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RESUMO

Avaliou-se a viabilidade e a presenca transcritos dos genes ciaB, dnaJ, p19 e sodB
por C. jejuni experimentalmente inoculada em leite UHT, apdés armazenamento
refrigerado por 0, 24 e 48 horas. Utilizou-se duas cepas de campo e duas de
referéncia em indculos de 10? e 10* UFC.mL™". C. jejuni foi recuperada em todos os
periodos analisados, porém a contagem das cepas de referéncia so6 foi possivel em
contaminacao de 10*UFC.mL™". O numero de células recuperadas nas cepas de
campo foi maior que nas de referéncia e houve diminuicdo nas contagens durante o
armazenamento condicionado ao inoculo inicial. A capacidade de transcrever os
genes apresentou diferengas pontuais entre cepas, concentragdes de inoculo e
periodos analisados. A transcricao dos genes ciaB (invasao), e dnadJ, p19 e sodB
(tolerancia ao estresse ambiental) n&o foi significativa entre as cepas, mas foi maior
no indculo de 10* UFC.mL™. A capacidade de C. jejuni se manter viavel em leite
UHT e a baixa dose infectante desta espécie para a infecgdo humana indicam que
ha perigo de adquirir campilobacteriose pelo consumo de leite, caso haja
recontaminacg&o posterior a abertura da embalagem. Sao necessarias boas praticas

na manipulacdo e armazenamento deste alimento.

Palavras chave: Campilobacteriose; Contaminacgao cruzada; ciaB, p19, sodB, dnadJ.



ABSTRACT

Were evaluated the viability and the ability to produce transcripts of ciaB, dnaJ, p19
and sodB genes by C. jejuni experimentally inoculated into UHT milk, after
refrigerated storage for 0, 24 and 48 hours. It was used two wild and two reference
strains in inoculum of 102 and 10* UFC.mL™". C. jejuni was recovered in all periods
analyzed, but the count of reference strains was only possible at contaminations of
10* UFC.mL™. The number of recovered cells of the wild strains was higher
compared to the reference ones and there was a decrease in the counts during the
storage conditioning to the initial inoculum. The ability to transcribe genes showed
slight differences between strains, inoculum concentrations and analyzed periods.
The transcription of the genes ciaB (invasion), and dnadJ, p19 and sodB (tolerance to
environmental stress) was not significant between the strains, but was higher in the
10* inoculum UFC.mL™. The ability of C. jejuni to remain viable in UHT milk, and the
low infectious dose of this species to human infection, indicates that there is danger
of acquiring campylobacteriosis by drinking milk, in case of a subsequent
recontamination after opening the package. It takes good practices in the handling

and storage of this food.

Keywords: Campylobacteriosis; Cross contamination; ciaB, p19, sodB, dnadJ.
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CAPITULO | - CONSIDERAGOES GERAIS

A qualidade microbiolégica dos alimentos oferecidos para a populagado é
primordial para reduzir os riscos de infec¢ao pelo seu consumo e uma das maneiras
mais eficazes de se garantir a inocuidade € o seu monitoramento por meio de
analises microbiolégicas. Casos e surtos de toxinfecgdes alimentares causam

prejuizos, pois colocam em risco a saude do consumidor (EFSA, 2010).

Campylobacter sao bactérias Gram negativas, pertencentes a familia
Campylobacteriaceae, sendo as espécies mais envolvidas em doengas alimentares
classificadas como termotolerantes por apresentarem temperatura o6tima de
crescimento entre 37 a 42°C e nao crescer em temperaturas inferiores a 30C
(DAMAS et al.,, 2010). Porém, podem suportar baixas temperaturas, como por
exemplo, a temperatura de geladeira (4 a 7°C), provavelmente, por meio de
mecanismos adaptativos (STINTZI e WHITWORTH, 2003).

Campylobacter &€ o agente etiologico bacteriano mais envolvido na
gastroenterite humana na Europa e nos Estados Unidos, excedendo cerca de trés a
quatro vezes outros patdgenos entéricos como Salmonella ou Escherichia coli
(WHO, 2012), sendo a espécie C. jejuni a mais prevalente (CDC, 2011; EFSA,
2013).

A campilobacteriose € uma zoonose geralmente assintomatica nos animais,
mas em humanos, pode provocar diarreia severa com muco e sangue, febre, dor
abdominal, nauseas, vOmitos, dores de cabega e musculares. Apesar das
complicagbes serem consideradas raras, C. jejuni € capaz de produzir quadros
clinicos extraintestinais como bacteremia, peritonite e endocardite (VILLANUEVA,
2005), assim como, desencadear doencgas autoimunes como a artrite reativa,
sindrome de Guillain-Barré (SGB) e outras neuropatias (ESTEVES et al., 2011).

No Brasil ainda ndo ha uma legislacdo que torne obrigatdria a pesquisa de
Campylobacter nos alimentos, e dessa forma, os casos sdo subnotificados. Assim,
apesar do aumento no interesse e publicagbes sobre estes micro-organismos, o
enfoque ainda € mais voltado para sua relagdo com aves e alimentos de origem

avicola.
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As aves seguidas dos suinos sé&o os principais reservatorios das espécies de
Campylobacer, no entanto, ndo sao as unicas fontes de infec¢cao para os humanos,
uma vez que 0s bovinos também sado reservatorios deste micro-organismo. Estes
podem ser uma fonte de contaminacdo para o leite, bem como seus subprodutos,
que quando ingeridos, podem ser potencialmente infectantes aos humanos
(ESTEVES et al., 2011).

O consumo de leite contaminado apds o processo de pasteurizacdo pode
causar campilobacteriose em humanos (BROUGH et al., 2011; MONTEIRO, 2011;
KOBAYASHI, 2012). Estudos demonstraram que C. jejuni é capaz de se manter
viavel em leite UHT (Ultra High Temperature) e leite pasteurizado (MONTEIRO,
2011), queijo branco frescal ; (MONTEIRO, 2013) e férmulas lacteas infantis
(PACHECO, 2014) experimentalmente contaminados e mantidos sob refrigeracéo. A
sobrevivéncia de Campylobacter durante os processos de manipulacdo do leite e
produtos lacteos pode estar relacionada a mecanismos adaptativos desse agente as

condi¢cdes de estresse ambiental (XIE et al., 2011).

O consumo de leite cru e seus derivados podem representar risco para a
infeccdo de humanos por Campylobacter, e mesmo apds o beneficiamento como a
pasteurizagdo ou esterilizacdo comercial, pode haver recontaminacgao.
Particularmente, durante a manipulagdo e preparo de alimentos no ambiente
doméstico, a contaminagéo cruzada pode ocorrer facilmente e representar perigo ao
consumidor (EFSA, 2013).

Sao0 necessarios mais estudos para avaliar o potencial do leite UHT e outros
lacteos como veiculo de Campylobacter spp, assim como, elucidar se a manutengao
em refrigeracédo pode influenciar na modulagéo da transcrigdo de genes de viruléncia
ou de adaptacdo ambiental. Deve ser investigado também, se 0 agente consegue se
manter viavel nesta matriz, se € uma caracteristica da espécie ou se é cepa

dependente, e ainda, se € um perigo ao consumidor.
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1.1. Campylobacter spp.

A familia Campylobacteraceae compreende os géneros Campylobacter,
Arcobacter, e Sulfurospirillum, além da espécie Bacteroides ureolyticus
(VANDAMME, 2000).

S&o de natureza zoondtica e morfologicamente correspondem a bacilos Gram
negativos curvos, de 0,2 a 0,8 ym de didmetro e 0,5 a 5uym de comprimento, ndo
esporulados, que em condi¢cdes de injuria podem adquirir a forma esférica e se
tornarem viaveis nao cultivaveis (VNC) (HAZELEGER et al., 1994; ROWE et al.
1998). S&o moveis por apresentar flagelos, o que permite seu movimento
caracteristico do tipo “saca rolha”. As colonias de Campylobacter geralmente séo
lisas, translucidas, acinzentadas, brilhantes, com bordas perfeitas, e em alguns
casos, podem também apresentar bordas irregulares e espalhadas com crescimento
em aspecto de filme (GODOI; GANDRA e GANDRA, 2010).

Nao crescem em aerobiose ou anaerobiose, sendo microaeréfilos estritos que
necessitam de 5 a 6 % de oxigénio para multiplicar-se. Sdo oxidase positiva e
catalase variavel. Nao utilizam acucares, obtendo sua energia de aminoacidos
(GONZALEZ, 2008; ROSSI et al., 2009).

1.2. Epidemiologia e saude publica

C. jejuni e C. coli sdo reconhecidos como os primeiros agentes relacionados a
gastroenterites em paises industrializados e o segundo ou terceiro naqueles em
desenvolvimento (EFSA, 2013). Além disso, C. jejuni é capaz de produzir quadros
clinicos extraintestinais como bacteremia, peritonite e endocardite, e em casos mais
graves, pode desencadear artrite reativa, sindrome de Guillain-Barré e outras
neuropatias (VILLANUEVA, 2005).

Varias espécies do género Campylobacter sao reconhecidas como patégenos
intestinais no ser humano, tais como C.jejuni, C. coli e C. upsaliensis (CRUSHELL,
2004).

C. jejuni € um micro-organismo enteropatégeno, que eventualmente pode

invadir o sistema circulatorio. A infecgdo se localiza no intestino delgado e grosso,
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onde a bacteria se adere ao epitelio e prolifera, expressando seus fatores de
viruléncia. O periodo de incubacédo € de um a sete dias, com uma média de trés
dias. Os sintomas incluem febre, cefaléia, mal estar e dor abdominal (ESTEVES et
al., 2011).

Em alguns pacientes a enfermidade se apresenta como uma diarreia
exudativa, muco sanguinolenta, com presenca de leucéticos fecais, ainda que em
outros a manifestacdo principal se restrinja a uma diarreia aquosa (FERNANDEZ,
2008).

A transmissao dessas bactérias ao ser humano se realiza por via fecal ou oral
pelo consumo de agua ou alimentos contaminados, ou mesmo, por contato com
animais reservatorios (SILVA et al, 2010; ESTEVES et al., 2011).

Apesar de principal via de infeccdo para o homem ser o consumo de
alimentos de origem avicola, crus ou insuficientemente cozidos, o consumo de leite
nao pasteurizado e seus derivados lacteos também sao vias de transmissdo da
bactéria (SNELLING et al., 2005; ESTEVES et al., 2011).

Outro ponto importante na epidemiologia de C. jejuni é o ambiente doméstico
onde podem acontecer deficiéncias na manipulacdo ou oportunidades de
contaminacao cruzada de alimentos (LINHARES, 2012).

Um dos estudos mais aprofundados realizados na América do Sul em relagéo
a frequéncia de isolamentos de espécies da familia Campylobacteraceae se realizou
no Chile (FERNANDEZ et al, 2007). Os autores analisaram 314 amostras fecais
provenientes de cées, bovinos, pardais, galinhas, patos e perus, das quais se
isolaram cinco espécies de Campylobacter (C. jejuni subsp. jejuni, C. jejuni subsp.
doylei, C. coli, C. lari e C. upsaliensis) e uma do género Arcobacter (A. butzleri). As
espécies mais frequentemente isoladas foram, C. jejuni subsp. jejuni (25,3%), C.coli
(18%) e A. butzleri (17,3%), as quais foram encontradas em todas as espécies
animais estudadas.

O fato dessas bactérias terem sido isoladas de todas as espécies animais
estudadas nao apenas confirma seu carater zoonético, como também a importancia
desses animais como reservatorios e eventuais fontes de infecgdo para o ser
humano (FERNANDEZ et al, 2007). Por outro lado, o fato de se ter isolado estas
bactérias de amostras fecais de aves destinadas ao consumo humano, ressalta
também a importancia destas aves como potenciais fontes de contaminacédo de

alimentos de origem avicola (carnes, produtos carneos e miudos), considerados
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importantes veiculos destas bactérias (LASTOVICA e SKIRROW, 2000;
FERNANDEZ et al., 2005).

1.3. Campylobacter spp. em leite e derivados

O leite e seus derivados sao alimentos de grande valor nutritivo, mas também
um excelente meio de cultura para bactérias. A falta de padronizagdo na fabricagao
de produtos lacteos, principalmente com a utilizagdo de leite cru como matéria-
prima, aliada a deficiéncia no sistema de fiscalizacdo, podem contribuir para a

ocorréncia de toxinfecgdes alimentares (DORES, 2013).

Além disso, o leite possui propriedades crioprotetoras que auxiliam na
sobrevivéncia de Campylobacter spp. e na criopreservacao em laboratorios
(MOURA, 2013). Isso ocorre devido a capacidade de alterar a fluidez da membrana
da célula (ANNOUS et al., 1999; CARVALHO et al., 2004) e pela contribuicdo do
calcio na estabilidade das enzimas celulares (BARACH et al., 1976).

O leite ndo pasteurizado é incriminado como uma das principais fontes de
surtos de infeccdo por Campylobacter (WOOD et al., 1992). Na década de 80 nos
Estados Unidos, foi verificado que mais de 1000 individuos foram infectados apos
consumirem leite cru, o que correspondeu a uma taxa de 45% de infectados (WOOD
et al.,, 1992). Um surto mais recente de campilobacteriose devido ao consumo de
leite cru no estado do Alasca, Estados Unidos, e resultou em 24 infectados no ano
de 2013 (CIEVS, 2013).

No Brasil, no estado de Minas Gerais, foi relatado um surto de infecgéo por C.
Jejuni, apos estudantes visitarem uma fazenda produtora de leite e consumirem o
produto contaminado. A taxa de infecgéo foi de 57,6% entre os que consumiram o
alimento, e o micro-organismo foi detectado nas fezes dos infectados (SILVA et al.,
2003).

Durante o processo de beneficiamento do leite, a pasteurizagdo & eficaz na
eliminacao dos patdgenos, inclusive C. jejuni. No entanto, & possivel ocorrer
recontaminacdo apos o beneficiamento por meio de tubulagbes, manipulacao,
transporte ou armazenamento inadequados (SANTOS; NOGUEIRA; CUNHA, 1995).
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Além disso, no ambiente doméstico ha diferentes oportunidades para a
contaminagdo cruzada (GORMAN et al.,, 2002). Desta forma, as boas praticas
durante e ap6s o processamento s&o essenciais para garantir um produto livre de

patdgenos, visando a seguranga do consumidor (PICOLI et al., 2006).

Um dos maiores surtos conhecidos envolvendo Campylobacter jejuni foi
relatado pelo Centers for Desease Control and Prevention (CDC, 2010), no estado
da Califérnia (Estados Unidos) em 2006. O surto envolveu onze presidios diferentes
e aproximadamente 1300 pessoas, dentre internos e funcionarios infectados e com
sintomas gastrointestinais. Na investigagdo da origem e causa do surto observou-se
que a unica ligagdo entre os onze presidios era a fazenda Deuel Vocational,
fornecedora de leite pasteurizado, que tornou este alimento o principal suspeito. A
fazenda teve suas atividades suspensas para coleta de amostras de leite
pasteurizado e swabs ambientais. As analises realizadas nos tanques de
armazenamento detectaram altas contagens bacterianas, no entanto, C. jejuni ndo
foi identificada, mas sua presenca foi detectada em quantidades elevadas nas fezes
dos infectados confirmando ser o agente responsavel pelo surto. Mesmo sem a
identificacéo, as autoridades apontaram o leite pasteurizado como a possivel causa,
uma vez que era a unica ligacdo significativa entre os diferentes pontos onde
ocorreram os surtos. Foi constatado que a contaminacdo do leite ocorreu apds o
processo de pasteurizagao, nos containers, tanques de armazenamento ou durante

0 envasamento.

Estudos utilizando contaminacdo experimental de C. jejuni em leite
pasteurizado, leite UHT e féormulas lacteas infantis demonstraram que este micro-
organismo € capaz de se manter viavel nestes alimentos por até 48 horas, mesmo
em armazenamento refrigerado. O mesmo ocorreu quando foram avaliados queijos
Minas frescal produzidos com leite artificialmente contaminado, onde estes micro-
organismos foram detectados nos queijos até quatro dias apds a fabricagdo. Estes
estudos demonstraram que ha perigo no consumo destes alimentos se houver
contaminagcdo pos-beneficiamento (MONTEIRO 2011, MONTEIRO 2013,
PACHECO, 2014).
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1.4. Genes de viruléncia e adaptagcao ambiental

A determinagdo dos efeitos ambientais sobre a viruléncia e transcricdo de
genes em patogenos de origem alimentar é objetivo de diversos pesquisadores
(BERGHOLZ et al., 2009; OLESEN et al., 2009; RIEU et al., 2010). Porém, pouco se
sabe sobre esses parametros em Campylobacter (MA et al., 2009; LIGOWSKA et al.,
2011; XIE et al., 2011).

Os principais mecanismos utilizados para a produgcdo de doengas pelas
espécies de Campylobacter spp. que causam gastroenterite sdo: adeséo, invaséo e
producao de toxinas (BABAKRANI & JONES, 1993). Estudos tém revelado que tanto
a adeséao quanto a invasao de Campylobacter na por¢ao intestinal sdo dependentes
de multiplos fatores (HANEL et al., 2004; GILBERT; SLAVIK, 2005; VAN DEUN et
al., 2008), que envolvem a motilidade, a quimiotaxia, a colonizagdo, a aquisicéo de
ferro e a producgédo de toxinas (KETLEY, 1997; WASSENAAR; BLASER, 1999).

A capacidade de Campylobacter sobreviver em leite e produtos lacteos,
mesmo em condicbes adversas como o resfriamento, pode estar relacionada a
mecanismos adaptativos desse agente as condigbes de estresse ambiental, pois
varias investigacdes tém relatado que os efeitos ambientais modulam a transcrigéo
de genes em patdégenos de origem alimentar (BERGHOLZ et al., 2009; OLESEN e
JESPERSEN, 2010; RIEU et al., 2010).

As espécies de Campylobacter sao capazes de sobreviver a uma grande
variedade de ambientes e de temperaturas, como agua a (25-30°C), alimentos
refrigerados (4-7C), trato intestinal de frango (4 2°C) e humano (37°C). Isto ocorre
devido a capacidade da bactéria em regular a expressdo génica em resposta as
condigdes adversas a que é submetida (STINTZI e WHITWORTH, 2003).

Os sistemas de respostas ao estresse sdo codificados por genes
reconhecidos como fatores-chave no aumento da resisténcia a essas condigdes,
caracterizados por possuirem diversas fungbes como protecdo contra danos ao
DNA, determinacdo de modificagbes morfologicas, viruléncia, osmoregulagao,
protecédo contra estresse oxidativo (LOEWEN e HENGGE-ARONIS, 1994; WEBER
et al., 2005), termotolerancia e resposta ao choque pelo calor e ao frio (VAN VLIET e
KETLEY, 2001).
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Os genes ciaB, dnaJ, sodB e p19, estdo relacionados aos mecanismos de
patogenicidade e de adaptacdo 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.

A transcricdo do gene ciaB esta envolvida na invasdo de células epiteliais
(POLY e GUERRY, 2008; CHANG et al.,, 2011). O gene ciaB codifica a proteina
CiaB de 73-kD que esta associada ao mecanismo de exportacdo da flagelina. Essa
proteina destréi microtubulos, promove a entrada da bactéria e permite a sua
mobilidade no interior da célula hospedeira (RIVERA-AMILL et al., 2001).

As proteinas oriundas do gene dnaJ apresentam uma importante funcao na
superacao de variagdes bruscas de temperatura, de forma que o micro-organismo se
torne capaz de sobreviver e adaptar-se a nova temperatura (STINTZI e
WHITWORTH, 2003). A temperatura pode constituir um estimulo importante para
Campylobacter, que pode usar o aumento da temperatura como sinalizador de
invasdo ao hospedeiro, no caso de seu reservatorio, o frango (temperatura interna
de 42 ) ou do hospedeiro humano (temperatura inte rna de 37 T). A expressao
diferencial de genes para estas duas temperaturas podem permitir que este micro-
organismo colonize seu hospedeiro de forma eficiente, levando ao comensalismo ou
patogénese (STINTZI, 2003). Ao superar uma elevacéo repentina de temperatura, a
bactéria deve ser capaz de sobreviver e se adaptar a nova temperatura (STINTZI,
2003).

Melo (2013) avaliou a presenca de transcritos de viruléncia dos genes ciaB e
dnaJ em cepas de C. jejuni, C. coli e Campylobacter spp. isoladas de carcagas de
frango resfriadas e congeladas. Entre os isolados, 57,1% apresentaram a
capacidade de produzir 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 diversas
propriedades para modular sua viruléncia e que algumas podem ser mais
patogénicas do que outras dependendo da situagdo que sao submetidas, portanto,

possuem capacidades diversas para causar doencga e lidar com o estresse.
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O gene p19 também esta relacionado ao controle do nivel de ferro intracelular
durante o estresse (BIRK, 2012), pois codifica uma proteina periplasmatica ferro-
dependente cuja funcéo é o transporte de ferro (PALAYADA et al., 2004).

O ferro € conhecido por catalisar uma ampla gama de reag¢des bioquimicas
essenciais para a maioria dos organismos vivos (ANDREWS et al., 2003). Por
exemplo, ele desempenha um papel crucial como um cofator na sintese de DNA,
bem como em reacdes de transferéncia de elétrons.

A biodisponibilidade do ferro em um ambiente de pH neutro e aerdbico no
hospedeiro mamifero ¢ limitada a 10"®M e 10*M, respectivamente. Este nivel esta
muito abaixo do minimo necessario para o crescimento bacteriano (10”'M) (BRAUN
e HANTKE, 2002). Em consequéncia, os micro-organismos tém desenvolvido
sistemas complexos para capturar eficientemente o ferro, regular sua aquisigcao, e
neutralizar seu excesso, para evitar a intoxicagédo (PALAYDA et al., 2004).

A transcricdo do gene sodB esta relacionada a um mecanismo de protecao
contra danos causados por radicais livres de oxigénio (STEINMAN, 1985; HOPKIN
et al., 1992). Além disso, este gene ativa-se em resposta ao estresse pelo frio em
Campylobacter (STINTZI e WHITWORTH, 2003), auxiliando na sobrevivéncia em
alimentos (PURDY et al., 1999) e em processos de congelamento e
descongelamento (STEAD e PARK, 2000). Estudo realizado por Stintzi e Whitworth,
2003 avaliou a resposta de C. jejuni ao choque frio induzido por 10 minutos partindo
da temperatura de 42 T para 37°, 32° 10°ou 4C. Em geral, 218 genes (13% do
genoma bacteriano) foram diferencialmente expressos, sendo que um deles foi o
sodB, comprovando sua relagdo com o estresse ao frio.

Stintzi e Whitworth (2003) estudaram o perfil de transcricdo dos genes p79 e
sodB e verificaram um aumento na transcricdo do gene sodB mediante ao choque
ao frio, sugerindo, que o estresse oxidativo € um componente da resposta ao
estresse pelo frio em Campylobacter. Além disso, os genes sodB e p19, 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 et al., 1992).

Monteiro (2013) estudou variagdes na transcricdo dos genes ciaB, dnaJ, sodB

e p19 por cepas padrdo de C. jejuni recuperadas de queijos Minas Frescal
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fabricados com leite artificialmente contaminado. O autor observou que a transcricéo

desses genes diminuiu apos o armazenamento refrigerado.
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ABSTRACT

Were evaluated the viability and the ability to produce transcripts of ciaB, dnadJ, p19
and sodB genes by C. jejuni experimentally inoculated into UHT milk, after
refrigerated storage for 0, 24 and 48 hours. It was used two wild and two reference
strains in inoculum of 10% and 10* UFC.mL™". C. jejuni was recovered in all periods
analyzed, but the count of reference strains was only possible at contaminations of
10* UFC.mL™. The number of recovered cells of the wild strains was higher
compared to the reference ones and there was a decrease in the counts during the
storage conditioning to the initial inoculum. The ability to transcribe genes showed
slight differences between strains, inoculum concentrations and analyzed periods.
The transcription of the genes ciaB (invasion), and dnaJ, p19 and sodB (tolerance to
environmental stress) was not significant between the strains, but was higher in the
10* inoculum UFC.mL™. The ability of C. jejuni to remain viable in UHT milk, and the
low infectious dose of this species to human infection, indicates that there is danger

of acquiring campylobacteriosis by drinking milk, in case of a subsequent
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recontamination after opening the package. It takes good practices in the handling

and storage of this food.

Keywords: Campylobacteriosis; Cross contamination; ciaB, p19, sodB, dnad.

RESUMO

Avaliou-se a viabilidade e a capacidade de produzir transcritos dos genes ciaB,
dnad, p19 e sodB por C. jejuni experimentalmente inoculada em leite UHT, apos
armazenamento refrigerado por 0, 24 e 48 horas. Utilizou-se duas cepas de campo e
duas de referéncia em inéculos de 10? e 10* UFC.mL™". C. jejuni foi recuperada em
todos os periodos analisados, porém a contagem das cepas de referéncia so6 foi
possivel em contaminacdo de 10*UFC.mL™". O nimero de células recuperadas nas
cepas de campo foi maior que nas de referéncia e houve diminuicdo nas contagens
durante o armazenamento condicionado ao inoculo inicial. A capacidade de
transcrever os genes apresentou diferencas pontuais entre cepas, concentragcbes de
inoculo e periodos analisados. A transcrigao dos genes ciaB (invasao), e dnadJ, p19 e
sodB (tolerancia ao estresse ambiental) nao foi significativa entre as cepas, mas foi
maior no inoculo de 10* UFC.mL™. A capacidade de C. jejuni se manter viavel em
leite UHT e a baixa dose infectante desta espécie para a infeccdo humana indicam
que ha perigo de adquirir campilobacteriose pelo consumo de leite, caso haja
recontaminacéo posterior a abertura da embalagem. Sdo necessarias boas praticas

na manipulagcdo e armazenamento deste alimento.

Palavras chave: Campilobacteriose; Contaminacao cruzada; ciaB, p19, sodB, dnadJ.
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Introducao

Campylobacter spp € considerado um micro-organismo exigente quanto a
nutricdo e fisiologia, pois nao utilizam acucares, obtendo sua energia de
aminoacidos (GONZALEZ, 2008; ROSSI et al., 2009), sdo microaerofilos, exigindo
atmosfera de 5 a 6 % para sua multiplicagdo (HUMPAREY; O'BRIEN; MADSEN,
2007), e sao também um mal competidores em relagdo a outras bactérias
(MURAOKA et al., 2011).

Apesar destas caracteristicas, € o agente bacteriano mais prevalente na
gastroenterite humana via consumo de alimentos (EFSA, 2013), demonstrando que
deve possuir estratégias para sobreviver em ambientes hostis.

Uma hipbtese aceita é a presenca de genes especificos e a capacidade de
transcrevé-los, que auxiliam na sua sobrevivéncia em condicbes de estresse
ambiental ou na sua habilidade de causar doenga no hospedeiro (STINTZI;
WHITWORTH, 2003; PALYADA, 2004; ZHENG et al., 2006). Estas caracteristicas
podem ser intrinsecas, adquiridas ou moduladas pelas condigdes ambientais, que
associadas a outras, justificam a alta prevaléncia de Campylobacter na
gastroenterite humana.

O leite ndo pasteurizado € uma fonte de infeccdo por Campylobacter aos
humanos, mas pouco se conhece sobre o perigo do consumo deste alimento ou do
leite UHT, ja beneficiados e recontaminados, para a saude humana. A
recontaminacédo pode ocorrer em diferentes oportunidades no ambiente doméstico
ou em cozinhas industriais apdés a abertura das embalagens por contaminacgéo
cruzada.

Objetivou-se verificar em leite UHT experimentalmente contaminado, a

viabilidade e a capacidade de produzir transcritos de viruléncia e resposta ao
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estresse por cepas de C. jejuni, durante o armazenamento refrigerado.

Materiais e Métodos

Leite UHT foi experimentalmente contaminado com C. jejuni em
concentragcdes de 102 e 10* UFC.mL™". Foram testadas quatro cepas, sendo duas
provenientes de bancos de cultura: cepa de referéncia NCTC 11351 (Microbiologics
®) e IAL 2383 (Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo, Brasil), isolada de pacientes
humanos durante um surto; e duas cepas de campo isoladas de alimentos: uma
oriunda de carcaga de frango congelado (CF47) e outra de pernil suino congelado
(PS11).

Imediatamente apds a inoculagcdo experimental e ap6s 24 e 48 horas de
armazenamento a 4-7°C, aliquotas foram avaliadas quanto a viabilidade de C. jejuni
e para a presenca de transcritos para os genes ciaB, dnaJ, p19 e sodB. Como
controle negativo foi utilizado leite UHT n&o inoculado e mantido nas mesmas

condigdes.

Processamento das cepas e do leite

A reativacao da cepa-padrao NCTC 11351 (Microbiologics ®) e da cepa IAL
2383 foi realizada conforme recomendacgao dos laboratérios fornecedores. As cepas
selvagens, que se encontravam criopreservadas em leite integral foram
descongeladas em temperatura ambiente e transferidas (200uL) para caldo Bolton
(Oxoid), incubado a 37°C por 48 horas em atmosfera de microaerofilia (5% a 15% de

oxigénio e 10% de gas carbdnico) (Probac do Brasil®) (Probac do Brasil®).
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As cepas reativadas foram semeadas em placas de agar
CampylobacterBlood-FreeSelectiveMedium (m-CCDA) (Oxoid®) e incubadas a 37°C
por 48 horas em atmosfera de microaerofilia (Probac do Brasil®).

Apdbs incubacéo, coldnias isoladas foram transferidas para tubos contendo
10mL de solugdo de NaCl 0,85% estéril em quantidade suficiente para atingir
turbidez de 0,5 na escala de McFarland. Estes cultivos foram utilizados para as
inoculagdes experimentais.

Os leites UHT de mesma marca obtidos no comércio foram previamente
analisados quanto a presenca de C. jejuni (ISO, 2006) e submetidos a quantificacéo
de bactérias mesdfilas (Silva et al., 2007), e apds, subdividido assepticamente em
trés porcdes de 100mL (dois para grupo teste inoculados com 10 e 10* UFC.mL" e
um controle negativo). Este procedimento foi realizado para cada uma das quatro
cepas.

Apds contaminacdo experimental e homogeneizagcdo, as amostras foram
mantidas em refrigerador domeéstico (4°C a 7°C). Aliquotas foram amostradas
imediatamente apoOs inoculagdo e depois do armazenamento por 24 horas e 48
horas para analises. Foram realizadas quatro repeticbes para cada uma das cepas,

sendo em cada uma delas utilizada um lote diferente de leite.

Analises

Para verificar a viabilidade de C. jejuni nas amostras inoculadas foi realizada
a quantificagdo em placas (ISO, 2006b), mas uma aliquota foi paralelamente
submetida ao pré-enriquecimento. Quando n&o havia recuperagdo de colbnias,
dava-se procedimento a técnica de avaliacdo da presencga/auséncia (ISO, 2006a).

Todas as analises foram realizadas em duplicata.
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A quantificacdo de Campylobacter spp. foi realizada de acordo com as
recomendagdes da ISO (2006b), com modificagbes. As amostras eram submetidas a
diluicbes decimais seriadas em agua peptonada 0,1% (DIFCO), semeadas na
superficie de agar m-CCDA (OXOID®) e incubadas a 41,5 °C por 44 horas+4 horas
em jarras de anaerobiose em condi¢cdes de microaerofilia (Probac do Brasil®). As
colénias foram contadas, e no minimo trés de cada placa selecionadas para
confirmagdo do género utilizando coloragdo de Gram modificada (uso da
carboxifuccina substituindo a safranina) e teste da catalase. A confirmagdo da
espécie foi realizada por PCR, de acordo com a técnica e primer C1
(CAAATAAAGTTAGAGGTAGAATGT) e C4 (GGATAAGCACTAGCTAGCTGAT)
descritos por Harmonet al. (1997). Os numeros de C. jejuni por UFC.mL™" foram
calculados multiplicando o numero de coldnias pela reciproca da diluigao utilizada
considerando as normas contidas no Compedium (Kornacki e Johnson, 2001).

Paralelo a quantificacdo, 10mL das amostras foram pré-enriquecidas em
90mL de caldo Bolton (Oxo0id®), e incubadas a 37°C por 4 a 6 horas e 41,5°C por 44
horas * 4 horas (ISO, 2006b). Se houvesse crescimento de colénias na
quantificacéo, este material era descartado, e na auséncia, era semeado em placas
de m-CCDA (Oxoid®). Ap6s incubacédo e confirmagdo das colbnias nas mesmas
condigdes ja descritas, o resultado era reportado como presencga/auséncia.

Para verificar a transcricdo dos genes ciaB (invaséo), dnaJ (termotolerancia),
p19 (transporte de ferro) e sodB (resisténcia ao estresse oxidativo) utilizou-se a
técnica do RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction), conforme
recomendacgdes de Li et al. (2008). Todas as analises foram realizadas em duplicata.

A extracdo do DNA foi realizada diretamente de 2mL cada amostra de leite,

que apos transferéncia para microtubos, foi centrifugado a 12.000xg por dez minutos
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a 4°C. Ao pellet obtido foi adicionado 1mL de Trizol (Invitrogen®), que foi
homogeneizado em vortex até ser disperso na solugdo. Apods a adicao de 200uL de
cloroférmio (Isofar®), homogeneizagdo em vortex e centrifugacao a 12.000xg por 15
minutos a 4°C, a parte aquosa foi transferida para um novo microtubo, adicionada de
500uL de isopropanol (Dinamica®), novamente homogeneizada e centrifugada a
12.000xg por 10 minutos a 4°C. Ao pellet formado foi adicionado 1mL de etanol 75%
(Dinamica®) e ap6s homogeneizacédo e centrifugacdo a 7.500xg por 5 minutos a
4°C, o sobrenadante foi desprezado.

Os pellets de RNA foram secos a temperatura ambiente para serem diluidos
em 20uL de agua DEPC (Invitrogen®). Para a quantificagdo do RNA utilizou-se o
espectrofotbmetro Nanodrop (ThermoScientific®), em comprimento de onda de
230nm, observando sempre a relagédo 260/280 para verificar a integridade do RNA
(relacao entre 1,8-2,0).

Para transcricdo reversa utilizou 1uyg de RNA total (200ng/uL), 10 U de
inibidor de RNase, 40 U de MMLV-RT (AmershamBiosciences), 1X de Tampéao da
MMLV-RT (AmershamBiosciences), 200 uyM de dNTPs (dGTP, dATP, dTTP e
dCTP), 126 pmoles de oligonucleotideoshexameros como primersrandémicos
(Invitrogen®) e 20 yL com agua DEPC (Invitrogen®). A solug¢ao foi mantida a 37TC
por uma hora.

Posteriormente 3uL do cDNA foi utilizado para a reagdo de amplificacdo de
25uL, composta por: 0,625U de Tag DNA polimerase, 5 mM MgClI2, 200 uM dNTPs
e 4 picomoles de cada primer (Invitrogen®). O controle positivo, C. jejuniNCTC
11351 foi utilizado em todas as reacdes de amplificacdo e o controle negativo foi
composto de agua ultrapura estéril, adicionada a mistura de reagédo, em substituicao

ao DNA alvo. A sequéncia dos primers esta descrita na Tabela 1.
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Tabela 1: Primers utilizados para verificar a producao de transcritos dos genes ciaB, dnaJ,
p19 e sodB por C. jejuni.

Genes Sequéncia 5’ 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

A amplificacéo realizada em termociclador (Eppendorf) obedeceu aos ciclos: 1
ciclo inicial a 94T por 3 minutos e 45 ciclos de a mplificacdo: desnaturacao a 94C
por 15 segundos, anelamento a 51T por 20 segundos e extensédo a 72T por 20
segundos; e um ciclo de extensao final a 72T por 3 minutos.

A separacao dos produtos amplificados foi realizada por meio de eletroforese
em gel de agarose a 1,5% (Affymetrix®), utilizando o tampé&o de corrida TBE 0,5x 30

(Invitrogen®) e como padrdo de massa molecular o marcador de 50pb (Invitrogen®).

Delineamento experimental e analise dos resultados

Os procedimentos utilizados sao os descritos em Triola (1999) e Ayres et al
(2007). Utilizou-se para a analise a ferramenta Action (2015) e o programa R (R
Development Core Team, 2015), adotando-se significancia de 5%.

O experimento foi delineado de forma inteiramente ao acaso em esquema

fatorial com dois indculos, quatro cepas, trés tempos de avalicdo e quatro
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repeticbes. Para verificar a normalidade dos residuos foi utilizado o teste de
Anderson-Darling. Apo6s utilizou-se os testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis
para a comparagao de mais de dois grupos ou o teste de Mann-Whitney para a
comparacao de dois grupos. O teste de qui-quadrado foi utilizado para avaliar as

variaveis quantitativas.

Resultados e Discussao

Em todos os lotes de leite UHT utilizados para a inoculagdo das quatro cepas
de Campylobacterjejuni ndo foram detectadas bactérias heterotréficas mesofilas.
Esse resultado ja era esperado, uma vez que o leite UHT (ultra hight temperature)
nao contém micro-organismos capazes de multiplicar em condicbes normais de
armazenamento, devido ao seu beneficiamento em temperaturas ultra-altas, de 130-
150°C (Brasil, 1997).

N&o houve crescimento de bactérias meséfilas ou Campylobacter spp em
nenhum periodo analisado nos controles negativos.

As cepas de campo de C. jejuni (CF 47 e PS 11) mantiveram-se viaveis e
cultivaveis durante os trés periodos avaliados (Oh, 24h e 48h), independente do
numero de células utilizadas para a inoculagédo experimental. O mesmo n&o ocorreu
com as cepas de referéncia, em que a contagem s6 foi possivel apds
armazenamento refrigerado quando contaminadas com 10*UFC.mL™", demonstrando
que o numero de células recuperadas foi dependente da contaminacéo inicial. Nas
cepas de referéncia (IAL 2383 e NCTC 11351) inoculadas com 10°UFC.mL™", n&o foi
possivel estabelecer os numeros de C. jejuni apds o armazenamento refrigerado por
24 e 48 horas (Tabela 2), porém, a passagem prévia por meio de pré-
enriquecimento antes do plagueamento permitiu a recuperacado destas cepas em

todos os periodos analisados.
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A cepa que apresentou maior contagem média em ambas as concentra¢des
de inéculo e nos diferentes periodos analisados foi a cepa de campo isolada de
suino, a PS11, seguida da cepa isolada de carcaga de frango, a CF47. A cepa PS11
também foi a unica que manteve contagens maiores que 500 UFC apos 24 e 48
horas de armazenamento refrigerado, que é considerada a dose infectante de
Campylobacter para humanos (lvanovic, 2012), e somente nas amostras inoculadas
com 10°UFC/mL.

A analise estatistica dos dados demonstrou diminuicdo nas contagens
durante o armazenamento refrigerado, porém as redugdes nado foram idénticas entre
as diferentes cepas, e sim pontuais, e condicionadas ao numero de células
inoculadas inicialmente, indicando que, esta caracteristica é cepa dependente e

relacionada a contaminacgao inicial.

Tabela 2. Contagem de C. jejuni (UFC mL™)* em leite UHT contaminado experimentalmente
e mantido sob refrigeragdo de 4-7 T por 0, 24 e 4 8 horas.
Contagem (UFC.mL")

Periodo Inéculo 10°® Inéculo 10°®
PS CF47 IAL NCTC PS11 CF47 IAL NCTC
11 2383 11351 2383 11351

Oh  1,2x10° 6,5x10" 1,0x10" 2,2x10°  1,9x10" 1,8x10° 3,0x10° 1,0x10°
24h  4,5x10" 2,0x10" <1x10° <1x10°  1,8x10" 3,0x10° 6,0x10' 1,0x10?
48h  6,0x10° 4,5x10° <1x10° <1x10°  4,6x10% 1,8x10° 6,0x10° 1,3x102

* resultados médios de quatro repeticbes em duplicata. Cepas de campo: PS11 — isolado de pernil
suino; CF47 — isolado de carne de frango; NCTC 11351 e IAL 2383 — cepas de referéncia. a e b.
Letras diferentes nas colunas indicam diferenca significativa (p<0,05).

A reducdo nas contagens ao longo do armazenamento refrigerado foi
acentuada ja nas primeiras 24 horas em leite contaminado com 102 UFC.mL™" com
as cepas de referéncia, mas também foram reduzidas nas cepas de campo. Ja no
indculo de 10* UFC.mL™, as contagens permaneceram semelhantes ao longo do

armazenamento, com exce¢ao da cepa de referencia IAL que apresentou reducéo
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de 4 ciclos Log em 24 horas e mais um ciclo Log em 48 horas. Estes resultados
diferem parcialmente dos obtidos por Monteiro (2011), que também utilizou leite UHT
contaminado com a cepa ATCC 33291, e verificou pequena reducdo nas contagens
ap6s armazenamento refrigerado por periodos de 24 e 48 horas, mesmo em inoculo
de 10" UFC.mL™".

A reducao nas contagens de C. jejuni ao longo do armazenamento refrigerado
em contaminacéo inicial de 102 concorda com estudos anteriores que mostram que o
numero de células viaveis deste micro-organismo é reduzido em temperatura de 4T
(Haddadet al., 2009; El-shibiny et al., 2009; Eideh et al., 2011). Essa diminuigc&o esta
relacionada, provavelmente, ao fato de que varias atividades biologicas ficam
comprometidas nessas condigdes, incluindo a sintese de proteinas, o consumo de
oxigénio, a atividade de catalase, a geracdo de ATP e a motilidade (Haddad et al.,
2009).

A detecgao de contagens superiores a 1,0 UFC.mL™" e da recuperagdo das
cepas em todos os periodos analisados mostra um perigo potencial ao consumo,
considerando que a dose infectante de 500 células pode ser atingida facilmente,
dependendo do volume ingerido.

A contaminacdo do leite UHT por esse micro-organismo, fato que pode
ocorrer nas residéncias ou restaurantes apos a abertura das embalagens, pode
tornar este alimento uma fonte de infeccdo para os humanos, dependendo do
numero de células e origem das cepas, uma vez que cepas de campo mostraram-se
mais resistentes ao armazenamento refrigerado.

A manipulacdo, o contato com outros alimentos de origem animal in natura e
o0 armazenamento inadequado podem ser oportunidades de contaminacao do leite

por Campylobacter. A auséncia de micro-organismos competidores no leite UHT
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também pode contribuir para a manutencdo do agente. Esta afirmag&o concorda
com os obtidos por Monteiro (2011), que analisou leite UHT e pasteurizado
contaminado com concentragdes de 10" a 10* UFC.mL™" de C. jejuni (ATCC 33291) e
observou que, devido a caracteristica de ma competidora, a viabilidade de C. jejuni
foi menor em leite pasteurizado.

Além disso, outros estudos que utilizaram contaminagdo experimental com
cepas de referéncia de C. jejuni em leite e fédrmulas lacteas apdés o processamento
verificaram que o micro-organismo € capaz de se manter viavel em numeros maiores
que 10" apds 48 horas de armazenamento (Monteiro 2011; Pacheco, 2014).

A capacidade de C. jejuni sobreviver a condi¢cbes desfavoraveis também foi
demonstrada em um estudo que utilizou leite contaminado experimentalmente com
10°UFC.mL™ para a fabricacdo de queijos do tipo frescal. As cepas de referencia
NCTC 11351 e IAL 2383 foram recuperadas dos queijos até quatro dias apos a
fabricacdo em numeros superiores a 102UFC.g™" (Monteiro, 2014).

Assim, além da interferéncia das caracteristicas intrinsecas das cepas de C.
Jejuni, € provavel que o tipo de substrato (matriz alimentar) também possa interferir
em sua sobrevivéncia. Ha relato de acéo crioprotetora do leite para C. jejuni,
Carvalho et al. (2004) afirma que o efeito crioprotetor do leite & devido a alteragdo na
fluidez da membrana da célula ou pela contribuicdo do calcio na estabilidade das
enzimas celulares.

A presenca de transcritos para os genes ciaB, dnaJ, sodB e p19 pelas
diferentes cepas de C. jejuni ao longo do armazenamento refrigerado esta descrita

na Tabela 3.
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Tabela 3. Produgéo de transcritos (%) por quatro cepas de C. jejuniinoculadas em leite UHT
com 10% e 10* UFC.mL"

Leite UHT

Genes o P PS11 IAL 2383 CF47 NCTC 11351
10° 10 10° 10" 10° 10 10° 10"

ciaB _ Oh  100% 100% 25% 100% 50% 50%  25%  100%
24h  25%  50% 25% - 75% 100% -  100%

48h  75%  100% 75% 100% -  75% - 100%

dnaJ Oh  50%  50% 50% 50% 25% 75%  50%  75%
24h . - 25% - 25% 100% 75%  100%

48h  25%  50% 25% 50%  50% 100% - 100%

p19  Oh  100% 100% 25% 100% 25% 50%  50%  50%
24h  100% 100% 25% 100% -  100% -  100%

48h  50%  100% -  100% 25%  50% - 100%

sodB___ 0Oh - - 3 - - - 25%  75%
24h . - 50% - - 50% - 50%

48h ; ; ; - - - - 100%

Inéculos de C. jejuni: Cepas de campo: PS11= isolado de pernil suino congelado; CF= isolado de

carcaca de frango congelado; Cepas de referéncia: IAL 2383(Instituto Adolfo Lutz, S&o Paulo, Brasil);
NCTC 11351 (Microbiologics ). (-) Sem produgéo de transcritos.

A capacidade de transcrever os genes apresentou diferengas pontuais

quando se comparou cepas e 0s periodos analisados. Porém, ao avaliar a

concentragédo do indculo constatou-se que amostras com maior numero de células

apresentaram maior capacidade de transcricdo génica. O favorecimento da

transcricdo em maior contaminacgdo inicial concorda com Gerry (2007) e Lodge

(2007), que afirmam que a codificacdo de proteinas que auxiliam na manutencao e

expresséo de caracteristicas de viruléncia de Campylobacter é favorecida em maior

quantidade de células.



302

303

304

305

306

307

308

309

310

311

312

313

314

315

316

317

318

319

320

321

322

323

324

325

326

45

N&o houve diferencga significativa (p>0,05) na capacidade de transcricao do
gene ciaB entre as cepas e entre os periodos de avaliacdo. De forma geral, as
porcentagens para este gene foram elevadas em todas as cepas ao longo do tempo,
demonstrando que apesar das condigbes de injuria, as cepas mantiveram seu
potencial de viruléncia por meio da invaséo celular.

A cepa NCTC 11351 apresentou maior capacidade de transcricdo do gene
dnadJ quando comparada com a PS11. Os transcritos deste gene estao associados a
tolerdncia ao aumento da temperatura no microambiente e injuria (Konkelet al.,
1999; Stintzi, 2003), e provavelmente, esse fato pode ter auxiliado na maior
viabilidade da cepa NCTC no estudo. As demais cepas apresentaram variagoes
pontuais tanto no aumento (CF47) quanto na diminuigdo (IAL2383) da capacidade
de transcrig&o para este gene.

O gene p19 codifica uma proteina periplasmatica ferro-dependente cuja
funcdo é o transporte de ferro (Palyada, 2004) e a regulagédo desta proteina indica
uma forma de controlar o nivel de ferro intracelular durante o estresse (Birk, 2012). A
cepa PS 11, foi a unica que produziu transcritos para este gene em todos os
periodos analisados.

O conteudo de ferro nos alimentos € um fator limitante para a multiplicagao de
varias bactérias, porém o excesso deste nutrirente pode resultar em radicais tdxicos.
Em contrapartida, para evitar a toxicidade do ferro, micro-organismos devem atingir
uma homeostase do ferro eficaz regulando firmemente a expresséo de genes que
codificam proteinas envolvidas na aquisicdo e metabolismo em resposta a sua
disponibilidade (Ratledge e Dover, 2000). O leite ndo é nutricionalmente uma boa
fonte de ferro aos humanos, porém, o teor de 0,07 ug/mL, é superior aos exigidos

pela maioria da bactérias (Dominguez, et al., 2001). Assim, € provavel que o sistema
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de controle seja ativado quando micro-organismos como Campylobacter estejam
presentes no leite.

O gene sodB foi 0 menos transcrito por todas as cepas. A exce¢do cabe a
cepa NCTC 11351 inoculada na concentragdo de 10* UFC no leite, cuja transcricdo
foi detectada em porcentagens elevadas (100%). Isso indica que a cepa apresentou-
se mais adaptada sob o estresse oxidativo ao qual foi submetida em reduzidas
temperaturas. Dessa maneira, a viabilidade e, principalmente, a manutengdo nas
contagens bacterianas observadas ao longo do tempo (tabela 2), coincidindo com a
transcricdo deste gene, pode estar diretamente relacionada ao seu maior pontencial
de adaptacéo.

A tradugéo da proteina sodB desencadeia um mecanismo de defesa celular
ao estresse oxidativo, decorrente do choque ao frio. Este gene protege
especificamente os componentes celulares, incluindo varias enzimas
citoplasmaticas, o DNA, e os fatores de membrana, contra danos causados por
radicais livres de oxigénio (Stintzi; Whitworth, 2003).

Este estudo concorda com a afirmacgao de que a transcricdo de genes por C.
Jejuni é variavel conforme as condi¢cdes a que sdo submetidas (Hendrixson, 2006;
Wdsten et al., 2006; Garénaux et al. (2008); Wdsten et al., 2010; Mourik, 2011),
apoiando a ideia de que a regulacdo dos genes é essencial para a manutencéo da

sobrevivéncia de C. jejuni.

Conclusao
Ha perigo de infec¢do por C. jejuni pelo consumo de leite UHT recontaminado
ap6s processamento, condicionado a contaminacao inicial, cepa contaminante e

volume ingerido. Boas praticas na manipulagdo e armazenamento do leite UHT
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devem ser observadas ap0s a abertura da embalagem para prevenir a

recontaminacgao.
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Escopo da revista

A partir do dia 01/01/2015 o Brazilian Journal of Microbiology
(BIM) aceitara manuscritos que versem sobre genoma de
microrganismo sequenciado recentemente. Eles seréao
publicados na secao "Genome Announcement". O objetivo
desta secdo é permitir que autores do sequenciamento
informem aos leitores do BJM sobre um genoma que esta
disponivel e qual seria o interesse para a comunidade
cientifica. O publicagdo ndo impedira a futura publicagdo de
um artigo cientifico completo no BJM ou em outra revista.

Escopo da segao "Genome Announcement” no BIM:

e Os autores da publicagdo deverao ser os mesmos ou
na sua maioria dos contidos no depdsito da sequéncia
do genoma;

e A sequéncia do genoma deve estar disponivel para o
publico no DDBJ / EMBL / NCBI dados GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), no momento
do envio do manuscrito para o BJM. O ndamero de
acesso valido no GenBank para o genoma, deve ser
claramente indicado no manuscrito;

e As sequéncias completas de plasmideos circulares
serdo aceitas sem lacunas;

e As sequéncias de nucleotideos que se refere o
“announcement” , deve cobrir pelo menos 95% do
tamanho do genoma esperado para o organismo;

e Serdo considerados para publicagdo depdsitos
completos feitos no GenBank e gapped cromossomos
(scaffolded) do genoma. Para tais depositos é
preferivel ter uma anotacdo funcional.

e O manuscrito enviado para a segdo "Genome
Announcement” deve conter no maximo 500 palavras
no corpo do texto e um resumo de 150 palavras;

e Os autores devem indicar claramente a origem da
cepa microbiana, a importéancia de ter sequenciado o
genoma e os beneficios que o campo da microbiologia.

e O texto deve conter a metodologia utilizada no
sequenciamento, incluindo o nimero e tamanho das
leituras geradas, métodos de montagem utilizado, as
medidas tomadas para gerar os scaffolds e para fechar
0 genoma, quando aplicavel. Além disso, informar
quais métodos serdo utilizados para anotacgdo e
curadoria se for o caso.

A revista Brazilian Journal of Microbiology, editada pela
Sociedade Brasileira de Microbiologia, publica artigos
originais, e trabalhos de revisao que cobrem todos os
aspectos da Microbiologia. Ndo sdo cobradas taxas para
publicacdo de artigos.
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As seguintes categorias de artigos sdo aceitas para publicagao
no Brazilian Journal of Microbiology:

e Artigos Originais: reportam resultados cientificos
originais que ainda néo tenham sido publicados em
outro periédico;

e Artigos de Revisdo: abordam temas ligados a
microbiologia em geral e de amplo interesse da area.

Seu manuscrito deve ser escrito em inglés claro e
compreensivel.

Se vocé tiver duvidas sobre o nivel de inglés do seu texto,
vocé pode optar por ter o seu manuscrito editado
profissionalmente por um nativo da lingua inglesa ou por um
servico de editoracgédo cientifica antes da submissdo do seu
manuscrito. Todos os servigos devem ser organizados e pagos
pelo autor, e o uso de um desses servigos ndo garante a
aceitagdo ou preferéncia para publicagdo do manuscrito. No
caso de o autor ser um nativo da lingua inglesa, por favor,
substituir o certificado de Inglés por uma carta de
justificativa.

E um prazer aceitar o seu trabalho para ser publicado na
Revista Brasileira de Microbiologia. No entanto, s sera
publicada uma vez revisada a versao final do texto em Inglés.
Por favor, envie o texto revisado e o certificado emitido pelo "
American Journal Experts ".

e American Journal Experts:
http://www.JournalExperts.com?rcode=BSM1

SECOES

Microbiologia Industrial:
Fermentacao Bacteriana

e Biossintese e bioconversdo de produtos naturais,
como: antibidticos; xenobidticos e macromoléculas
produzidas por bactérias.

e Aspectos moleculares de biotecnologia bacteriana.
Fermentacgdo Flngica

e Biossintese e bioconversdo de produtos naturais,
como: antibidticos; xenobidticos e macromoléculas
produzidas por fungos.

e Aspectos moleculares de biotecnologia fungica.

Microbiologia de Alimentos:
Tecnologia de Alimentos
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e Aplicacdes de microrganismos (bactérias e fungos) na
producgdo de alimentos.

Seguranca e Qualidade dos alimentos
e Doengas de origem alimentar.
e Deterioragdo de alimentos.

e Ecologia microbiana em alimentos.

Microbiologia Médica:
Patogénese Bacteriana

e Bases genéticas, bioquimicas e estruturais da
patogénese bacteriana.

Patogenicidade de Fungos

e Bases genéticas, bioquimicas e estruturais da
patogénese fungica.

Microbiologia Clinica:
Bacteriologia

e Estudos sobre bactérias de importancia médica.
Micologia

e Estudos sobre fungos de importancia médica.
Virulogia

e Estudos sobre virus de importancia médica.

Microbiologia Ambiental:
Ecologia Microbiana

e Ecologia de grupos microbianos naturais; diversidade
microbiana de ambientes naturais, como agua, solo,
sedimentos e organismos superiores.

e Interagdes microbianas.
Biotecnologia

e Aspectos ambientais de saude publica.

e Biodegradacao.

e Biorremediacao.

e Consideragdoes ambientais para microrganismos
geneticamente modificados.
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Fisiologia de Fungos

e Bioquimica de fungos, biofisica, metabolismo,
estrutura celular, respostas a fatores de estresse,
crescimento, diferenciacdo e outros processos
relacionados.

Fisiologia de Bactérias

e Bioquimica de bactérias, biofisica, metabolismo,
estrutura celular, respostas a fatores de estresse,
crescimento, diferenciagdo e outros processos
relacionados.

Genética e Biologia Molecular de Fungos

e Genética de fungos, biologia molecular, regulagéo
génica, replicagao e reparo de DNA, proteomas e
transcriptomas

Genética e Biologia Molecular de Bactérias

e Genética de bactérias, biologia molecular, regulagéao
génica, replicagao e reparo de DNA, proteomas e
transcriptomas

Genética e Biologia Molecular de Virus

e Genética de virus, biologia molecular, regulagéo
génica, replicagao e reparo de DNA, proteomas e
transcriptomas

Microbiologia Veterinaria

e Doengas de animais

e Controle e/ou tratamento de animais

e Diagnostico de patdégenos de animais

e Patdgenos veterinarios ou zoonoticos
Ensino de Microbiologia

e FEstratégias de ensino em microbiologia

¢ Novas ferramentas de ensino em microbiologia

Submissao de um artigo

Um artigo para ser submetido ao Brazilian Journal of
Microbiology nao deve ter sido previamente publicado (exceto
na forma de resumo) nem ter sido submetido em qualquer
outro periédico.

As instrugdes para submissao online estdo disponiveis neste
site.
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Todos os autores serdo informados por mensagem eletronica
a respeito da submissao eletrénica. A mensagem também

questionara se todos os autores concordam com a submissao.

Auséncia de resposta sera considerada como concordancia a
submissao.

A responsabilidade pela exatiddo do conteddo do manuscrito
é de inteira responsabilidade dos autores.

Publicacao do artigo

Os artigos sdo aceitos para publicagdo apds terem sido
revisados de forma critica por pelo menos dois revisores,
indicados pelos editores.

As sugestdes e recomendacgoes dos revisores e editores serdo
encaminhadas eletronicamente ao autor para
correspondéncia, o qual devera retornar o artigo revisado aos
editores na data estipulada, pelo sistema online. O autor para
correspondéncia devera explicar ou comentar as alteracGes
introduzidas no texto.

O autor para correspondéncia receberd uma mensagem
eletrénica sempre que houver alteragdo do status do artigo.

N&o é necessario ser associado da Sociedade Brasileira de
Microbiologia para submeter artigo para publicagao.

Todos os cientistas, brasileiros ou estrangeiros, sdo
convidados a submeterem artigos para publicagao.

ETICA

O(s) autor(es) devem informar, no texto do artigo, se o
projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa de sua Instituicdo, em consoante a Declaragdo de
Helsinki (http://www.ufrgs.br/HCPA/gppg/helsin5.htm). Nos
trabalhos experimentais que envolvem animais, as normas
estabelecidas no "Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals" (Institute of Laboratory Animal Resources, National
Academy of Sciences, Washington, D. C. 1996), e os
"Principios Eticos na Experimentacdo Animal do Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA -
http://www.cobea.org.br/index.php?pg=Principios%20Eticos)
devem ser respeitados.

Preparo do artigo
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Para artigos originais, o arquivo em WORD deve conter:
e Titulo
e Autores e Afiliagbes
e Resumo (200 a 250 palavras)
e 3 a 5 palavras-chave
e Introdugao
e Material e Métodos
e Resultados
e Discussodes
e Agradecimentos (opcional)
e Referéncias
Para artigos de revisao, o arquivo em WORD deve conter:
e Titulo
e Titulo resumido
e Resumo (200 palavras)
e 3 a b5 palavras-chave
e Texto
e Agradecimentos (opcional)
e Referéncias

Os artigos devem ser digitados com espacgo duplo, margens de 3 cm e numerados
seqliencialmente. As linhas das paginas do artigo devem ser numeradas. Os editores
recomendam que antes da submissdo o artigo seja lido de forma critica por alguém
fluente em lingua inglesa. Os artigos escritos com inglés de baixa qualidade ndo serdo
aceitos.

Artigos Originais e Artigos de revisdo deverdo conter até, no maximo, 20 paginas,
incluindo referéncias tabelas e figuras.

Abreviaturas e simbolos devem seguir as recomendages da IUPAC-IUB Comission
(Comission on Biochemical Nomenclature, Amendments and Corrections). As unidades de
medida devem seguir o Sistema Internacional de Unidades.

SUGESTOES DE REVISORES

Os autores poderdo enviar sugestoes de revisores para avaliacdo dos artigos. Deverao
constar as seguintes informagoes: nome; e.mail e Instituicdo de Origem.
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USO DE EXTRATOS DE PLANTAS EM EXPERIMENTOS MICROBIOLOGICOS

Artigos que apresentarem estudos com extratos de plantas, ou extratos de outras
substancias complexas, serdo aceitos apenas apds identificacdo dos compostos.

Os autores podem precisar, ou desejar, fazer uso de servicos de edicdo de linguas para
melhorar a qualidade do inglés e, portanto, a qualidade final do texto. Este tipo de
assisténcia é recomendada antes mesmo da submissdo dos artigos ou, no caso de
solicitagdo pelos revisores, antes do artigo ser definitivamente aceito para publicagao.
Autores que ndo sdo nativos de lingua inglesa que desejem assisténcia na escrita em
inglés podem considerar as seguintes sugestées:

e American Journal Experts: http://www.JournalExperts.com?rcode=BSM1

e Joanne Roberts: joroberts@uol.com.br

e ATO TradugOes: www.atotraining.com.br

e Prof. Julian D. Gross, University of Oxford, Oxford Biomedical Editors:
julian.gross@pharm.ox.ac.uk

e BioMed Proofreading LLC: http://www.biomedproofreading.com

ORGANIZACAO
O Titulo deve ser conciso, ndo conter abreviacées e indicar claramente o tema do artigo.

Expressoes como "Effects of", "Influence of", "Study on", etc, devem ser evitadas. Os
cuidados na escolha das palavras do titulo sdo importantes, pois sdo usadas em sistemas
eletrénicos de busca.

O Resumo deve resumir o conteudo basico do artigo. Ele deve ser representativo do
texto. Ndo deve conter referéncias, tabelas nem abreviacGes pouco usuais. Sdo de
grande importancia, pois serdo lidos por muitas pessoas que ndo tém acesso ao artigo
completo.

A Introducao deve oferecer informagdes que possibilitem ao leitor avaliar
adequadamente os resultados apresentados no artigo sem que obrigatoriamente tenha
que recorrer a literatura corrente. No entanto, a introducdo ndo deve ser uma extensa
revisdo de literatura. Deve informar claramente as justificativas e os objetivos do artigo.

Os Materiais e Métodos devem proporcionar informagoes suficientes para que outros
pesquisadores possam reproduzir o trabalho. A repeticao de detalhes de procedimentos
que ja tenham sido publicados em outros artigos deve ser evitada. Se um método
publicado for modificado, tais modificacdes devem estar claras no artigo. Fontes de
reagentes, meios de cultura e equipamentos (empresa, cidade, estado e Pais) devem ser
mencionadas no texto. Nomes que sdo marcas registradas devem ser claramente
indicados. Subtitulos podem deixar este topico mais facil de ler e entender.

Os Resultados devem, por meio de texto, tabela e/ou figuras dar os resultados dos
experimentos. Se o item Discussao for incluido, evite interpretacdes extensas dos
resultados, pois isto devera ser feito na discussdo. Se os Resultados e Discussdes
forem redigidos concomitantemente, entdo os resultados devem ser discutidos no local
mais apropriado do texto. Tabelas e figuras devem ser numeradas em algarismos
arabicos. Todas as tabelas e figuras devem ser mencionadas no texto.
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O local aproximado das tabelas e figuras no texto deve ser indicado.
O item Discussao deve discutir os resultados em fungdo da literatura citada.

As Referéncias devem ser redigidas em ordem alfabética e comecar pelo ultimo nome
do primeiro autor. Todos os autores devem ser citados. As citagdes no texto devem ser
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hospital from Brazil. Braz ] Microbiol37:101-107.

b. Artigos ou Capitulos de Livro
Franco BDGM, Landgraf M, Destro MT, Gelli DS, (2003) Foodborne diseases in
Southern South America. In: Miliotis, M.D., Bier, J.W.(eds). International
Handbook of Foodborne Pathogens. Marcel Dekker, New York, USA, 733-743.

c. Livros
Montville TJ, Matthews KR (2005) Food Microbiology - an introduction. ASM Press,
Washington, D.C.

d. Patentes
Hussong RV, Marth EH, Vakaleris DG. January 1964. Manufacture of cottage
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e. Teses e Dissertagoes
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