB contendo
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separadamente os quelantes EDTA (etilenoadiamina-tetra dcido acético, Synth - SmM -
Baratéia et al., 2001), acido acético( Sigma - 100g); solucdo de ions CaCl, (Cloreto de
calcio - 10mM - Boehm et al., 1990); MgC/, (Cloreto de Magnésio - 10mM - Boehm et
al., 1990) e FeCI3 (Cloreto férrico - SmM — Baratéia et al., 2001) por 48h a 41, 5°C em
atmosfera de microaerofilia comercial. Posteriormente foram semeadas, como descrito
anteriormente. Como controle dos testes foi utilizado somente o caldo TSB sem

inoculacdo bacteriana, acrescido dos agentes quimicos em teste.

Detecciao dos genes cdfA, cdfB e cdtC através da técnica da Reacdo da Polimerase

em Cadeia (PCR)
Obtencao do DNA bacteriano

A obteng@o do DNA bacteriano foi realizada através de lise térmica, por fervura

das amostras, seguindo protocolo de Blanco (1997).
Deteccio dos genes cdtA, cdtB e cdtC

Foram utilizados como controle positivo C. jejuni ATCC 33560 e controle

negativo Arcobacter sp. para as reagoes da PCR.
Primers

Os primers ou oligonucleotideos utilizados foram sintetizados baseados em
trabalhos anteriores (DATTA et al, 2003 e WIECZOREK; OSEK, 2008). As sequéncias

dos primers utilizados encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1: Sequéncias nucleotidicas dos primers utilizada para os genes cdtA, cdiB e
cdtC de Campylobacter jejuni.

Primer Sequéncia

cdtA forwad 5" CCTTGTGATGCAAGCAATC 3’

cdtA reverse 5> ACACTCCATTTGCTTTCTG 3’

cdrB forward 5" CAGAAAGCAAATGGAGTGTT 3’
cdtB reverse 5> AGCTAAAAGCGGTGGAGTAT 3°
cdtC forward 5" CGATGAGTTAAAACAAAAAGATA 3°
cdtC reverse 5" TTGGCATTATAGAAAATACAGTT 3°

(Adaptado de DATTA et al, 2003 e WIECZOREK; OSEK, 2008).

Padronizacio dos protocolos

Foram otimizados dois protocolos de PCR para os genes pesquisados (cdfA,

cdtB e cdtC), baseados nos trabalhos de Datta et al. (2003) e Wieczorek; Osek (2008).

As reagdes de amplificacdo consistiram do preparo do mix de reagentes (Tabela
2) composto de agua ultrapura, solugdo tampao, desoxirribonucleotideos trifosfoatados
(dNTPs), um par de primers especifico para cada gene pesquisado, cloreto de magnésio
(MgCl,), enzima tag-polimerase e o DNA extraido. Os dois protocolos diferiram nas
concentragdes de MgCl,, com base nas variagdes encontradas na literatura. Assim, para
os genes cdtA e cdtC testaram-se a concentragdo de 2mM de MgCl, e para cdfB a

concentragdo de 1,5mM.
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Tabela 2: Concentragdes e volume dos reagentes utilizados para composicdo do mix
para PCR para deteccdo dos genes cdtA, cdtB e cdtC em Campylobacter jejuni.

Reagentes cdtA e cdtC cdfB
Agua mili-Q(uL) 20,15 20,15
Tampao 10X(uL) 3 3
dNTP(2,5mmol) 2,4 2,4
MgCly(nL) 1 (1ImM) 1,25 (1,5 mM)
Primer (20Pmol) (pnL) 1 1
Taq polimerase (1U) (uL) 0,2 0,2
DNA (pL) 1 1
Total 30 30

(Adaptado de DATTA et al, 2003; WIECZOREK, 2008).

Os dois protocolos iniciaram com a temperatura de desnaturacao de 94°C por
cinco minutos seguido por 30 ciclos com as temperaturas de desnaturagdo, anelamento
dos primers e extensdo descritas na tabela. A temperatura de extensao final para os dois

protocolos foi de 72°C por cinco minutos.

Apo6s amplificagdo, os produtos do PCR (amplicons) foram submetidos a
eletroforese realizada em gel de 4garose a 2% corado com brometo de etidio. Os
fragmentos do DNA amplificados foram visualizados em trans-iluminador ultravioleta,
onde esperava-se observar bandas de 370pb para o gene cdtA, 620pb para o gene cdiB e
182pb para o gene cdrC.

Analise Estatistica: ANOVA (um fator completo com variavel de grupo) com o
programa BioStat (versdo 2009) Analyst Soft. Inc.testes: sw Turkey — Krames,
Bonferroni e Fisher LSD.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre as dificuldades que envolvem a pesquisa de Campylobacter, citam-se,
como fator preponderante, as proprias caracteristicas bioldgicas deste microorgamismo,
que o torna particularmente distinto da maioria dos enteropatdgenos bacterianos,
requerendo condicdes Unicas para seu isolamento e identificacdo. Outro aspecto
importante que deve ser ressaltado ¢ de que o Campylobacter por ser uma zoonose,
naturalmente transmitida de animais vertebrados para o homem, tendo como principais
veiculos de transmissdo o alimento de origem animal, a 4gua com contaminagao fecal
recente, ou ainda mais raramente, o contato direto com animais portadores ou doentes

(FROST, 2001).

A toxina CDT contribui para a patogénese através da inibicdo da imunidade
humoral e celular via apoptose das células de resposta imune, e pode gerar necrose do
epitélio celular ¢ fibroblastos envolvidos na reparagdao de lesdes produzidas por
patogenos, resultando em lenta cicatrizag@o e indugdo de sintomas da doenga (SMITH,
2006). Portanto, interfere na divisao e diferenciagdo das células das criptas intestinais,

contribuindo para o desenvolvimento da diarreia (PARK, 2002).

Quanto a identificagdo dos genes cdtA, cdtB e cdtC codificantes da toxina CDT,
os dois protocolos de PCR adaptados foram capazes de detectar a presenca dos genes de
viruléncia nas amostras pesquisadas. Da mesma forma, todas as reagdes foram
especificas aos genes selecionados, pois ndo ocorreu a amplificacdo das amostras
utilizadas como controle negativo. A figura 1, apresenta uma foto (maquina Canon,
suporte para o gel Alpha Innotech) do gel de agarose a 2% corado com brometo de
etideo visualizado em Ultravioleta quanto a presenca de cdfB em 22/119 amostras

pesquisadas.
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Figura 1: Resultados obtidos por PCR para identificacdo dos genes codificantes da
toxina CDT em gel de dgarose 2% em UV. 1 e 25 — marcador, 2 — controle positivo, 3 a
19 amostras positivas para cdtB, 20 a 23 amostras negativas para cdfB, 24 controle
negativo.

Das 119 amostras analisadas por meio do método de PCR foi possivel observar
que 38% (45) possuiam os trés genes, em 23 amostras foram identificados somente os
genes cdrA e cdtC representando 19% do total de amostras. O gene cdfB foi encontrado
em 17 amostras (14%), o gene cdtC foi observado em somente 14 amostras (12%) e os
genes cdtA e cdfB em somente uma amostra perfazendo 1%. Os genes cdiB e cdtC
também em uma amostra equivalendo a 1%(1/119) e somente para cdtA em uma

amostra (1%), conforme demonstrado na Figura 2.
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Figura 2: Resultados obtidos pela amplificacdo por PCR para deteccao dos genes cdfA,
cdtB e cdtC nas amostras de Campylobacter jejuni de origem avicola.

Os resultados obtidos quantos aos genes cdt neste trabalho sdo diferentes do
encontrado na literatura consultada, que relata frequéncias geralmente proximas a 100%
para os trés genes: cdfA, cdiB e cdtC. Datta et al. (2003) e Rozynek et al. (2005)
relatam uma frequéncia de 100% para os trés genes nas amostras pesquisadas.
Wieczorek; Osek (2008) relataram, em amostras de fezes de aves, 76,6% positivos para
cdtA, 85,3% para cdtB e 83,2% para cdtC. Martinez et al. (2006) em suas pesquisas
encontraram os trés genes em 98% das estirpes isoladas. Talukder et al. (2008)
identificaram os trés genes cdt em 98% das amostras de C. jejuni de origem humana
(diarreia) e Van Deun et al. (2007) encontraram os genes em 100% das amostras de
origem humana e avicolas, concordando com Wardak (2006) que afirmaram que a
toxina CDT esta associada com as estirpes causadoras de enterites em humanos,

indicando que os genes sdo importantes fatores de viruléncia.

Por outro lado, Carvalho et al. (2010) ao pesquisarem C. jejuni em carcagas de
aves, relatou todos os genes do complexo CDT em apenas 36,4% das amostras.
Resultado esse mais proximo do encontrado no presente estudo. Também Hanel et al

(2007) pesquisaram na Alemanha a toxina CDT em perus e encontraram os trés genes
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em 53% das estirpes pesquisadas de C. jejuni. No Japao, Kabir et al. (2011) analisaram
amostras de a partir de fezes de pacientes com diarreia, das quais quatro foram positivas
para C.jejuni e os trés genes CDT, observando-se assim a importancia em satude publica

desse patogeno.

Segundo Martinez et al. (2006) todas as estirpes de C. jejuni apresentam os
genes cdt, e a maioria tem atividade da toxina. Porém, ha excecdes de isolamentos que
sofrem mutagdes e ndo expressam a atividade do gene. Asakura et al. (2007) também
observaram que alguns genes cdt ndao sdo identificados devido a mutagdes como
delecdo, insercdo ou substituicdo de nucleotideos e sugerem que essas mutagdes possam
afetar a atividade da toxina. Bang et al. (2003) relataram que a producdo da toxina ¢é
baixa ou negativa quando hd mutagdes em regides de codificacdo dos genes cdl,
podendo influenciar a hibridizacdo de iniciadores no PCR de CDT, bem como na
producdo. Porém, segundo Park (2002), mesmo algumas estirpes sendo CDT negativas
mutantes, ainda mantém alguma atividade toxigénica. Podendo, com base nesses dados,
ser dada sequéncia ao presente trabalho, com avaliagio mais aprofundada dos
resultados, a fim de comprovar possiveis mutagdes para os genes cdf nas amostras
pesquisadas e/ou novas utilizando métodos como RT-PCR e/ou Western blotting. Abu
Oun et al. (2005) realizaram pesquisa utilizando estes métodos a fim de identificar
mutagdes, delegdes e/ou inser¢des em amostras humanas e avicolas de CDT-negativa
com o objetivo de identificar as alteracdes que as tornaram ndo detectdveis em outro

método.

Das 45 amostras avaliadas de Campylobacter jejuni os resultados encontrados
em presente estudo para avaliagdo da atividade hemolitica, podem ser observados nas

Tabelas 3 a 6.

Tabela 3: Atividade hemolitica de Campylobacter jejuni em placas de TSA — sangue
(equino/bovino/ovino).

TSA + SANGUE AMOSTRAS COM ATIVIDADE
HEMOLITICA (n- %)

Equino 22/45 - 48,89
Bovino 18/45 — 40

Ovino 14/45 - 31,11
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Rowe; Welch (1994) descrevem que as hemolisinas podem variar grandemente
quanto sua acdo em diferentes eritrocitos, o que foi possivel observar no presente
trabalho, onde houve maior na atividade hemolitica quando utilizada hemacia de origem

equina (Figura 3).

Em trabalho desenvolvido por Wassenaar (1997) foi obtido 92% de atividade
hemolitica nas amostras analisadas, mas apenas em bactérias em envelhecimento,
sugerindo que um componente intracelular ¢ liberado quando o microorganismo morre

lisa ap0s quatro dias de incubacao.

Figura 3: Atividade hemolitica de amostra de C. jejuni de origem avicola, observada
em TSA-sangue eqiiino, apds ser cultivada em caldo TSB.

De maneira geral, foi demonstrado que a oferta de agentes de ions bivalentes de
Calcio e Magnésio diminuiu a de atividade hemolitica, conforme demonstrado nas

Tabelas 4 a 6.
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Tabela 4: Influéncia de agentes quelantes e ions em caldo TSB na atividade de
hemolisinas em amostras de Campylobacter jejuni semeadas em placas de TSA —
sangue ovino.

TSB + AGENTE QUELANTE OU IONS AMOSTRAS COM ATIVIDADE
HEMOLITICA (n - %)
CaCl, 12/45 - 26,67
FeCl; 7/45 - 15,55
EDTA 10/45 - 22,22
MgCl, 5/45 - 11,11
Acido Acético 1/45 -2,22

A utilizagdo de quelantes de ferro no meio de cultura para aumentar a produgao
de toxinas bacterianas foi relatada (CARBONELL; VIDOTTO, 1992, CHART et al.,
1998). Thomé (2006) também observou aumento de atividade hemolitica em amostras
de C. jejuni, quando utilizado FeCls e TSA-sangue ovino. O presente trabalho obteve
resultados diferentes, o uso FeCl; inibiu a atividade hemolitica num percentual de 50%
das amostras em hemacias de ovinos, 38,88% em bovino e 54,54% para hemacias de
equino, conforme demonstrado nas Tabelas 4 a 6. No entanto, os resultados estdo de
acordo com o que afirma Baratéia et al. (2001) em estudos da atividade hemolitica em
Plesiomonas shigelloides, nas quais a sintese de hemolise também estd parcialmente
regulada por ions de ferro, e a producdo maxima ocorre em condi¢gdes de limitacdo de

ferro.

Van Vliet; Kitley em 2001 relatam a existéncia de genes contendo dominios
especificos para hemolisinas. Picket (1992) testou a habilidade de amostras de C. jejuni
em adquirir ferro a partir de varias fontes presentes no metabolismo humano quando
crescidas em meios sem fontes de ferro e concluiu que a atividade hemolitica ndo
demonstrava ser regulada por ions ferro, uma vez que as amostras demonstraram serem

incapazes de retirar ferro dessas substancias.
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Tabela 5: Influéncia de agentes quelantes e ions em caldo TSB na atividade
hemolisinas em amostras de Campylobacter jejuni semeadas em placas de TSA —
sangue bovino.

TSB + AGENTE QUELANTE OU IONS AMOSTRAS ,COM ATIVIDADE
HEMOLITICA (n - %)
CaCl, 7/45 - 15,55
FeCls 11/45 - 24,44
EDTA 12/45 - 26,26
MgCl, 9/45 — 20
Acido Acético 5/45 - 11,11

Hossain et al. (1993) detectaram atividade hemolitica em amostras oriundas de
quadros clinicos de diarreia, mostrando que as amostras se comportavam com diferentes
aspectos e atividade maxima com eritrocitos de coelho e atividade minima com
eritrocitos de galinha. Misawa et al. (1995) pesquisaram determinados fatores que
contribuiam positivamente para atividade hemolitica como variacdo de pH e de

concentragdo de CO, utilizada na atmosfera de incubagdo.

Na influéncia de Cacl, e EDTA sobre a atividade hemolitica se observou uma
diminuicdo de 14,28% (ovino), 38,89% (bovino) e 50% (equino), quando usado CaCl, e
28,58%(ovino), 33,34% (bovino) e de 40,90% (equino) com o uso de EDTA. Boehm et
al (1990), obtiveram resultados diferentes deste estudo quando pesquisou atividade
hemolitica em Escherichia coli, em que o CaCl, € necessario para atividade in vitro de

hemolisina , ndo sendo inibida quando utilizado EDTA no mesmo meio.

Com o uso de EDTA nao foi observada alteracdo na atividade hemolitica em
trabalho realizado por Simi (2004) com Enterobacter Cloacae, diferente do ocorrido no
presente trabalho. O mesmo autor afirma de que o crescimento bacteriano em estresse
ndo altera a expressdo de hemolisinas. Em relagdo ao CaCl,, ha trabalhos que afirmam
que para que haja atividade hemolitica ndo € necessaria a adi¢do de ions de calcio,
sugerindo que os meios de cultura utilizados contenham calcio suficiente para hemolise

(CHART, et al., 1998). Baratéia et al. (2001) observaram que o uso de CaCl, e EDTA
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aumentou significativamente a atividade hemolitica de, sugerindo que Plesiomonas
shigelloides requeira ions calcio da mesma maneira que Escherichia coli para atividade

hemolitica.

Tabela 6: Influéncia de agentes quelantes e ions em caldo TSB na atividade de
hemolisinas em amostras de Campylobacter jejuni semeadas em placas de TSA —
sangue equino.

TSB + AGENTE QUELANTE OU IONS AMOSTRAS COM ATIVIDADE
HEMOLITICA (n- %)
CaCl, 11/45 - 24,44
FeCl; 10/45 -22,22
EDTA 13/45 - 28,89
MgCl, 13/45 - 28,89
Acido Acético 4/45 - 8,89

Tabela 7: Anélise da média percentual da influéncia de agentes quelantes e ions em
caldo TSB na atividade hemolitica em amostras de Campylobacter jejuni, quando
semeadas em TSA+ sangue equino/sangue bovino/sangue ovino.

TSB + AGENTE QUELANTE OU IONS AMOSTRAS CQM ATIVIDADE
HEMOLITICA (%)

TSB 40 a*

TSB+CaCl, 22,23 c*

TSB+FeCj3 20,74 c*

TSB+EDTA 25,79 c*

TSB+Ac. Acético 7,41 b*
TSB+M§C12 20 be*

* Letras diferentes significam que resultados apresentam uma diferenga estatistica com

p<0.05.

Através de uma analise percentual da influéncia de agentes quelantes e ions na
atividade hemoliticas das amostras, quando semeadas nos trés tipos de AS-TSA
(equino, bovino, ovino) (Tabela 7), nota-se que houve maior atividade hemolitica
quando a amostra foi cultivada anteriormente apenas no TSB nao suplementado (a) e

menor hemolise no TSB suplementado com 4cido acético (b), Quando utilizado CaCly,
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FeCl; ou EDTA observou - se menor atividade hemolitica do que quando utilizado
apenas o caldo TSB, mas ainda menor que quando utilizado o &cido acético;
estatisticamente mantendo mesmo resultado (c). O caldo TSB com MgCl, ndo
apresentou diferenca frente aos demais grupos, somente tendo menor percentual de

atividade hemolitica quando utilizado apenas o caldo TSB (bc).

Com os resultados apresentados neste trabalho foi possivel verificar o perfil dos
genes cdtABC das amostras de Campylobacter jejuni que apresentaram atividade
hemolitica com ou sem uso de quelantes e ions, independente do tipo de sangue
utilizado (Tabela 8), embora os genes da toxina CDT nao tenha sido referenciada como
hemolitica, a analise dos diferentes perfis de genes frente a média de atividade
hemolitica com s sem usos de quelantes e ions, ¢ considerada neste trabalho como dado

adicional.

Tabela 8 - Perfil de genes cdtABC das amostras de Campylobacter jejuni que
apresentaram atividade hemolitica com ou sem uso de quelantes e ions, independente do
tipo de sangue utilizado.

Genes TSB CaCl2 FeCl3 EDTA Mf_gCl2 Ac acético
A 2b 0 0 0 1 0
ABC 23 a 12 a 15a 13 8 3
AB 0 0 0 0 0 2
AC 11¢ 10 a 5b 6 6 3
B 10 ¢ 5b 4b 8 6 2
BC b 0 0 0 0 0
C 7b 2b 4b 7 5 0

* Letras diferentes significam que resultados apresentam uma diferenga estatistica com

p<0.05.

Para o caldo TSB nao suplementado e suplementado com FeCl; a combinagao
de genes cdtABC em Campylobacter jejuni, mostrou maior percentagem de atividade
hemolitica. Para o caldo suplementado com CaCl, as combinagoes de genes cdtABC ¢
cdtAC apresentaram maior percentagem de atividade hemolitica. Campylobacter jejuni
com a combinagdo de genes cdfBC apresentaram menor percentual. Para os
suplementos EDTA, MgCl, e acido acético ndo houve diferengas quanto a presenca de

diferentes genes e atividade hemolitica. Pode ser que os quelantes e ions interfiram
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diferentemente quanto a atividade hemolitica para cada cepa de Campylobacter jejuni

dada a diversidade clonal delas.

Como a producdo de hemolisinas e de enterotoxinas sao considerados
importantes fatores de viruléncia (SIMI, 2004), a atividade hemolitica estudada pode ser

considerada um possivel fator de viruléncia entre amostras de Campylobacter jejuni.

5. CONCLUSOES

Os resultados demonstraram em amostras avicolas, a presenca de estirpes de C.
Jjejuni com potencial patogénico. Houve significativa atividade hemolitica quando
utilizado sangue de origem equina. A mesma foi diminuida quando utilizados agentes
quelantes ou ions, nos trés tipos de sangue (equino, bovino, ovino). A utilizacdo de
acido acético teve resultados mais expressivos, em apenas 2,22% a 11,11% das
amostras, demonstraram atividade hemolitica, podendo ser observado seu alto potencial

como forma de controle de Campylobacter jejuni.

Quanto a detec¢do dos genes cdf, pela técnica de PCR ¢ rédpida, precisa,

confiavel e simples na obtencdo dos dados.

Foi possivel observar que os trés genes CDT (cdtA, cdB e cdtC), estavam
presentes na maioria das amostras que apresentaram atividade hemolitica. J4 quanto aos
suplementos EDTA, MgCl, e acido acético ndo houve diferengas quanto a presenca de
diferencas genes e atividade hemolitica. Os quelantes e ions utilizados podem interferir
diferentemente quanto a atividade hemolitica para cada cepa de Campylobacter jejuni

dada sua diversidade clonal.

Estudos da caracterizacdo fenotiica e genotipica de Campylobacter spp. , mais
especificadamente netes trabalho com C.jejuni, servem como embasamento para futuro
desenvolvimento de formas de controle desta bactéria da granja ate a mesa do

consumidor final, ja que esse microorganismo pode vir a ser uma barreira sanitaria.
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