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XVi

INFLUENCIA DE CRIOPROTETORES E PRE- ADAPTACAO NA
VIABILIDADE E PRODUCAO DE TRANSCRITOS POR CEPAS DE
Campylobacter jejuni MANTIDAS A -20°C

RESUMO - Campylobacter é considerado um microrganismo fragil e
sensivel as condicoes ambientais, mas que demonstram possuir estratégias
para sobreviver em condicoes ambientais desfavoraveis. Este estudo avaliou a
viabilidade e producéo de transcritos dos genes sodB, p19, ciaB e dnaJd em
cepas ATCC 33291, NCTC 11351 e IAL 2383 armazenadas em leite UHT
integral e neopeptona + glicerol 12%, submetidas ou ndo a pré-tratamentos a
temperatura de 4°C ou 10°C por 30 minutos. As andlises foram realizadas
imediatamente ap6s o congelamento em nitrogénio liquido (dia 0) e apos
manutencdo por 30, 60 e 90 dias a -20°C. A viabilidade foi avaliada pelo
método tradicional de cultivo e a produgédo de transcritos pela técnica do RT-
PCR. A quantificagdo sé foi possivel no primeiro dia de andlise (dia 0) e
apresentaram média de 3,0 x 10’ UFC, sendo que nos demais periodos de
armazenamento as cepas apresentaram crescimento confluente ndo permitindo
sua enumeracao. O conjunto de resultados permitiu verificar que o leite UHT
integral foi mais adequado para a criopreservacao que o uso da neopeptona +
glicerol 12%. O pré-tratamento a 4°C por 30 minutos favoreceu a producao de
transcritos para os genes ciaB e dnadJ. Para as cepas ATCC 33291 e NCTC
11351 foi verificada uma possivel interligacdo dos genes sodB e p19,
entretanto, esta ligacao nao foi observada para a cepa IAL 2383, que também
mostrou comportamento diferente das outras cepas quanto a viabilidade nos
dois crioprotetores e producdo de transcritos. Os resultados obtidos neste
estudo permitem concluir que quando a manutencgao da viabilidade das cepas é
essencial, faz-se necessario o uso das diferentes combinagdes
crioprotetor/tratamentos para aumentar as chances de recuperacao e, quando
o objetivo principal € a producdao de transcritos, a opcao para manter a
fidedignidade dos resultados é a extracdo imediata do DNA das estirpes
isoladas.

Palavras-chave:Campylobacter, criopreservacao, pré-tratamento, RT-PCR
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INFLUENCE OF CRYOPROTECTANTS AND PRETREATMENT ON
VIABILITY AND PRODUCITION OF TRANSCRIPTS IN STRAINS
Campylobacterjejuni KEPT AT -20°C

ABSTRACT - Campylobacter is considered a fragile microorganism ans
sensitive to environmental conditions, but demostrate strategies to survive in
unfavorable environmental conditions. This study evaluated the viability and
production of transcipts of the genes sodB, p19 ciaB and dnadJ in strains ATCC
33291, NCTC 11351 and IAL 2383 stored in UHT milk and neopeptona + 12%
glycerol,whether or not subject to the pre-treatment temperature of 4°C or 10°C
for 30 minutes.Analyses were performed immediately after freezing in liquid
nitrogen (day 0) and after maintenance for 30, 60 and 90 days at -20°C.The
viability was evaluated by traditional method of cultivation and production of
transcripts by RT-PCR technique. The quantification was only possible on the
first day of analysis (day 0) and had a mean of 3.0x10’UFC and in the
remaining periods of storage strains showed confluent growth not allowing their
enumeration. The set of results has shown that the UHT milk was the most
appropriate for cryopreservation than the use of neopeptona +12% glycerol.
The pretreatment at 4°C for 30 minutes favored the production of transcripts for
ciaB and dnadJ genes. For the strains ATCC 33291 and NCTC 11351 was
verified a possible interconnection of sodB genes and p19, however, this link
was not observed for the strain IAL 2383, which also showed different behavior
from other strains for viability in both cryoprotectants and production of
transcripts. The results of this study show that when the maintenance of viability
of the strains is essential, it is necessary to use different combinations of
cryoprotectants / treatments to increase the chances of recovery and, when the
primary purpose is the production of transcripts, the option to maintain the

reliability of the results is the immediate extraction of DNA of isolated strains.

Key-words: Campylobacter, cryopreservation, pretreatments, RT-PCR.
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1. INTRODUCAO

Espécies termofilicas de Campylobacter sao reconhecidas como 0s
agentes etilogicos mais frequentes da diarréia bacteriana de origem alimentar
em humanos em paises desenvolvidos, como os do continente Europeu e
Estados Unidos da América (EFSA, 2010; CDC, 2010). Os humanos infectam-
se por contato direto com animais portadores ou pela ingestdo de carne crua
ou mal processada de aves, suinos e bovinos, leite ndo pasteurizado e agua
contaminados (FDA, 2012).

A campilobacteriose normalmente é uma doenca com manifestacoes
gastrointestinais, que, em cerca de sete dias, tende a manifestar uma melhora
espontanea do quadro clinico (COCKER et al., 2002). A infeccao € usualmente
auto limitante em adultos saudaveis, mas em criancas, idosos ou individuos
imunossuprimidos pode se tornar uma doenca severa requerendo terapia
antibiética (COX, 2002). Além disso, em alguns casos, podem ocorrer graves
sequelas da infecgao, como o desenvolvimento da Sindrome de Guillain-Barré,
a sindrome de Fisher e a Sindrome de Reiter (DORREL; WREN, 2007).

Campylobacter é considerado um microrganismo fragil e sensivel as
condigbes ambientais (PARK, 2002). Isso é facilmente observado em seu
cultivo no laboratério, necessidade de atmosfera especial para incubagéao e
dificuldade na manutencéao das cepas para estudos posteriores. Estes estudos
podem contribuir para melhorar o entendimento da epidemiologia do
microrganismo. Adicionalmente, podem auxiliar no entendimento das condigbes
que garantem a manutengdo desta bactéria em condicdes desfavoraveis e
basear controles que objetivem diminuir a sua persisténcia no ambiente.

E conhecido que Campylobacter apresenta uma resposta ao estresse
para se adaptar (GARENAUX et al., 2008), o que pode permitir a sua
sobrevivéncia em condicdes mais adversas, como variagcdes de temperatura e
de ambientes (SHAHEEN; MILLER; OYARZABAL, 2006), além disso, a
Campylobacter pode modular a expressdo da viruléncia de acordo com a
mudanca de condigdes (CHUNG, BANG; DRAKE, 2006).

A comparacdo com outros agentes patogénicos de origem alimentar,
como a Salmonellasp.,C. Jejuni se mostra mais sensivel ao estresse (BIRK;
KNOCHEL, 2009; MURPHY, CARROLL; JORDAN, 2003) e incapazes de
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multiplicar abaixo dos 30°C (STANLEY; JONES, 2003). Apesar disso, C. Jejuni
ainda possui potencial de sobrevivéncia notavel sob condi¢gdes nao permissivas
para seu crescimento (CHAN et al., 2001), ja que € capaz de persistir na cadeia
alimentar, sobreviver e ser 0 mais prevalente agente bacteriano causador de
doencas transmitidas por alimentos (HUMPHREY; O'BRIEN; MADSEN, 2007).
A alta prevaléncia comprova que C. jejuni sobrevive as condigdes
desfavoraveis como exposicao ao oxigénio do ambiente, grandes mudancas de
temperatura e variagées no pH, condigdes comuns no percurso percorrido pelo
microrganismo até a infec¢ao do hospedeiro humano ou animal.

As diferentes condicbes de armazenamento afetam a sobrevida celular
diminuindo a viabilidade bacteriana, que é definida como a capacidade do
microrganismo crescer e se multiplicar apdés o descongelamento, quando
inoculado em um meio de cultura apropriado (WELLS; RUSSEL, 1996). Rojas
(2007) ressaltou que no processo de criopreservacdo o desafio é determinar
como as células podem sobreviver a baixas temperaturas e retornar
subsequentemente as condigdes fisiolégicas.

A sensibilidade das células ao estresse pelo frio € dependente de varios
fatores, incluindo a mudanca de temperatura, velocidade de congelamento,
meio de cultura, estirpe microbiana e duragdo do armazenamento (BEALES,
2004).

A aplicacao de tratamentos de estresse, prévios ao congelamento as
células, como o choque frio, resultam em alteracbes na composicdo da
membrana citoplasmatica e na indugdo de algumas proteinas de estresse.
Essas alteragcbes na célula estdo associadas ao aumento da tolerancia ao
congelamento (ZHANG et al., 2012).

A capacidade de expressar genes de tolerdncia ao estresse e a
utilizacdo de tratamentos térmicos para adaptar previamente, a bactéria antes
do congelamento, assim como a interferéncia dos crioprotetores tem sido
estudados em C. jejuni, Oenococcus oeni, Streptococcus pyogenes,
Salmonella entericae Escherichia coli (ZHANG et al., 2012; CODY et al., 2008;
STINTZI; WHITWORTH, 2003). Os resultados obtidos mostram que estas
variaveis resultam em alteragdes na viabilidade celular no decorrer do periodo

de estocagem.
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Entender e conhecer os diferentes fatores que interferem na
manutencdo de cepas de Campylobacter jejuni armazenadas sob
congelamento permitira estudos posteriores sobre sua epidemiologia e
patogenia. Além disso, podem auxiliar na compreensao das condi¢cdoes que
contribuem para sua persisténcia no ambiente, e consequentemente, em agdes

visando o seu controle.
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1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo geral

Avaliar a viabilidade e producao de transcritos de genes de viruléncia
que sao relacionados a termotolerancia em trés cepas de Campylobacter jejuni
sem e com pré-tratamentos a 4°C e 10°C, armazenadas em dois crioprotetores

e mantidas congeladas a -20°C por 30, 60 e 90 dias.

1.1.2. Objetivos especificos

Determinar a viabilidade de Campylobacter jejuni ATCC 33291, NCTC
11351 e IAL 2383 armazenados a -20°C por 0, 30, 60 e 90 dias em caldo
neopeptona + glicerol 12% e em leite integral UHT (ultra hight temperature):

- Os efeitos crioprotetores do caldo neopeptona + glicerol 12% e do leite UHT

integral na manutencéo da viabilidade das cepas.

- A influéncia da submissdo das cepas a estresse térmico por manutencao a
temperaturas de 4°C e 10°C por 30 minutos pré-congelamento na viabilidade

das cepas inoculadas nos dois crioprotetores.

- A influéncia do tempo de manutencao sob congelamento na viabilidade de

Campylobacter jejuni.

- A produgédo de transcritos associados a invasividade, tolerancia ao frio e
choque térmico antes e apds o congelamento das cepas nos diferentes

tratamentos e periodos utilizados.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Caracterizacao do género Campylobacter spp.

Campylobacter foi descrito pela primeira vez em 1886 por Escherich,
mas somente na década de 70 adquiriu importancia em saude publica devido a
patogenicidade de algumas espécies causadoras de diarréia nos seres
humanos (TRABULSI et al., 1999).

As espécies de Campylobacter foram incluidas no atual género em 1963
(ADAMS; MOSS, 1997). Previamente, eram classificadas como pertencentes
ao género Vibrio, sendo reorganizadas apds inUmeras pesquisas que
empregaram técnicas moleculares para identificacdo das espécies (WINN;
KONEMAN , 2008).

A familia Campylobacteriaceae € composta pelos géneros
Campylobacter e Arcobacter (ON, 2001). As diferencas fundamentais entre os
dois géneros sdao que Campylobacter ndo pode crescer a 15°C, mas cresce
bem entre 37°C e 42°C e Arcobacter cresce em baixas temperaturas (17°C) e
pouco a 37°C-42°C (MALBRAN, 2001; FRANCO; LANDGRAF, 1996).

As caracteristicas morfoldgicas celulares da familia incluem pequenos
bacilos Gram negativos curvos ou espiralados, em forma de “S” ou asa de
gaivota. Sao essencialmente microaerdéfilos, com crescimento maximo em
atmosfera contendo aproximadamente 10% de CO2, 5% de O2 e 85% de N2
(HUMPHREY; O'BRIEN; MADSEN, 2007). Nao sao fermentativas, sao oxidase
positivas e tem reacao variavel para a catalase (QUINN et al., 1994).

As colénias de Campylobacter nos diversos meios de cultura séo
semelhantes, podendo apresentar-se lisas, convexas e brilhantes, com bordas
perfeitas, ou planas, translicidas e lustrosas, com bordas irregulares e
espalhadas (GODOI; GANDRA; GANDRA, 2010). Geralmente sao incolores,
levemente creme ou acinzentadas, podendo apresentar brilho d’agua ao refletir
a luz ambiental (QUINN et al., 2005).

As culturas que passam por processo de injuria podem ser substituidas
por formas cocdides, quando observadas ao microscépio (SHANE;
HARRINGTON, 1998). Pode também perder a capacidade de multiplicacao em
meios de cultura, o que torna dificil seu cultivo em laborat6rio (HUNT; ABEYTA,;
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TRANT, 2001). Reezal; Mcneil e Anderson (1998) ressaltaram a dificuldade da
recuperacao dessas células cocdides, mesmo viaveis, quando sao utilizadas
técnicas de cultura convencionais.

Segundo Hazelegeret al. (1994), quando as bactérias perdem sua
capacidade de multiplicacdo em meios de cultivos inertes sdo consideradas
formas viaveis e nao cultivaveis (VNC). A transicdo de uma forma viavel para
VNC é acompanhada de uma reducéo na dimensao celular e uma mudanga na
morfologia de bastonetes para cocos. Nao ha evidéncias de que o decréscimo
do tamanho seja devido a fissao binaria e, sim, a uma estratégia para minimizar
as exigéncias para manutencao celular. Dessa forma, a redugdo em massa da
parede pode ser resultado de atividade catabdlica (ROWE et al., 1998).

Roweet al. (1998) citaram que formas VNC de Campylobacter spp. séo
induzidas pelo estresse térmico, pela escassez de nutrientes no meio,
temperaturas baixas, dentre outros fatores, e representa uma estratégia de
sobrevivéncia do organismo no ambiente natural como o ambiente aquatico.

As espécies responsaveis por doengas gastroentéricas sao
termotolerantes, com crescimento 6timo em temperaturas entre 37°C e 42°C e
0 meio ideal para seu crescimento deve ser composto por altos niveis de
proteina (HAZELEGER et al.,, 1994).Germano & Germano (2001) afirmaram
que Campylobacter spp. pode sobreviver durante quatro semanas ou mais em
agua a 4°C. Nao suporta durante muito tempo situacbes de ressecamento e
congelamento, caracteristica que limita sua transmissdo. A desinfeccdo com
cloro e a pasteurizacdo destroem o microrganismo. De acordo com Food
Safety and Inspection Service (FSIS, 1997) e Altekruse et al. (1999) a bactéria
nao se multiplica em agua, mas permanece viavel e infectiva para homens e
animais.

Dentre as espécies de Campylobacter, aquelas associadas as doencas
transmitidas por alimentos constituem um grupo distinto, chamadas de
termofilicas (SILVA et al., 2007). O grupo de espécies termofilicas é
responsavel por uma série de patologias de origem alimentar, estando
relacionados a esses microrganismos outros quadros clinicos mais graves em
humanos, além de casos de enterite. Entre as complicagcdes destacam-se a
Sindrome de Guillain-Barré, que € uma desordem dos nervos periféricos
caracterizada por paralisia e a artrite reativa, que € uma inflamacgéao asséptica
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das membranas sinoviais (BIASI, 2010), a Sindrome de Fisher e a Sindrome de
Reiter, responsavel pela ocorréncia de artrite reativa (DORREL; WREN, 2007).

No grupo Campylobacter termotolerantes estao incluidas as espécies C.
jejuni, C. coli, C. larie C. upsaliensis. Estas se diferenciam das demais espécies
por apresentarem temperaturas 6timas de multiplicacdo na faixa de 42 a 43°C
e ndo se multiplicarem a 30°C (SILVA et al., 2007).

Em baixa temperatura, a maioria dos microrganismos apresentam
modificacoes fisioldgicas que permitem sua sobrevivéncia a esta condicido
(RUSSEL et al., 1993). Quando submetidos ao congelamento, resfriamento ou
pH reduzido, sua viabilidade diminui consideravelmente (ADAMS; MOSS,
1997). Campylobacter spp. sao inativadas em temperatura de congelamento de
-15°C em 3 dias quando as células sdao mantidas em cultura (STERN;
KOTULA, 1982), contudo, o congelamento nao elimina o patégeno de
alimentos contaminados (LEE; SMITH; COLOE, 1998).

Estudos indicam que o congelamento reduz o numero de células viaveis
de Campylobacter presentes nas carnes cruas, dada sua caracteristica de
sensibilidade a baixas temperaturas (SILVA; AMSTALDEN, 1997), mas o
microrganismo pode ser recuperado de carcagas de frango congeladas (MELO,
2012). Outros estudos demonstram que nao ha diferenga significativa na
incidéncia de C. jejuni nas amostras frescas e naquelas submetidas a baixas
temperaturas, comprovando que este microrganismo é capaz de sobreviver nas
condicdes de resfriamento e congelamento (MAZIERO, 2007). Hazeleger et al.
(1994) afirmaram que células de Campylobacter spp. sobrevivem por um longo
periodo a 4°C. O microrganismo é capaz de crescer em pH de 4,9 a 9,0, sendo
6timo valores entre 6,5 a 7,5.

2.2. Campylobacter e riscos para a saude publica

As bactérias do género Campylobacter vém recebendo grande
destaque como causadoras de problemas de saude publica nos ultimos 30
anos. Estudos comprovam que atualmente estas bactérias sdo uma das
principais causas mundiais de doencgas bacterianas transmitidas por alimentos,
sendo a principal causa enterite no mundo, como exemplo, os Estados Unidos,
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que possuem cerca de 1% da sua populacédo atingida com esta enfermidade
(FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2012). Entretanto, em muitas
situagdes sua incidéncia é subestimada devido a natureza auto limitante das
manifestacbes clinicas e a falta de notificacdo de infeccées alimentares
(ALVES, 2006).

O género Campylobacter € composto por varias espécies de natureza
zoondtica, amplamente distribuidos em animais de sangue quente, domésticos
e silvestres como frangos, suinos, ovinos, bovinos, caes e gatos (SILVA et al.,
2007). Ao contrario do género Salmonella que sobrevive bem fora do ambiente
intestinal dos animais de sangue quente, este género € menos adaptado a vida
extra-intestinal (OLIVO, 2006).

Aproximadamente 95% das infeccoes humanas atribuidas ao género
Campylobacter sdao causadas pelas espécies C. jejuni e C. coli. Embora
qualquer pessoa possa ser infectada por C. jejuni, criangas de até cinco anos
de idade, adultos jovens (15 a 29 anos) e idosos sao mais frequentemente
afetados que grupos de outras faixas etarias (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2012). O mecanismo de transmissdao mais frequente é a
ingestdo de agua e alimentos contaminados, principalmente os de origem
animal, como leite cru e carne de aves (CANAL; PAEZ, 2007). A dose
infectante é baixa, estimando-se que a ingestdo de 400-500 células possa
provocar a doenca (ANONYMOUS, 1993). Em humanos a gastrenterite
provocada por Campylobacter € chamada campilobacteriose e possui periodo
de incubacdao de dois a cinco dias, com duracdo de sete a 10 dias
(ANONYMOUS, 1993).

A expressiva participagdo do Brasil no concorrido mercado externo de
produtos carneos, associada aos poucos estudos desenvolvidos no pais
relacionados a incidéncia de Campylobacter nesses produtos, leva ao
questionamento na seguranca dos alimentos e no gerenciamento do risco que
representa esse microrganismo. Isso implica na necessidade de debates junto
as industrias e 6rgaos oficiais sobre o tema, a fim de antever o problema e
garantir a qualidade do produto ofertado (EMBRAPA, 2008).
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2.3. Campylobacter e métodos de criopreservacao

Devido a similaridade morfolégica entre as diferentes espécies que
compdem o género Campylobacter e a dificuldade de isolamento e
caracterizagdo somente em 1993 foram realizados os estudos que resultaram
na manutencdo in vitro desta bactéria por um grupo de pesquisadores
escoceses (GUEDES, 2003).

O reconhecimento das espécies de Campylobacter como um patégeno
entérico importante nos Ultimos anos gerou interesse entre os cientistas na
realizacdo de diferentes pesquisas relacionadas ao microrganismo, incluindo
técnicas diagnosticas. Como resultado, as técnicas para o isolamento e
identificagdo do organismo a partir de espécimes clinicos foram
consideravelmente simplificadas (BUTZLER; SKIRROW, 1979). No entanto, a
manutencao e preservacao de culturas de C.jejuni em laboratério continuam
como problemas a resolver, jA que para 0s mesmos autores a espécie é
conhecida por perder rapidamente a sua viabilidade, geralmente apds 72 horas
do isolamento primario.

A preservacdo de isolados bacterianos por longos periodo sem
laboratério é necesséaria para uso como cepas controle, uso no controle de
qualidade, no ensino, na pesquisa, para estudos epidemiolégicose analises
quantitativas e qualitativas (WHITE; SANDS, 1985; ROGOL et al., 1990). Cody
(2008) afirmou que o congelamento deculturas de bactériasé o método mais
comum para preservagao de cepas em laboratério.

A conservacao prolongada de cultivos de Campylobacter é dificultada
pela sua sensibilidade ao oxigénio (LEE; SMIBERT; KRIEG, 1988) e a
formagdo de formas viaveis, mas nao cultivaveis (JONES; SUTCLIFFE;
CURRY, 1991). Para a preservacgao por longos prazos, pesquisas descrevem o
uso da liofilizacdo e do uso do nitrogénio liquido (MILLS; GHERNA,1988),
porém, esses métodos requerem equipamentos que nao estao disponiveis em
todos os laboratérios.

As dificuldades para o uso do frio na manutencao de células bacterianas
iniciam-se com a possibilidade de alteracées na membrana celular. No caso de
alteracbes na permeabilidade pode ocorrer extravasamento do conteludo
celular, e ainda, quando as células sao submetidas ao congelamento, micro
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cristais de gelo podem promover o seu rompimento (EVERIS, 2001; BOZIARIS;
ADAMS, 2001).

Em1913 ja era conhecido que o uso de aditivos, tal como leite, agucar ou
o glicerol protegem as bactérias de morte celular apds repetidos ciclos de
congelamento e descongelamento (CODY, 2008). O mecanismo de acao dos
crioprotetores basea-se nas ligagdes de hidrogénio que eles promovem com as
moléculas de agua. Essas ligacoées mudam a orientagdo da molécula da agua
nos cristais de gelo, criando um ambiente menos prejudicial as células (ZHAO;
ZHANG, 2005).

O glicerol é hoje um dos agentes mais comumente utilizados como
crioprotectores (CODY et al., 2008). Os métodos convencionais para o
congelamento inclui a suspensdo de culturas bacterianas em glicerol a 15%
(BAKER, 1998). Fonseca, Béal e Corrieu (2001) avaliando a preservagao da
atividade celular de bactérias como Streptococcus thermophilus e Lactobacilus
delbrueckii subespécie bulgaricus, confirmaram o efeito benéfico do agente
crioprotetor glicerol durante o congelamento e o armazenamento desses
microrganismos a -70°C. Gorman e Adley (2004) utilizaram diferentes técnicas
para o armazenamento da bactéria C. jejuni, sendo que, a bactéria
permaneceu viavel durante sete meses, quando armazenada a -20°C com 10%
de glicerol e durante 12 meses quando armazenada a -85% com 15% de
glicerol. Porém, Saha e Sanyal (1991) verificaram que C. jejuni estocadas a -
10°C em glicerol a 15% perderam a viabilidade apds 45 dias.

Alternativamente, o leite desnatado, comumente usado na liofilizacao,
pode ser utilizado como uma solucdo para o congelamento (BARBAREE;
SANCHEZ,1982; ESSIAIN; FLOURNOY, 1986). O leite desnatado em
concentragcbes de um a 10% tem sido frequentemente utilizado para
criopreservacao e liofilizacdo de varios microrganismos (DAHMEN; STAUB;
SCHWINN, 1983; GIBSON; KHOURY, 1986). Mycobacterium tuberculosis em
suspensao no leite, manteve-se 100% viavel apés um ano de armazenamento
a -70°C (KIM; KUBICA, 1973).

Cody et al. (2008) comparou o armazenamento de Streptococcus
pyogenes, Campylobacter jejuni, Borrelia burgdorferi, Salmonella entérica
subsp. Typhimurium, Pseudomonas aeruginosae Escherichia coli e afirmaram

que para essas bactérias, uma solucao de leite desnatado a 10% €& melhor
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crioprotetor do que uma solucao de glicerol a 15%. Além disso, os autores
recomendam o uso de leite desnatado a 10% para melhorar a viabilidade da
bactéria em longos prazos de armazenamento. O efeito protetor do leite
desnatado pode ser devido a alteragdo na fluidez da membranda da célula
(ANNOUS; KOZEMPEL; KURANTZ, 1999; CARVALHO et al., 2004) ou o calcio
pode contribuir com a estabilidade das enzimas celulares (BARACH; ADAMS;
SPECK, 1976). Além disso, o meio ideal para seu crescimento deve ser
composto por altos niveis de proteina (HAZELEGER et al., 1994). Carvalho e
colaboradores (2004) afirmam que o meio utilizado para liofilizagdo quando
suplementado com glucose, frutose, lactose, manose ou sorbitol conduziu em
muitos casos a melhoria da protecdo durante o armazenamento de cepas de
Lactobacillus delbrueckii.

Estudos revelam que a resisténcia de Salmonella aos tratamentos
térmicos € maior quando as mesmas estao na presenca de gordura (DOYLE;
MAZZOTTA, 2000; BOZIARIS; ADAMS, 2001; TAYLOR-ROBINSON et al.,
2003). Por isso, a utilizacao do leite integral pode complementar a estabilidade
celular fornecendo todos os componentes para a manutencdo dos
microrganismos contidos no leite desnatado, aliado a resisténcia conferida pela
presenca de lipideos.

A tolerancia a baixas temperaturas também pode ser observada por
culturas bacterianas previamente submetidas a pré-tratamentos de estresse em
temperaturas sub-letais, 0 que resulta numa maior sobrevivéncia (BEALES,
2004). Por exemplo, um pré-tratamento a -20°C com quatro ciclos de
congelamento-descongelamento em cultivos de Streptococcus thermophilus,
resultou em um aumento de 1000 vezes na sobrevivéncia em comparagao com
as células que nao foram pré-tratados (WOUTERS et al., 1999).

Além do meio utilizado como crioprotetor, existem estudos que verificam
a interferéncia de uma pré-adaptacdo as baixas temperaturas, antes do
congelamento e estocagem da cepa. Lee (2004) comparou em Lactococcus
lactis o efeito do congelamento imediato a -20°C e o congelamento apos a
manutencdo do cultivo a 10°C por 4 horas (condicdo de estresse térmico),
resultando num aumento da viabilidade quando as cepas foram submetidas a

este Ultimo tratamento.
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2.4. Presenca de transcritos e RT-PCR

Levando em consideracao que as espécies de Campylobacter habitam
uma grande variedade de ambientes com uma vasta gama de temperaturas,
como agua a 25°C - 30°C, o alimento refrigerado a 4°C, o intestino do frango a
42°C e o intestino humano a 37°C, pode-se concluir que a bactéria deve regular
a expressao génica em resposta ao choque pelo frio e pelo calor, para adaptar-
se, sobreviver, e, eventualmente, replicar nestas temperaturas diversas
(STINTZI; WHITWORTH, 2003).

Enquanto a resposta ao choque térmico pelo calor tem sido
extensivamente estudada em muitas bactérias, muito pouco se sabe acerca do
mecanismo de resposta e de adaptacdo ao choque pelo frio. No entanto, as
bactérias devem ser capazes de se adaptar a temperatura fria durante um
periodo prolongado de tempo (como em alimentos refrigerados) e ser capaz
desobreviver a um declinio subito da temperatura, como quando excretado no
meio ambiente, juntamente com as fezesdos animais. A chamada resposta ao
choque pelo frio deve permitir que as bactérias se adaptem rapidamente ao seu
novo ambiente. Muitas bactérias produzem proteinas de choque pelo frio, apds
um declinio da temperatura 6tima para a temperatura minima de crescimento
ou a temperaturas mais baixas (PHADTARE; YAMANAKA; INOUYE, 2000).

Os sistemas de respostas ao estresse, como a limitacao de nutrientes ou
mudancas de condi¢gdes ambientais sdo codificados por genes que induzem a
bactéria a entrar na fase estacionaria. Esses genes sao reconhecidos como
fatores-chave no aumento da resisténcia ao estresse, caracterizados por
possuirem diversas fungdes, como a protecido contra danos ao DNA,
determinacdo de modificacbes morfoldgicas, viruléncia, osmoprotecao,
protecdo contra estresse oxidativo (LOEWEN; HENGGE-ARONIS, 1994),
termotolerancia e resposta ao choque pelo calor e ao frio (VAN VLIET;
KETLEY,2001).

Recentemente em um estudo sobre C. jejuni, Reid e colaboradores
(2008) encontraram alteracdes na expressdo de genes apds centenas de
choques com acido que simulavam o ambiente géastrico. Muitos dos genes
regulados pelo estresse acido no estudo foram previamente caracterizados
como genes participativos ao choque pela temperatura e genes de estresse
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oxidativo. No entanto, nem todos o0s genes precisam necessariamente ser
traduzidos em proteinas vitais especificas para garantir a sobrevivéncia da
bactéria (BIRRELL et al., 2002; CALHOUN et al., 2010).

O estresse oxidativo tem sido implicado como um mecanismo que
contribui na injuria de Campylobacter apds o0 processo de congelamento e
descongelamento, uma vez que oxidagdo ocorreapds o descongelamento. A
producdo de enzimas como as superéxido dismutase (SODs) demonstraram
ser importantes fatores de viruléncia de varios agentes patogénicos bacterianos
incluindo Campylobactercoli e C. jejuni (PESCI; COTTLE; PICKETT, 1994;
PURDY et al., 1999). Trés tipos de enzimas SODs foram descritas: 0s
cofatores que contém ferro (sodB ou FeSOD), manganés (sodA ou MnSOD), e
cobre e zinco (sodC ou CuZnSOD). Estas enzimas catalisam a quebra das
moléculas de superoxido em peréxido de hidrogénio e de dioxigénio e
constituem, assim, um dos principais mecanismos de defesa da célula contra o
estresse oxidativo (HASSAN, 1988). Stintzi e Whitworth (2003) obsevaram um
aumento na transcricdo do gene sodB mediante choque ao frio, sugerindo, que
0 estresse oxidativo € um componente da resposta ao estresse pelo frio em
Campylobacter. Além disso, estes genes protegem especificamente os
componentes celulares, incluindo varias enzimas citoplasmaticas, DNA, e os
fatores de membrana, contra danos causados por radicais livres de oxigénio
(STEINMAN, 1985; HOPKIN; PAPAZIAN; STEINMAN, 1992).

A biodisponibilidade do ferro no interior do hospedeiro mamifero é
extremamente limitada, em contraste com o ambiente externo (LITWIN;
CALDERWOOK, 1993). Isto parece ser um sinal chave para os agentes
patogénicos, tais como a Campylobacter, para “sentir” que invadiram um
hospedeiro e comecar a expressar determinantes de viruléncia (OTTO;
VERWEIJ-VAN VUGHT; MACLAREN, 1992; LITWIN; CALDERWOOK, 1993;
VASIL; OCHSNER, 1999). Vale ressaltar que a Campylobacter apresenta
habilidade de adquirir ferro, fator necessario para o desenvolvimento e
viruléncia para o hospedeiro (KONKEL, et al., 2001). O gene p19 codifica uma
proteina periplasmatica ferro-dependente cuja fungéo é o transporte de ferro
(PALYADA, 2004) e a regulacdo desta proteina indica uma maneira de

controlar o nivel de ferro intracelular durante o estresse (BIRK el al., 2012).
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Os trés principais mecanismos de producao de doencas das espécies de
Campylobacter spp. que causam gastroenterite sdo: adesdo, invasao e
producéo de toxinas (BABAKHANI; JOENS, 1993). Varios fatores de viruléncia
relacionados com a capacidade de invadir células epiteliais do trato
gastrointestinal tém sido identificados em estudos anteriores (RIVERA-AMILL
et al., 2001; HANEL et al., 2004; ZHENG et al., 2006). O gene ciaB codifica
uma proteina envolvida na invasdo celular (RIVERA-AMILL et al., 2001). A
presenca dos transcritos do gene ciaB é importante j4 que a secrecado da
proteina ciaB é de grande relevancia para invasao tanto em células epiteliais
como na mucosa intestinal (KONKEL et al., 1999; ZIPRIN et al., 2001).

MA; HANNING; SLAVIK, (2009) submeteram C. jejuni a estresse
nutricional e verificaram que a expressao do gene ciaB foi bastante reduzida
entre 24 e 48 horas. Ja Xie et al. (2011) exp6s C. jejuni a estresse nutricional
acrescentando um aditivo alimentar, o 6xido de zinco (ZnO) e verificaram que a
transcricdo do gene ciaB nao foi afetada.

A presenca de transcritos do gene dnaJ indica que Campylobacter
codifica uma proteina do choque térmico, que permite a bactéria crescimento
em temperatura superiores a 40°C e seja termotolerante (KONKEL et al.,
1998). As proteinas oriundas do gene dnaJ apresentam uma importante funcao
na superacdo a variacbes bruscas de temperatura, de forma que o
microrganismo se torne capaz de sobreviver e adaptar-se a nova temperatura
(STINTZI, 2003). A resposta ao choque térmico esta associada ao
desempenho na colonizagcédo do trato intestinal e a sobrevivéncia bacteriana a
altas temperaturas (KONKEL et al., 1998). Konkelet al. (1998) e Reid et al.
(2008) ao analisarem proteinas de choque térmico, tais como ClpP e Dnad,
constataram que sua sintese varia com um aumento subito da temperatura. Ja
durante o estresse submetido pelo choque frio, os genes responsaveis pela
resposta ao choque térmico reprimem sua expressao (BEALES, 2004).

Melo (2012) avaliou a presenca de transcritos de viruléncia dos genes
ciaB e dnaJ em cepas de C. jejuni, C. coli e Campylobacter spp. isoladas de
carcacgas de frango resfriadas e congeladas e verificou que 57,1% das cepas
apresentaram os transcritos de viruléncia. A autora argumentou que o fato de
algumas cepas nao expressarem transcritos para os genes ciaB e/ou dnaJ

pode estar relacionado a particularidades das cepas, que podem assumir
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diversas propriedades para modular sua viruléncia. Além disso, afirmou que a
capacidade de produzir transcritos de viruléncia pode estar relacionada as
condicbes a que as cepas sao submetidas, ja que podem possuir estratégias
diferentes para lidar como o estresse.

Os genes sodB, p19, ciaB e dnaJ estao relacionados aos mecanismos
de patogenicidade e de adaptacao da C.jejuni (STINTZI; WHITWORTH, 2003;
PALYADA, 2004; ZHENG et al.,, 2006). Esses genes codificam proteinas
envolvidas na capacidade invasiva e de adaptacdo ambiental de
Campylobacter jejuni e sao, portanto, considerados como possiveis fatores de
viruléncia desta espécie.

PCR é o método mais conveniente para a determinagédo de prevaléncia
de genes de viruléncia, mas a variacdo evolutiva dos genes, as mutagcdes no
local de ligagdo dos primers, bem como a utilizacdo de iniciadores de PCR
diferentes, podem contribuir para gerar resultados diferentes a partir de
diversos estudos (RIPABELLI et al., 2010). Além disso, o fenétipo de uma
estirpe ndo pode ser inferido apenas pela presenga ou auséncia de um gene, ja
que os niveis de expressao podem variar muito de estirpe para estirpe e 0 meio
em que se encontram (PICKETT et al., 1996; GILBERT; SLAVIK, 2004; VAN
DEUN et al., 2007).

Afirmar que determinada cepa é capaz de transcrever genes associados
a viruléncia assegura de forma mais contundente o poder patogénico da estirpe
estudada. A presenca dos transcritos mostra que o0 microrganismo esta
transcrevendo um determinado gene, e provavelmente, expressando o seu
potencial genético.

A técnica de RT-PCR (Reverse Transcriptase PCR) baseia-se na
amplificacdo de DNA obtido por meio da transcricdo reversa de RNA. Por meio
da enzima transcriptase reversa (RT), o RNA é convertido em DNA
complementar (DNAc), que posteriormente ¢é amplificado por PCR
(TANG;PERSING, 1999).As principais vantagens dessa técnica sdo: a rapidez
na obtencao dos resultados, ao material analisado ndo ser mais infeccioso, e
quando devidamente padronizada, as altas taxas de sensibilidade e
especificidade(GEBARA et al., 2004; PILZ; ALFIERI; ALFIERI, 2005).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Desenho do estudo

Foram utilizadas trés cepas de referéncia de Campylobacter jejuni
adquiridas de bancos de cultura: (American Type Culture Collection) ATCC
33291, (National Collection of Type Cultures) NCTC 11351 e (/nstituto Aldolfo
Lutz) IAL 2383.

In6culos padronizados de cada uma das cepas foram adicionados em
paralelo a duas substancias crioprotetoras: neopeptona-glicerol 12% e leite
integral UHT e distribuidos em ependorfes. Apos foram submetidas a trés
tratamentos:

1) Imediato congelamento por imersao em nitrogénio liquido (Controle)

2) Estresse térmico (4°C/30 minutos) e congelamento em nitrogénio liquido

3) Estresse térmico (10°C/30 minutos) e congelamento em nitrogénio
liquido

Depois da imersao no nitrogénio liquido por 10 segundos, os ependorfes
foram mantidos a -20°C por periodos de 30, 60 e 90 dias e uma amostra de
cada tratamento foi imediatamente analisada, denominadas dia 0 (Figura 1).

Em cada periodo foi verificado a viabilidade das cepas pelo método de
cultura tradicional com pré-enriquecimento, quantificacao apés diluicao seriada
e a capacidade de produzir transcritos de invasividade e tolerancia ao frio pela
técnica de RT-PCR. Todas as analises microbiol6gicas e moleculares foram
realizadas em triplicata.

Um esquema representando a condugdo do experimento pode ser

visualizada na Figura 1.
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Figura 1: Esquema representativo dos procedimentos realizados no estudo.

3.2. Processamento das Cepas

O estudo foi realizado com as cepas de Campylobacter jejuni ATCC
33291, NCTC 11351 e IAL 2383.

A reativacdo das cepas-padrao (Microbiologics®) foi realizada conforme
descrito pelo fornecedor para as cepas ATCC e NCTC, com a adicéo do caldo
hidratante a ampola contendo a cultura liofilizada. Apés homogeneizacéao, as
cepas foram semeadas em agar Campylobacter Blood-Free Selective Medium
(m-CCDA) (Oxoid®) com auxilio de suabe estéril e as placas incubadas
invertidas a 37° C por 44 horas + 4 horas em atmosfera microaerofilia.

Para a cepa IAL 2383 a reativacdo foi feita por meio do pré-
enriguecimento da cultura liofilizada em caldo Bolton (Oxoid®) suplementado
com 5% de sangue equino hemolisado. Apés incubacdo em atmosfera de
microaerofilia (5% a 15% de oxigénio e 10% de gas carbbnico) (Probac do
Brasil®) a 37°C por 44 horas + 4 horas, a cepa foi semeada na superficie do
agar m-CCDA (Oxoid®) e incubada a 37° C por 44 horas = 4 horas em
atmosfera de microaerofilia (Probac do Brasil).
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3.3. Substancias crioprotetoras

Como crioprotetores foram utilizados a solugdo de neopeptona-glicerol
12% e leite UHT integral (Ninho- Nestlé®).

A solucéo de neopeptona-glicerol 12% foi preparada com o uso de 88mL
de agua destilada, 1,0g de Neo-peptona (Difco®), 0,59 de Cloreto de Sédio
(Synth®) e 12mL de Glicerol PA (Synth®). Ap6s o preparo, a solucao foi
esterilizada em autoclave.

O leite integral UHT (ultra high ttemperature) Ninho, Nestlé® foi
adquirido no comércio e previamente avaliado quanto a presenca de residuos
de antibidticos B-lactamicos e tetraciclina, com o uso do método imuno-
enzimatico SNAP duo Beta-Tetra ST Test Kit — Simplicit (Idexx®), conforme as
instrugdes do fabricante (ldexx, 2006).

3.4. Preparo do Inéculo

O concentrado de células obtido da cultura em cinco placas de m-CCDA
(Ox0id®) de cada uma das cepas foi inoculado em paralelo a 100mL de
solucéo de neopeptona + glicerol 12% e leite integral UHT.

Apo6s homogeneizagao, 500uL da suspensao de bactérias em cada um
dos crioprotetores (leite integral UHT e neopeptona + glicerol 12%) foi
distribuida em 24 ependorfes, e entdo, submetida aos tratamentos de estresse

térmico.

3.5. Tratamentos — estresse térmico

Os ependorfes contendo cada uma das cepas nos dois crioprotetores
foram divididos em trés grupos e submetidos aos seguintes tratamentos:

1)manutencao a 4°C por 30 minutos,

2)manutencgao 10°C por 30 minutos e;

3)Controle negativo — nenhum tratamento/nitrogénio liquido imediato.
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Imediatamente ap6s os tratamentos, os ependorfes foram congelados
por submersdo em nitrogénio liquido por 10 segundos. Os ependorfes
designados para andlise em 0 hora foram analisados imediatamente e as
demais amostras armazenadas em freezer doméstico (-20°C). Apés periodos
de 30, 60 e 90 dias de armazenamento, amostras de cada um dos tratamentos
foram analisadas quanto a viabilidade e quantificadas. Nas cepas recuperadas
foi verificada a presenca de transcritos de invasdo, resisténcia ao frio,

termotolerancia e aquisicao de ferro.

3.6. Viabilidade e quantificacao das cepas

Apbs os periodos pré-determinados de 0, 30, 60 e 90 dias, as cepas
foram descongeladas em temperatura ambiente e homogeneizadas
vigorosamente em vortex (Phoenix®).

Para determinar a viabilidade, uma aliquota de 200uL de cada microtubo
foi inoculada em tubos contendo 10mL de caldo Bolton. Apés incubagdo em
atmosfera de microaerofilia (5% a 15% de oxigénio e 10% de gas carbbnico)
(Probac do Brasil®) a 37°C por 44 horas + 4 horas, as amostras foram
semeadas na superficie de agar m-CCDA (Oxoid®) e incubadas a 37° C por 44
horas + 4 horas em atmosfera microaerofilia.

Colénias com morfologia suspeita de pertencerem ao género
Campylobacter foram confirmadas por coloracdo de Gram modificada (uso da
carboxifuccina substituindo a safranina).

Para a quantificacdo de Campylobacter foram realizadas diluicoes
seriadas em agua peptonada tamponada (Oxoid) e as mesmas inoculadas na
superficie de placas de m-CCDA (Oxoid®). A distribuicdo foi realizada com
auxilio da alca de Drigalski e as placas incubadas em microaerofilia a 37°C por
4 a 6 horas, e depois a 41,5°C por 44 horas * 4 horas. As placas foram
contadas em contador de col6nias (Phoenix®) e cinco colbnias confirmadas
quanto ao género por coloragdo de Gram modificada. Esta técnica esta de
acordo com a ISO 10272-1:20086.
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3.7. Presenca de transcritos

Imediatamente apds a reativacdo das cepas, as mesmas foram
analisadas quanto a producao de transcritos de viruléncia e tolerancia térmica.
As mesmas andlises foram realizadas nas cepas viaveis recuperadas nas
placas apos os tratamentos e armazenamento. Os genes avaliados foram ciaB,
importante no processo de invasividade, dnaJ, relacionado a tolerancia ao
aumento de temperatura, p79, que regula o transporte de ferro e sodB,
associado a mecanismos de defesa ao estresse oxidativo. Para esta analise,
foram utilizados os pares de iniciadores descritos na Tabela 1 e o protocolo de
acordo com LI et al. (2008).

Para a obtencdo do RNA, cada um dos isolados foi semeado em quatro
placas de CCDA (Oxoid®) pelo método de preenchimento. Apds o crescimento
em atmosfera de microaerofilia por 48 horas a 37°C, todas as colbnias
formadas nas placas foram transferidas para microtubos contendo 2mL de
solucao NaCl 0,85% (Synth®) e realizados os procedimentos para a extracao
do RNA. A mistura foi centrifugada (Cientec®) a 12.000g por 10 minutos a 4°C.
O pellet resultante foi acrescido de 1mL de Trizol (Invitrogen®) e
homogeneizada em vortex (Phoenix®) até que o pellet fosse dispersado na
solugdo. Posteriormente, adicionou-se 200uL de cloroférmio (Isofar®) e foi
repetido o mesmo procedimento de homogeneizagdo em vortex (Phoenix®).

Tabela 1: Primers utilizados para verificar a produgéo de transcritos dos genes ciaB, dnaJ, p19

e sodB porC. jejuni.

Genes Sequéncia5’ 2> 3’ Peso molecular (pb) Referéncia
ciaB ATATTTGCTAGCAGCGAAGAG 157 Li et al. (2008)
GATGTCCCACTTGTAAAGGTG
dnaJ AGTGTCGAGCTTAATATCCC 117 Li et al. (2008)
GGCGATGATCTTAACATACA
p19 GATGATGGTCCTCACTATGG 206 Birket al. (2012)
CATTTTGGCGTGCCTGTGTA
sodB TATCAAAACTTCAAATGGGG 170 Birket al. (2012)

TTTTCTAAAGATCCAAATTCT

Em seguida, a solugédo foi centrifugada (Cientec®) a 12.000g por 15

minutos a 4°C. A fase aquosa de cada microtubo foi transferida para novo
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microtubo, adicionada de 500uL de isopropanol (Dindmica®) e homogeneizada
em vortex(Phoenix®). Os microtubos foram centrifugados a 12.000g por 10
minutos a 4°C e removidos os sobrenadantes.

Foi adicionado 1mL de etanol 75% (Dinamica®) ao pellet formado,
seguido de homogeneizacdo em vortex(Phoenix®) e centrifugacédo (Cientec®)
a 7.500g por 5 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram removidos e os pellets
de RNA secos por 5 minutos a temperatura ambiente, apds foram diluidos em
20uL de agua DEPC (Invitrogen®).

A quantificacdo do RNA foi realizada no aparelho Nanodrop (Thermo
Scientific®) em comprimento de onda de 230nm, observando sempre a relacao
260/280 a fim de verificar a integridade do RNA (relagéo entre 1,8-2,0).

A transcricao reversa foi realizada para cada amostra, utilizando 1ug de
RNA total (200ng/uL), 10U de inibidor de RNase, 40U de MMLV-RT (Amersham
Biosciences), 1x de tampao da MMLV-RT (Amersham Biosciences), 200 uM de
dNTPs (dGTP, dATP, dTTP e dCTP) e 126 pmoles de oligonucleotideos
hexameros como primers randémicos (Invitrogen®). O volume final de cada
reacao foi completado para 20 yL com agua tratada com DEPC (Invitrogen®). A
solucdo foi colocada em termociclador (Eppendorf®) a 37°C por uma hora.
Reacdes controle foram realizadas verificar possiveis contaminantes exégenos.
O cDNA foi estocado a -20°C para posterior amplificacao.

Apbs a transcricdo do RNA, 3uL do cDNA foi utilizado em um volume
final para a reacao de amplificagdo de 25uL, composto por: 0,625U de Taq DNA
polimerase, 5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs e 4 picomoles de cada primer
(Invitrogen®). Cada gene foi estudado separadamente nas reagdes.

O controle positivo da cepa pura de C. jejuni (NCTC 11351) foi usado em
todas as reagdes de amplificacdo, bem como um controle negativo, composto
por agua ultrapura estéril, adicionada a mistura de reagdo, em substituicdo ao
DNA alvo.

A amplificacao foi realizada em termociclador (Eppendorf®), obedecendo
aos ciclos: 1 ciclo inicial a 94°C por 3 minutos; 45 ciclos de amplificagdo em 3
etapas: desnaturacdo a 94°C por 15 segundos, anelamento a 51°C por 20
segundos e extensdo a 72°C por 20 segundos; completando com mais 1 ciclo
de extenséo final a 72°C por 3 minutos.

A separagdao dos produtos amplificados (8uL) foi realizada por
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eletroforese em gel de agarose a 1,5% (Affymetrix®), utilizando o tampao de
corrida TBE 0,5x (Invitrogen®) e como padrao de peso molecular o marcador
de 50pb (Invitrogen®). Os géis de agarose (Afllymetrix®) foram corados pela
solucao de SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen®) e visualizados sob luz UV,
no transiluminador (Loccus Biotecnologia) apés 90 minutos de corrida do gel a
100W de poténcia , 100V de voltagem e 100A de corrente elétrica.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4. 1. Quantificacao de C. jejuni apos descongelamento

A contagem de C. jejuni armazenadas em dois crioprotetores s6 foi
possivel nas amostras imediatamente analisadas apds o congelamento em
nitrogénio liquido por 10 segundos, antes do armazenamento em freezer a -
20°C (Tabela 2). Ap6s o armazenamento por 30, 60 e 90 dias, as coldnias
cresceram espalhadas, formando um “filme” sobre a superficie do agar
impossibilitando a contagem (Figura 2).

Tabela 2: Contagens de C. jejuni (UFC.mL") criopreservadas em leite UHT integral e

neopeptona+glicerol 12%, submetidas a trés tratamentos e congeladas em nitrogénio liquido.

Campylobacter jejuni
Cepas Tratamentos Contagem
Controle 3,0 x10”
Lglte UHT 4°C 23x107
ATCC integral 10°C ,
33291 o 23x10.
Neopeptona ontroie 4,0x10
+ Glicerol 4°C 2,0 x10’
12%
10°C 4,0 x10°
Controle 3,7 x10’
Lglte UHT 4°C 8.7 x107
NCTC integral 10%C .
11351 e 2,7 x10
Neopeptona ontroie 1,0x10
+ Glicerol 4°C 1,3 x10’
12%
10°C 6,0 x10°

IAL Leite UHT Controle 7,0 x10°
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2383 integral 4°C 9.9 x10°
10°C 1,6 x107

Neopeptona Controle 6,0 x10°

+ Glicerol 4°C 7,0 x10°

12% 10°C 7,0 x10°

Tratamentos pré-congelamento a 4°C e 10°C realizados por 30 minutos.

Controle= nenhum tratamento pré-congelamento.

O numero de células nas amostras imediatamente ap6s o congelamento
em nitrogénio liquido variou de 6,0 x10° a 1,0 x 108UFC, com média de 3,0 x
10’'UFC.mL",

S

Figura 2al e— WFigura 2b Nl e
Figura 2: 2a - C. jejuni NCTC 11351 em agar m-CCDA (leite UHT integral, pré-tratamento a
10°C/30min, 30 dias a -20°C). 2b - C. jejuni IAL 2383 em agar m-CCDA (leite UHT integral, sem
tratamento, 30 dias a -20°C).

Apbs 30 dias de congelamento, as colénias em m-CCDA formadas por
amostras controle e submetidas aos diferentes tratamentos apresentaram
aspecto “de filme” e nao foi possivel a sua contagem. Porém, aparentemente o
namero de células era elevado, pois este aspecto foi observado em diluicoes
até 107. As colénias de Campylobacter spp. normalmente sdo planas, com
coloracdo acinzentada ou translicidas e formato irregular, arredondadas ou
convexas. Possuem tanto aspecto de secas como de Umidas. Podem
apresentar brilho d’agua ao refletir a luz ambiental. Existe uma tendéncia das
colénias apresentarem crescimento confluente ao longo da linha de semeadura
nos meio sélidos (QUINN et al., 2005).
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Quando a “massa de colénias” de aparéncia atipica para o género
Campylobacter foi submetida a microscopia observou-se que apresentavam
morfologia de cocos, sugerindo injuria (SHANE; HARRINGTON, 1998) e nao
apresentaram crescimento quando foram novamente repicadas em placas de
m-CCDA. Segundo Hunt; Abeyta e Trant (2001) estas células cocbides
injuriadas podem perder a capacidade de multiplicagdo em meios de cultura
inertes, tornando dificil seu cultivo em laboratério e sdo consideradas VNC -
vidveis e nao cultivaveis (HAZELEGER et al., 1994; DEBRUYNE; GEVERS;
VANDAMME, 2008).

Rowe e colaboradores (1998) citaram entre as causas de inducdo de
formas VNC em Campylobacter, o estresse térmico e a manutengdo em baixas
temperaturas. Consideram esta forma como uma estratégia de sobrevivéncia
do organismo em ambientes naturais ou situacoes desfavoraveis.

Células VNC de C. jejuni sao frequentemente citadas na literatura e
representam dificuldade em seu cultivo e manutengdo (HAZELEGER et al.,
1994; ROWE et al.,, 1998; DEBRUYNE; GEVERS; VANDAMME, 2008). Os
resultados obtidos no presente estudo confirmam a dificuldade de enumeracao
de Campylobacter em alimentos submetidos a beneficiamento como
pasteurizacdo, congelamento ou resfriamento e demonstram a importancia do
pré-enriguecimento para atestar a presenca/auséncia destes microrganismos

em alimentos.

4.2. Viabilidade de C. jejuni apés descongelamento

Apesar de nao ter sido possivel o crescimento de colénias apds repique
direto em meio sélido, pode-se afirmar que algumas amostras continham
células viaveis, pois apresentaram crescimento apds serem pré-enriquecidas
em caldo Bolton (Oxoid). Este procedimento foi realizado paralelamente a
diluicao seriada e inoculacdo direta em placas de m-CCDA. Foram
consideradas como células viaveis, amostras que apresentaram crescimento
de colbnias, que quando observadas ao microscopio apresentavam morfologia

tipica de pequenos bacilos Gram negativos e curvos.
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Na Tabela 3 estdo presentes as amostras que apresentaram formagao
de colbnias apos pré-enriquecimento em caldo Bolton (Oxoid), discriminadas
por meio de criopreservacgao, tratamento e tempo de armazenamento a -20° C.

Os resultados demonstram a adequacéao do leite para a manutencao da
viabilidade das cepas estudadas. Entre as 36 amostras armazenadas no leite e
reativadas com o uso de pré-enriquecimento, 91,7% (33/36) apresentaram
células viaveis. Ja com o uso da neopeptona + glicerol 12% como crioprotetor,
somente 52,8% (19/36) amostras apresentou viabilidade pds-congelamento,
incluindo nesta porcentagem as nove amostras analisadas imediatamente apos
o congelamento. O uso da neopeptona + glicerol 12% como crioprotetor néo foi
eficiente para a manutencdo das cepas ATCC 33291 e NCTC 11351, com
excecao da cepa NCTC 11351 tratada a 4°C por 30 minutos antes do
congelamento, que se manteve viavel apds 30 dias de congelamento.

Tabela 3: Viabilidade de C. jejuni submetidas a tratamentos pré-congelamento apés inoculagédo

em dois crioprotetores e armazenadas a -20°C por 0, 30, 60 e 90 dias.

Campylobacter jejuni

Crioprotetor ATCC 33291 NCTC 11351 IAL 2383

Tratamentos pré-congelamento por 30 minutos

Dia Controle 4°C 10°C Controle 4°C 10°C Controle 4°C 10°C

Leite UHT 0O + + + + + + +
Integral 30 + + + + + + +
60 + + + + + + +

90 + + + + + + - - -

0 + + + + + + + + +

Neopeptona 3¢ - - - - " - + + +

+ glicerol
129%, 60 - - - - - - + + +
90 - - - - - - + + +

Esse resultado esta de acordo com Cody e colaboradores (2008) que
afirmaram que a viabilidade da C. jejuni foi maior em leite desnatado a 10%
quando comparado com o uso de glicerol a 15%. Os autores demonstraram
que autilizacado do leite no armazenamento é o mais adequado para garantir a
viabilidade a longo prazo das células e proteger contra a morte celular durante
periodos prolongados. Além disso, o uso do leite como crioprotetor ja é
frequentemente usado para criopreservacdao de varios microrganismos (KIM;
KUBICA, 1973; GIBSON; KHOURY, 1986).
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O efeito protetor do leite pode estar relacionado a sua agdo na
estabilizacao na fluidez da membrana da célula (CARVALHO et al., 2004) e &
contribuicdo do calcio na estabilidade enzimatica celular (BARACH; ADAMS;
SPECK, 1976). Além disso, a gordura do leite pode exercer protecao as células
de C. jejuni durante o congelamento, como acontece em cepas de Salmonella,
onde este componente exerce ac¢ao benéfica auxiliando na estabilidade celular
(TAYLOR-ROBINSON et al., 2003).

Acepa IAL 2383 foi recuperada na forma viavel até o ultimo periodo de
analise (dia 90) quando armazenada no Glicerol + Neopeptona 12%.
Entretanto, quando mantida em Leite UHT a viabilidade foi possivel apenas até
o dia 60. Em um estudo de caracterizacdo da cepa IAL 2383 realizado por
Fonseca (2011), concluiu-se que esta estirpe pode ser utilizada como modelo
util em estudos pelo seu potencial de viruléncia. A manutencao da viabilidade
desta cepa, independente do crioprotetor ou tratamento utilizado indica boa
adaptacao ambiental ou maior resisténcia a situagdes adversas em relagdo as
demais.

Ha influencia do meio em que Campylobacter é armazenada na sua
viabilidade. Porém, a recuperacao de células viaveis de C. jejuni 1AL 2383,
indica que além do meio utilizado para criopreservacéao, fatores intrinsecos das
cepas e suas condicoes antes do isolamento também interferirem no sucesso
da sua manutencao em laboratério.

Apesar de Wouters et al. (1999) e Lee (2004) afirmarem que o pré-
tratamento pela manutencdo em temperatura diferente da 6tima para seu
desenvolvimento aumenta a sobrevivéncia por longos periodos de cepas
congeladas de Streptococcus thermophilus e Lactococcus lactis, este fato nao
foi comprovado neste estudo. A viabilidade ou nédo das cepas de C. jejuni
recuperadas apdés o congelamento ndo foi influenciada pelo uso dos pré-
tratamentos.

O conhecimento das condicbes que favorecem a manutencdo de
culturas de Campylobacter em laboratérios, que sao também meios comuns de
conservagao de alimentos, como o congelamento ou resfriamento, pode
auxiliar no entendimento do comportamento deste microrganismo da cadeia de

producéo de produtos de origem animal.
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4.3. Producao de Transcritos

A técnica molecular que utiliza a enzima transcriptase reversa (RT-PCR)
€ uma ferramenta adequada para verificar se cepas de C. jejuni estao
transcrevendo genes de viruléncia (POLI et al.,, 2012). A comprovacao da
transcricdo destes genes pode auxiliar na estimativa da maior ou menor
gravidade da infeccdo causada por determinada cepa e o risco de doenca.
Podem ser Gteis também, para determinar se situacoes de injuria e estresse é
capaz de estimular ou reprimir sua transcricdo. Porém, estudos que associam a
transcricdo desses genes com a maior ou menor adaptacao de C. jejuni as
diferentes condicdes de estresse a que sao submetidas no ambiente ainda sao
escassos. Também nao estd estabelecido se cepas de C. jejuni em condigcdes
desfavoraveis continuam a produzir transcritos de genes relacionados a
viruléncia.

Para a determinagédo da producao de transcritos de genes viruléncia ou
termotolerancia por C. jejuni pela técnica do RT-PCR é necesséria a obtencao
de RNA de numeros elevados de células. Este numero é obtido pelo
crescimento confluente do microrganismo na superficie de pelo menos quatro
placas de Petri (MELO et al., 2013).

No presente estudo, ndo foi possivel a obtencdo de crescimento
confluente e suficiente para a analise de transcritos, de todos os
microrganismos recuperados em sua forma viavel. Como o objetivo do estudo
foi avaliar a capacidade dos microrganismos produzir estes transcritos apés a
manutencdo em condicao de injuria (manutencao a -20°C, com e sem pré-
tratamentos), nao foram utilizadas técnicas laboratoriais como varios repiques
ou passagem em meios semi-solidos para a recuperagdao das cepas. Desta
forma, somente as amostras viaveis que foram capazes de produzir nimero de
células suficiente para a andlise no primeiro repique foram analisadas.

Vale ressaltar que previamente, foi detectado a presenca de transcritos
para 0s genes analisados logo apds a primeira reativacdo das trés cepas
utilizadas, antes de qualquer tratamento. As amostras analisadas quanto a
producdo de transcritos, discriminadas por meio utilizado para a
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criopreservacgédo, uso de pré-tratamentos e tempo de armazenamento estio

discriminadas na Tabela 4.

Tabela 4: Numero de amostras viaveis apds descongelamento, analisadas quanto a

capacidade de produzir transcritos pela técnica de RT-PCR.

Tratamentos Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90 Total
, Controle 3 2 3 1 9
Leite UHT
Integral 4°C 3 2 2 2 9
10°C 3 1 3 1 8
N , Slicerol Controle 3 1 2 1 7
eopeptona icero
pep 1 2%+ 4°C 3 1 1 1 6
10°C 3 2 1 1 7
TOTAL 18 9 12 7 46

As figuras 3, 4 e 5 permitem visualizar a produgdo dos transcritos dos
genes sodB, p19 e ciaB em gel de agarose nas diferentes cepas utilizadas

neste estudo.

C- C+LC L4 L10 GG G4 610

157 pb

Figura 3: Gel de PCR demonstrando a presenca de transcritos do gene ciaB por C. jejuni
ATCC 33291. M (marcador de peso molecular de 50pb); C- (Controle negativo); C+ (Controle
positivo, C. jejuni NCTC 11351); LC, L4, L10, GC, G4, G10 (presenca dos transcritos em todos

os tratamentos).

M. C- C+ LC L4 L10 GC G4 G10
E

170 pb

Figura 4: Gel de agarose demonstrando a presenca de transcritos do gene sodB por C. jejuni
ATCC 33291. M (marcador de peso molecular de 50pb); C- (Controle negativo); C+ (Controle
positivo, C. jejuni NCTC 11351). ; LC, L4, L10, GC, G4, G10 (presencga de transcritos em todos

os tratamentos).
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206 pb

Figura 5: Gel de agarose demonstrando a presenca de transcritos do gene p19 por C. jejuni
NCTC 11351. M (marcador de peso molecular de 50pb); C- (Controle negativo); C+ (Controle
positivo, C. jejuni NCTC 11351). ; LC, L4, L10 (presenca de transcritos em todos os

tratamentos, exceto controle).

4. 4. Producao de transcritos por C. jejuni ATCC 33291

Todas as 12 amostras de C. jejuni ATCC 33291 mantidas no leite e
recuperadas apds submissdo aos diferentes tratamentos foram capazes de
produzir transcritos para os genes ciaB e dnaJ, independente do uso de pré-
tratamentos.

Dentre as estirpes recuperadas, somente uma, submetidas ao
tratamento a 4°C por 30 minutos pré-congelamento, imediatamente analisadas
(dia 0) e outra armazenada a -20°C por 30 dias ndo foram capazes de produzir
transcritos para os genes sodB e p19. Aos 60 dias de armazenamento foi

verificada a producéo destes genes por estas amostras (Tabela 5).

Tabela 5: Producdo de transcritos para os genes sodB e p19 por cepas de C.jejuni ATCC
33291 criopreservadas em leite UHT, com e sem submissé@o a pré-tratamentos a 4°C e 10°C

por 30 minutos antes do armazenamento a -20°C.

Producao de transcritos*
Gene sodB Gene p19

Dias a-202C Controle 4°C 10°C Controle 4°C 10°C

0 + - + + - +
30 + - + + - +
60 + + + + + +
90 + + + + + +

* andlise realizada em ftriplicata.
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Foi observada equivaléncia na transcricdo dos genes de adaptacédo ao
frio (sodB e p19) por C. jejuni ATCC 33291 criopreservada em leite,
demonstrando uma possivel interligacdo desses genes para essa cepa. A
transcricdo do gene sodB e p19 foi constante em todos os periodos de
armazenamento quando a cepa foi conservada no leite integral UHT nas
amostras controle e submetidas ao pré-tratamento de 10°C por 30 minutos
antes do congelamento. Quando o tratamento pré-congelamento foi 4°C, a
transcricao destes genes s ocorreu aos 60 e 90 dias de armazenamento.

A correlacado na transcricido dos genes sodB e pi19pela cepa ATCC
verificado neste trabalho esta de acordo com observacées de varios autores. O
gene sodB participa na resposta ao estresse oxidativo (PESCI; COTTLE;
PICKETT, 1994; PURDY et al.,, 1999) e ha uma clara ligagcdo entre esta
condicado e o ferro (PALYADA, 2004), ja que o aumento da concentracao de
ferro reprime a expressao de genes em defesa a este tipo de estresse
(BAILLON et al., 1999).

Nao foi encontrada na literatura explicacdo para que as cepas
submetidas a 4° C por 30 minutos pré-congelamento s6 transcrevessem estes
genes ap6s 60 dias a -20°C. E provavel que mecanismos intrinsecos do
microrganismo tenham regulado a transcricdo somente dos genes apds um
periodo maior em condi¢cdes ambientais desfavoraveis.

Os resultados obtidos mostram que para a cepa ATCC 33291,quando
em leite UHT integral, com congelamento imediato e a submissdo a pré-
tratamento a 10°C sdo mais adequado para a manutengdo da capacidade
transcricdo de genes de viruléncia e de adaptacdo ambiental avaliados neste
estudo do que o pré-tratamento a 4°C.

A producao de transcritos por C. jejuni ATCC 33291 criopreservadas em
neopeptona + glicerol 12% so6 foi possivel em trés cepas, todas imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido (dia 0).

Todas as trés amostras foram capazes de transcrever os genes ciaB e
dnad. Porém, na avaliagdo dos genes sodB e p19, relacionados a adaptacao
ao frio e aquisicdo de ferro, respectivamente, as amostras que nao foram
submetidas a tratamentos pré-congelamento (controles), os transcritos nao

foram identificados (Tabela 6).
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Tabela 6: Producao de transcritos para os genes sodB e p19, ciaB e dnadJ por cepas de C.jejuni
ATCC 33291 criopreservadas em neopeptona + glicerol 12%, com e sem submissdo a pré-

tratamentos a 4°C e 10°C por 30 minutos antes do armazenamento a -20°C (dia 0).

Tratamentos pré-congelamento

Genes Controle 4°C 10°C
sodB - + +
p19 - + +
ciaB + + +
dnad + +

RIVERA-AMILL et al. (2001) afirmaram que a expressao dos genes que
codificam as proteinas Cia esta sujeita a regulacdo ambiental e esta envolvida
na invasdo de células epiteliais (POLY; GUERRY, 2008). Poli et al. (2012)
submeteram cepas de C. jejuni a uma variagao de temperatura de 4°C para
37°C durante 24 horas e constataram, por meio da identificacao de transcritos
do o gene ciaB, que a capacidade de invasado nao foi afetada pela mudanca na
temperatura.

As proteinas oriundas do gene dnaJ apresentam uma importante funcao
na superacdo de variacbes bruscas de temperatura, de forma que o
microrganismo se torne capaz de sobreviver e adaptar-se as novas condi¢coes
térmicas (STINTZI, 2003). Apesar de a transcricdo desse gene ter sido
constante para esta cepa imediatamente ap6s o congelamento (dia 0), ndo
influenciou na manutencdo da integridade celular quando as cepas foram
criopreservadas em neopeptona + glicerol 12%. Nenhuma das amostras
mantidas neste crioprotetor foi recuperada na sua forma viavel apés a

manutencgéo a -20°C.

4. 5. Producao de transcritos por C. jejuni NCTC 11351

Um total de onze amostras C. jejuni NCTC 11351foi avaliado quanto a
producéo de transcritos. Destas, seis amostras foram criopreservadas em leite
e cinco em neopeptona + glicerol 12%.

Apesar de o niumero de cepas recuperadas na forma viavel ter sido
semelhante nos dois meios utilizados para a criopreservacao, a produgao de
transcritos das cepas mantidas em neopeptona + glicerol 12% foi menor que as
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mantidas em leite UHT integral. Ao analisar as cepas mantidas em neopeptona
+ glicerol 12%, a producéao de transcritos para todos os genes foi detectada nas
cepas imediatamente apds o congelamento em nitrogénio liquido (dia 0), mas
apods a manutencao a -20° C, sé foi observada em uma amostra congelada por
60 dias, que nao sofreu tratamento pré-congelamento (controle), e somente

para 0s genes para os genes ciaB e dnadJ (Tabela 7).

Tabela 7: Producao de transcritos por cinco cepas de C.jejuni NCTC 11351 criopreservadas em

neopeptona + glicerol 12%, discriminado por tratamentos e tempo de armazenamento a -20°C.

Transcritos

Gene sodB Gene p19 Gene ciaB Gene dnaJ

Dia Controle 4°C 10°C Controle 4°C 10°C Controle 4°C 10°C Controle 4°C 10°C

0 + + + + + + + + + + + +
30 + + - -
60 - - + +
90

Entre as amostras criopreservadas no leite UHT integral somente duas
amostras analisadas no dia 0 ndo produziram os genes sodB e p19. Estas
amostras nao sofreram pré-tratamento ao congelamento a -20°C (Tabela 8).
Este resultado indica que o pré-tratamento de estresse para essa cepa
criopreservada em leite estimula a producdo de transcritos de genes
relacionados a adaptagcdo ambiental. Este pode ser um comportamento
utilizado por outras cepas de C. jejuni para adaptar-se e se manter viavel em

ambientes desfavoraveis, mas ricos em proteinas e gorduras.

Tabela 8: Producao de transcritos para os genes sodB e p19 por seis cepas de C.jejuni NCTC
11351 criopreservadas em leite UHT integral, discriminado por tratamentos e tempo de

armazenamento a -20°C.

Gene sodB Gene p19
Dia Controle 4°C 10°C  Controle 4°C 10°C
0 - + + - + +
30
60 - + - +

90 + +
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O uso do leite UHT integral como crioprotetor associado a pré-
tratamentos antes do congelamento se mostrou superior a neoptona + glicerol
12% para garantir a expressao genética durante o0 armazenamento desta cepa.

A baixa transcricdo dos genes estudados por C. jejuni NCTC
11351 criopreservados em neopeptona-glicerol 12% deve servir de alerta aos
pesquisadores. Esta cepa é recomendada para utilizacdo como controle
positivo em avaliacées de varios genes de viruléncia (MELO et al., 2013) e,
portanto, para seu uso como controle das reacdes deve-se utilizar o primeiro
repique, ja que foi comprovado neste estudo, que ha inibicdo da producao de
transcritos de varios genes apés a manutengdo das mesmas a -20°C.

A baixa transcricido de genes por esta cepa leva também a outras
preocupacdes. E provavel que outras cepas isoladas de animais, humanos ou
alimentos se comportem de maneira similar quando mantidas a -20°C em
neopeptona + glicerol 12%. Assim, caso sejam estocadas para andlises
posteriores e haja necessidade de se avaliar genes de viruléncia, o DNA das
mesmas deve ser extraido antes do armazenamento, evitando resultados falso-
negativos. Uma estratégia nestas situacoes seria criopreservar as cepas em
leite UHT integral e submeté-las a pré-tratamentos, ja que mesmo neste
crioprotetor, trés amostras congeladas sem tratamento prévio nao foram
capazes de produzir os genes sodBe p19.

A interligacao na capacidade de produzir transcritos para os genes sodB
e p19 também foi verificada na cepa de C. jejuni NCTC 11351. Esta condicao é
mais evidente nas amostras criopreservadas em leite UHT integral, onde um
maior nimero de amostras estava viavel ap6s descongelamento. Isto concorda
com Palyada (2004) que descreve a ligacdo entre o ferro e o0 estresse
oxidativo, com o gene sodB participando desta condicdo. A transcricdo destes
genes nao foi observada nas cepas conservadas em neopeptona + glicerol
12% apds a manutencao a -20°C.

As dificuldades na recuperacao de células viaveis e a baixa transcricao
de genes em C. jejuni NCTC 11351 criopreservada em neopeptona+ glicerol
12% é provavelmente consequéncia da injuria. Nesta situacao € uma estratégia
adaptativa do género apresentar-se como VNC (viavel nédo cultivavel). ROWE
et al. (1998) afirmam que C. jejuni adquirem essa forma quando sao induzidas

pelo estresse térmico, pela escassez de nutrientes no meio e temperaturas
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baixas. Vale salientar que apesar de o congelamento reduzir os nimeros de
Campylobacter spp. quando presente em alimentos, ndo o0s elimina
completamente, podendo a bactéria assumir formas viaveis, mas nao
cultivaveis em condicoes ambientais adversas (DIMITRAKI; VELONAKIS,
2007; HUMPHREY; O'BRIEN; MADSEN, 2007).

A producao de transcritos para os genes sodB (adaptacéo ao frio) e p19
(aquisicdo de ferro) foi observada nas amostras submetidas aos pré-
tratamentos a 4°C e 10°C, mas ndo nas amostras controles (sem pré-
tratamento). Este resultado indica que o estresse térmico pré-congelamento
estimulou a producéo de transcritos para estes genes, e esta condi¢do, pode
acontecer também in vivo, ou seja, em alimentos contaminados por estes
microrganismos e mantidos nestas condicdes antes do congelamento. Apesar
disso, a producdo destes transcritos nao foi suficiente para manter os

microrganismos viaveis durante o0 armazenamento a -20°C por 30 a 90 dias.

4.6. Producao de transcritos por C. jejuni AL 2383

Vinte amostras de C. jejuni IAL 2383 foram avaliadas quanto a producao
de transcritos, destas, oito estavam armazenadas no leite € 12 em neopeptona
+ glicerol 12%.

A interligacao para a producdo de transcritos dos genes sodB e p19
(Tabela 9), comum as outras cepas estudadas nao foi verificada nas amostras
de C. jejuni IAL 2383. Esta cepa também demonstrou comportamento diferente

das outras estudadas quanto a eficiéncia do meio usado para criopreservagao.

Tabela 9: Presenca de transcritos dos genes sodB e p19 por 20 cepas de C. jejuni IAL 2383

recuperadas na forma viavel apdés manutengao em dois crioprotetores a -20° C.

Gene sodB Gene p19

Crioprotetor Dia Controle 4°C 10°C Controle 4°C 10°C

_ 0 - + + - - +
Leite UHT 30 i . ) )
Integral
60 - + + - + +
Neopeptona 0 i + - - + -
+ Glicerol 30 - + + + + +
12% 60 ) . . . ..
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90 - + + + + +

O uso de pré-tratamentos antes do congelamento, particularmente a 4°C
por 30 minutos mostrou-se eficiente e necessario para a producdo de
transcritos do gene sodB em ambos os crioprotetores. Para o gene p19, a
necessidade deste pré-tratamento foi mais evidente nas cepas armazenadas
no leite UHT integral.

A auséncia de transcritos do gene nas amostras ndo submetidas a
tratamentos pré-congelamento indica que a pré-adaptacdo a 4°C e 10°C
favorece a expressao dessa caracteristica. Esse fato pode ser visto como uma
estratégia desse agente na permanéncia no alimento submetido em condigcdes
de choque ao frio. O beneficiamento e armazenamento do leite e carne de
frangos podem representar exemplos de situacées similares, ja que no
processo produtivo ocorre uma etapa de resfriamento, que pode estimular a
transcricdo desse gene e/ou favorecer sua viabilidade.

Estudo realizado por Wouters et al.(1999) e Beales (2004) mostraram
resultados satisfatérios em cepas de Streptococcus thermophilus e
Lactococcus lactis quando submetidas a pré-tratamento antes do
congelamento. Lee (2004) também observou que a manutencao a 10°C por
quatro horas em Lactococcus lactis antes do congelamento, resultou em um
aumento da viabilidade das cepas. Estes estudos foram relacionados a
manutencdo da viabilidade e ndo a producdo de transcrito, ndo podendo,
portanto, ser diretamente relacionado aos resultados obtidos neste estudo.

As diferencas encontradas para essa estirpe pode estar relacionada ao
fato de ndo se tratar de uma cepa-padréao, como a NCTC e a ATCC, mas sim
de uma bactéria isolada de paciente clinico, que pode assumir carater distinto
de tolerancia a condicoes de adversas.

Outra caracteristica observada nesta cepa foi a capacidade de
adaptacdo quando criopreservada em neopeptona + glicerol 12%. Com
excecao do grupo controle na andlise do gene sodB, que nao apresentou
transcritos, e do tratamento a 4°C, que apresentou os melhores resultados,
todos os demais passaram a expressar todos os genes apdés 30 dias de
armazenamento (Tabela 9 e 10). De acordo com Mourik (2011) C. jejuni

desenvolveu um repertério de mecanismos especificos que permitem uma
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rapida adaptacdo metabdlica, além das alteracbes no crescimento e no

comportamento de acordo com os diversos ambientes.

Tabela 10: Presenga de transcritos dos genes ciaB e dnaJ por 20 cepas de C. jejuni IAL 2383

recuperadas na forma viavel apés manutencao em dois crioprotetores a -20° C.

Gene ciaB Gene dnaJ

Crioprotetor Dia Controle 4°C 10°C Controle 4°C 10°C

0 - - + - + +
Leite UHT
Integral (L) 30 i * * *
60 + + + + + +
0 - + - - + -
Neopeptona  3q + + + + + +
+ Glicerol
12%, 60 + + + + + +
90 + + + + + +

A producdo de transcritos do gene dnaJ aconteceu em todas as
amostras submetidas a pré-tratamentos. Pode-se observar que houve
incompatibilidade na transcricdo do gene de choque ao calor (dnaJ) em
detrimento ao de tolerancia ao frio (p79) nas cepas armazenadas em leite UHT.
Esta condi¢édo pode ser vista como um empecilho na viabilidade dessa cepa em
condicdes de resfriamento de alimentos de origem animal ricos em proteinas e
gorduras e explicar o fato de o leite nao ter sido superior a neopeptona na
manutencao dessa estirpe como observado para as outras cepas estudadas.

Varios estudos demonstram que a capacidade de expressdo de
caracteristicas de viruléncia como adesdo, invasao e produgédo de toxinas em
C. jejuni é cepa-dependente (VAN VLIET; KETLEY, 2001; FERNANDEZ;
GARCIA; VILLANUEVA, 2005). Provavelmente, caracteristicas de resisténcia
as condi¢cdes do meio, como a tolerancia ao calor e ao frio, também devem ser
afetadas nas diferentes cepas.

A transcricdo do gene ciaB nao apresentou diferengas marcantes
quando se compara ambos os crioprotetores e seus respectivos tratamentos.
Isso indica que a maneira de conservagao dessa cepa, avaliada neste estudo,
nao influencia no seu potencial invasivo.

A transcricdo de todos os genes estudados foi observada no ultimo dia
de analise, com excec¢ao do grupo controle para o gene sodB e p19, quando se

utilizou o leite como crioprotetor. Quando o crioprotetor foi o Glicerol 12% +
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Neopeptona, essa excecao foi verificada apenas para o gene sodB. Esse fato
evidencia mais uma vez o potencial adaptativo da cepa. De acordo com STINZI
e WHITWORTH (2003), em geral, a expressao de cerca de 13% do genoma
bacteriano € significativamente alterado no choque frio. Estes mesmos autores
afirmam que, apesar disso, Campylobacter apresenta mecanismos de
tolerancia e adaptacdo a baixas temperaturas que incluem a aquisicao ou
biossintese de moléculas protetoras, levando a alteracées da composicao
lipidica da membrana de forma a expressar caracteristicas que mantenham sua
viabilidade.

E provavel que a pré-adaptacéo a 4°C ou 10°C contribui na manutengao
de caracteristicas de viruléncia (ciaB), de desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia ao frio (sodB e p19) e de resisténcia a choques térmicos por altas
temperaturas (dnaJ) em C. jejuni IAL 2383.

No geral, observa-se que o leite UHT integral foi mais eficiente na
manutencdo das cepas analisadas. Quando armazenadas neste crioprotetor, a
viabilidade representou 91,7% do total de 36 cepas analisadas (Tabela 11). A
analise de producao de transcritos nas amostras foi feita para 26 amostras
mantidas em leite UHT integral, sendo que 19 (73,1%) transcreveram. Ja para
as cepas armazenadas em Neopeptona + Glicerol 12% foram testadas a
viabilidade de 36 amostras, das quais 19 (52,8%) permaneceram viaveis.
Quanto a producao de transcritos das cepas mantidas em Neopeptona +
Glicerol 12%, 20 foram analisadas e 13 (65,0%) cepas apresentaram

transcritos.

Tabela 11: Quantidade de cepas analisadas por crioprotetor quanto a Viabilidade e a Produgéo

de transcritos e os respectivos resultados.

Campylobacter jejuni
Crioprotetor Viabilidade Producgéo de transcritos
Analisadas 36 Analisadas 26
Leite UHT Integral Viaveis 33 (91,7%) Transcritos 19 (73,1%)
Analisadas 36 Analisadas 20

Neopeptona
Glinorn] 199 Vidveis 19 (52,8%) Transcritos 13 (65,0%)
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Recentemente, tem aumentado o numero de estudos objetivando a
deteccdo e expressao de genes de viruléncia, utilizando RT-PCR, em estirpes
de Campylobacter spp, mantidas sob uma variedade de condicbes de
crescimento. Os resultados destes estudos indicam que as mudancas nas
condicbes ambientais podem gerar uma variacao consideravel na capacidade
de expressdao dos genes (STINZI, 2003; PALYADA, 2004; STINZI,
WHITWORTH, 2003; MOURIK, 2011).

A regulacao dos diferentes genes é essencial para a manutencido da
sobrevivéncia de Campylobacter. O comportamento destes microrganismos
frente a diferentes condi¢cdes de cultivo pode demonstrar a capacidade desta
espécie modular o seu potencial de viruléncia de acordo com o ambiente
(MELO et al., 2013) e o conhecimento deste processo é de grande importancia
para estudos mais detalhados sobre epidemiologia e patogenia da
campilobacteriose (MARTINEZ et al., 2006). Além disso, esse conhecimento
permite entender os diferentes comportamentos nas transcricbes génicas, de
forma a determinar e explicar as diferencas observadas na patologia pelas
diversas estirpes (MOURIK, 2011).
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5. CONCLUSAO

Sabe-se que a Campylobacter é fragil e sensivel as condi¢cdes
ambientais, o que € facilmente observado pela dificuldade de seu
acondicionamento e manutencao em laboratérios.

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que a viabilidade e
capacidade de produzir de transcritos para os genes sodB, p19, ciaB e dnaJ
relacionados a adaptacao ao frio, aquisicéo de ferro, invasédo e termotolerancia
respectivamente, parecem ser cepa-dependentes. Porém, para sua
manutencdo em laboratério sob congelamento a -20°C, para estudos
posteriores ou uso como cepas-controle, a escolha do tipo de crioprotetor e uso
de tratamentos pré-congelamento podem auxiliar na manutencao da viabilidade
e na capacidade de produzir transcritos.

Em geral, o leite UHT integral foi mais eficiente na manutencao das
diferentes cepas, considerando todos os tratamentos efetuados antes do
congelamento para as diferentes cepas. Quando armazenadas neste
crioprotetor a maioria das cepas apresentou maior viabibilidade (91,7%) e/ou
producdo de transcritos (73,1%) quando comparada ao uso da neopeptona +
glicerol 12% (52,8% para viabilidade e 65,0% para producao de transcritos).

Quanto a utilizacdo de pré-tratamentos antes do congelamento, a
manutencao das cepas ATCC 33291, NCTC 11351 e IAL 2383 demonstraram
que seu uso pode favorecer na manutencdo da viabilidade das cepas de
Campylobacter e na produgcdo de transcrito ap6s manutencdo a -20°C em
comparacao ao controle (sem pré-tratamentos).

A utilizagcdo de um dos crioprotetores ou um dos tratamentos pré-
congelamento analisados neste estudo, isoladamente, ndo s&o capazes de
garantir a viabilidade ou a manutencdo da capacidade de produzir transcritos
pelas cepas de C. jejuni avaliadas. Quando a manuteng&o da viabilidade das
mesmas € essencial, faz-se necessario o uso das diferentes combinacées
crioprotetor/tratamentos para aumentar as chances de recuperacdo. Quando o
objetivo principal é a producdo de transcritos, a opg¢do para manter a
fidedignidade dos resultados é a extracdo imediata do DNA das estirpes
isoladas, que deve ser ainda, associada ao uso de um controle positivo em

primeiro repique.
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A analise da viabilidade e producado de transcritos sob as condicdes
estudadas no presente trabalho em cepas de Campylobacter selvagens sera
tema de estudos posteriores para confirmar se as variacdes observadas podem

ser vistas como cepa-dependentes.
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