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RESUMO 
 
 

Campylobacter é um dos micro-organismos mais comumente associados a 

contaminações de carnes, incluindo a carne bovina, a suína, e principalmente a de 

aves. A tese foi organizada em três capítulos; o primeiro, intitulado “Considerações 

gerais”, aborda os aspectos gerais relacionados ao gênero Campylobacter, como 

espécies, características, epidemiologia e importância na cadeia avícola. O segundo 

capítulo diz respeito à presença de Campylobacter jejuni, Campylobacter coli e 

Campylobacter spp. em carne moída bovina, pernil suíno, fígado bovino e fígado de 

frango produzidas por marcas comerciais representativas às comercializadas no 

Brasil e coletadas no comércio. Determinou-se a prevalência nestas matrizes 

cárneas, e nos isolados, foram identificados a espécie, a presença de genes de 

virulência e a disseminação dos genótipos. Foram analisadas 660 amostras, sendo 

138 de pernil suíno, 138 de fígado de frango, 138 de patinho moído bovino e 246 de 

fígado bovino. A confirmação da espécie e a presença dos genes flaA, pldA, ciaB, 

cadF e cdtABC, luxS, danJ e sodB foram realizadas por PCR e a homologia entre as 

cepas determinada por RAPD-PCR. A prevalência de Campylobacter não foi 

influenciada pelo tipo de matriz, inspeção, marca comercial, ano de isolamento e 

forma de comercialização (congelada ou resfriada). Apesar de não haver diferença 

estatística na prevalência entre as matrizes, a observada em pernil suíno foi similar à 

observada em carne de frango nos dados disponíveis literatura, e os isolados 

apresentaram maior número de genes ligados a virulência. O conjunto de resultados 

das demais matrizes indicam que o consumo destes alimentos não representam 

perigo para a aquisição de campilobacteriose. O terceiro capítulo objetivou avaliar a 

similaridade genética de espécies de Campylobacter previamente isolados de 246 

carcaças de frango (23 C. jejuni, 9 C. coli e 8 Campylobacter spp.), de marcas 

comerciais representativas às comercializadas no Brasil. A similaridade entre as 

cepas foi determinada por RAPD-PCR e os resultados obtidos foram relacionados às 

suas características de virulência, data e local de isolamento e resistência aos 

antimicrobianos. A análise filogenética comprovou grande diversidade genotípica em 

Campylobacter spp., provavelmente, pela existência de diferentes espécies nesse 

grupo. Nos isolados de C. jejuni e C. coli observou-se elevada proximidade genética, 

indicando uma origem comum. O estudo mostra a complexidade observada no 



 
 

gênero Campylobacter, e reforça a necessidade de constante acompanhamento de 

sua prevalência e características. 

 

Palavras-chave: Campilobacteriose. Genes de Virulência. Saúde Pública. 

Similaridade Genética. Virulência. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Campylobacter is one of the microorganisms most commonly associated with meat 

contamination, including beef, pork, and especially poultry. The thesis was organized 

in three chapters; the first, entitled "General considerations", addresses the general 

aspects related to the Campylobacter genus, such as species, characteristics, 

epidemiology and importance in the poultry chain. The second chapter concerns the 

presence of Campylobacter jejuni, Campylobacter coli and Campylobacter spp. 

bovine liver and chicken liver produced by trademarks representative of those 

marketed in Brazil and collected commercially. The prevalence in these meat 

matrixes was determined, and in the isolates, the species, the presence of virulence 

genes and the dissemination of the genotypes were identified. A total of 660 samples 

were analyzed, 138 of pork leg, 138 of chicken liver, 138 of bovine ground duckling 

and 246 of bovine liver. Confirmation of the species and the presence of the flaA, 

pldA, ciaB, cadF and cdtABC, luxS, dnaJ and sodB genes were performed by PCR 

and the homology between the strains determined by RAPD-PCR. The prevalence of 

Campylobacter was not influenced by the type of matrix, inspection, trademark, year 

of isolation and form of commercialization (frozen or cooled). Although there is no 

statistical difference among the matrices, the prevalence in pork leg is similar to that 

observed in chicken meat in the literature, and the isolates presented a higher 

number of genes linked to virulence. The set of results of the other matrices indicates 

that the consumption of these foods do not present danger to the acquisition of 

Campylobacteriosis.  The third chapter aimed to evaluate the genetic similarity of 

previously isolated Campylobacter species from 246 chicken carcasses (23 C. jejuni, 

9 C. coli and 8 Campylobacter spp.), Of commercial brands representative of those 

commercialized in Brazil. The similarity between the strains was determined by 

RAPD-PCR and the results obtained were related to their characteristics of virulence, 

date and place of isolation and antimicrobial resistance. The phylogenetic analysis 

showed great genotypic diversity in Campylobacter spp., probably due to the 

existence of different species in this group. In the C. jejuni and C. coli isolates, a high 

genetic proximity was observed, indicating a common origin. The study shows the 

complexity observed in the genus Campylobacter, and reinforces the need for 

constant monitoring of its prevalence and characteristics. 

 



 
 

Keywords: Campylobacteriosis. Genetic similarity. Public Health. Virulence Genes.  

Virulence. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A produção de proteína animal produzida pela agroindústria brasileira 

vem se destacando pelos seus índices de produção, produtividade e 

exportação. O sucesso deste setor alavanca a economia nacional, e cada vez 

mais, merece a atenção do cenário internacional.   

A cadeia produtiva da carne de frango brasileira ocupa posição de 

destaque na economia brasileira e mundial, já que o país é o maior exportador 

de carne de frango desde 2004, e é o segundo maior produtor desde 2015, 

ficando atrás apenas dos EUA (ABPA, 2017). Em relação à carne bovina nosso 

país já está há alguns anos como maior exportador e segundo maior produtor 

do mundo (IBGE, 2017), e a carne suína também é importante, já que é a 

terceira mais consumida no Brasil e a primeira mais consumida no mundo 

(ABPA,2017).  

A produção de proteína animal no Brasil é importante para as divisas do 

país, porém, para a manutenção da posição de grande produtor e exportador, é 

necessário garantir também, a inocuidade dos alimentos produzidos, mantendo 

a segurança microbiológica dos alimentos. Isto tranquiliza o consumidor interno 

e atende às exigências dos países importadores. 

Durante e após o abate, a carne dos animais de produção pode ser 

facilmente contaminada por micro-organismos patogênicos ou deteriorantes, 

dependendo de diferentes fatores, desde a produção primária até o 

beneficiamento. Relacionado à produção primária, animais colonizados por 

patógenos, durante o abate, dependendo das boas práticas e tecnologia 

empregada, podem ter seu conteúdo intestinal extravasado, aumentando as 

chances de contaminação das carcaças. Já a sua manipulação durante o abate 

e processamento podem propiciar a contaminação cruzada e multiplicação dos 

patógenos (MATSUBARA, 2005).  

Dentre os patógenos que podem contaminar a carne e comprometer a 

sua inocuidade, temos os representantes do gênero Campylobacter (EFSA, 

2014; ROSSI, 2016). A campilobacteriose humana se caracteriza por uma 

gastroenterite autolimitada, com presença de diarreia, febre e cólicas 

abdominais, com sintomas que geralmente desaparecem em quatro a sete 
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dias, geralmente, com recuperação espontânea. No entanto, em alguns 

pacientes, a diarreia pode ser mais grave, com a necessidade de 

hospitalização. Nesses pacientes, C. jejuni  pode se espalhar do intestino para 

a corrente sanguínea, e depois para outros locais do corpo, com risco de 

morte. Complicações graves pós-infecção, tais como artrite reativa e síndrome 

de Guillian-Barré (SGB) podem ocorrer, sendo a última caracterizada por 

paralisia flácida e morte por insuficiência respiratória (CDC, 2013; SKARP et 

al., 2016). 

Os agentes etiológicos da campilobacteriose são espécies termofílicas 

de Campylobacter, sendo C. jejuni e C. coli responsáveis por cerca de 95% de 

todas as campilobacterioses diagnosticadas em seres humanos na UE e nos 

EUA (EFSA, 2014; BOLTON, 2015). Estes micro-organismos são comumente 

encontrados no trato gastrointestinal de várias espécies animais, incluindo 

aves, bovinos e suínos (DUIM et al., 2000; BOLTON, 2015), entre outros, 

fazendo com que o consumo da carne destes animais sejam fontes potenciais 

de infecção aos humanos. 

 O consumo da carne de frango e seus derivados, quando 

contaminados, é considerada a principal fonte de infecção humana (EFSA, 

2014), fazendo com que tenha destaque especial pelas autoridades sanitárias 

e também nas pesquisas.  

Carnes de suínos e bovinos também podem ser contaminadas por 

Campylobacter, porém a incidência tem se mostrado menor que nas aves. Em 

um estudo de prevalência realizado em dez estados norte-americanos foram 

analisados pela técnica de rinsagem amostras de carne moída bovina (6171) e 

6148 amostras de costelas de porco. Foi encontrada contaminação por 

Campylobacter inferior a 0,09%, com seis amostras de carne bovina positivas e 

20 amostras de carne suína, sendo que as espécies mais prevalentes foram C. 

jejuni e C. coli, respectivamente (ZHAO et al., 2010). 

É provável que diferentes fatores influenciem na alta prevalência mundial 

da campilobacteriose humana, incluindo a dose infectante, virulência das cepas 

e susceptibilidade dos hospedeiros. Isto instiga os pesquisadores e demonstra 

a necessidade de pesquisas constantes. 
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Estudos demonstram que um ponto importante na prevalência da 

campilobacteriose pode estará relaciona a baixa dose infectante, se comparado 

a outros micro-organismos (KARMALI; FLEMING, 1979; WHO, 2015). Além 

disso, o mecanismo com o qual Campylobacter causa a infecção ainda não 

está totalmente elucidado, apesar de a campilobacteriose, tanto em animais 

quanto em humanos, ter sido relacionada a fatores de virulência como: 

motilidade, quimiotaxia, capacidade de colonização, adesão às células 

intestinais, invasão e translocação epitelial, sobrevivência intracelular e 

produção de toxinas (FERNANDES et al., 2010).  

Considerando a importância do Brasil como produtor mundial de 

proteína animal e a emergência da campilobacteriose como problema de saúde 

pública mundial, há necessidade de conhecer a real prevalência de 

Campylobacter, sua caracterização e disseminação em diferentes matrizes 

cárneas comercializadas no Brasil. 

Os conhecimentos da prevalência das espécies de Campylobacter 

circulantes em possíveis fontes de infecção aos humanos, somadas ao seu 

potencial gênico de virulência e disseminação das estirpes, podem contribuir 

para a avaliação do risco que representam aos humanos, e ainda, auxiliar às 

autoridades sanitárias para a necessidade de implementar medidas para o seu 

controle ou obrigatoriedade de sua análise em produtos específicos.  
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2. Objetivos 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Determinar a prevalência de Campylobacter em amostras 

representativas às comercializadas no Brasil em pernil suíno, carne bovina 

moída, fígado bovino e de frangos, e determinar nos isolados, a espécie, 

presença de genes de virulência e a disseminação dos genótipos. Objetivou-se 

também, analisar filogeneticamente espécies destes mesmos micro-

organismos previamente isolados de carcaças de frango de marcas 

representativas às comercializadas no Brasil e exportadas, relacionando os 

resultados às suas características de virulência, data e local de isolamento e 

resistência aos antimicrobianos.  

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

- determinar a prevalência de Campylobacter em pernil suíno, carne bovina 

moída, fígado de frango e fígado bovino em amostras representativas às 

marcas comercializadas no Brasil; 

- identificar as espécies (Campylobacter spp., Campylobacter jejuni ou 

Campylobacter coli) nos isolados de pernil suíno, carne bovina moída, fígado 

de frango e fígado bovino; 

- determinar a presença de genes de virulência nas cepas de Campylobacter 

isolados de pernil suíno, carne bovina moída, fígado de frango e fígado bovino; 

- estabelecer a disseminação dos genótipos nas cepas de Campylobacter 

isolados de pernil suíno, carne bovina moída, fígado de frango e fígado bovino; 

- avaliar a similaridade genética de espécies de Campylobacter previamente 

isoladas de carcaças de frango representativas às marcas comercializadas no 

Brasil e exportadas; 

- relacionar a similaridade genética de espécies de Campylobacter previamente 

isoladas de carcaças de frango representativas às marcas comercializadas no 
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Brasil e exportadas com a resistência antimicrobiana, genes de virulência, data 

e local de isolamento. 

 

3. REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1  Gênero Campylobacter  

 

 Em 1963, ao aplicar o teste de metabolismo fermentativo de Hugh e 

Leifson e analisar a base de DNA de bactérias classificadas como Vibrio spp., 

Sebald e Véron observaram que havia diferenças entre o perfil de duas 

bactérias quando comparadas às “verdadeiras” Vibrio spp. Sugeriram então a 

classificação em um novo gênero, denominado Campylobacter, que foi 

primeiramente descrito compreendendo apenas duas espécies, Campylobacter 

fetus e Campylobacter bubulus (ON, 2001).  

 Bactérias do gênero Campylobacter são bacilos gram-negativos que 

possuem formas variadas, apresentando-se de forma curvada, designada 

como “asa de gaivota”, em forma de “S”, ou ainda, em forma de haste em 

espiral, variando entre 0,2 a 0,5 μm de largura e 0,5 a 5 μm de comprimento 

(NACHAMKIN, 1997). Assim, a palavra Campylobacter, derivada do grego e 

denota a sua morfologia microscópica, com haste curva, em forma de espiral 

ou "S" (BHAVSAR; KAPADNIS, 2007). 

O gênero Campylobacter compreende 34 espécies e 14 subespécies 

(LPSN, 2015), sendo as espécies termofílicas as envolvidas na gastroenterite 

humana. Dentre estas espécies, C. jejuni e C. coli são as mais conhecidas 

(MAN, 2011) e as mais frequentemente envolvidas em infecções intestinais, 

sendo consideradas como de maior potencial patogênico do ponto de vista da 

segurança alimentar (EFSA, 2016). Porém, Horrocks et al. (2008) comentam 

que a espécie C. lari também é relevante nas gastroenterites humanas.  

Man (2011) afirma que as bactérias deste gênero são capazes de 

colonizar aves, mariscos, répteis e mamíferos em geral. São consideradas a 

principal causa de gastroenterites nos Estados Unidos da América e em outros 

países industrializados. 
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Vandamme et al., (1991) caracterizam as espécies do gênero como 

organismos microaerófilos a anaeróbicos, sendo o hidrogênio um fator 

requerido ou estimulante, temperatura de crescimento ideal a 37ºC, não 

crescendo em temperaturas iguais ou inferiores a 15ºC. Já Garénaux et al. 

(2008) constataram que o crescimento ótimo de C. jejuni ocorreu na 

temperatura de 42ºC, e que células desta espécie quando envelhecidas são 

capazes de sobreviver por mais tempo em temperaturas baixas. Estes mesmos 

autores concluíram que o pH ideal para o desenvolvimento destes micro-

organismos é entre 6,5 a 7,5, sendo incapazes de sobreviver em pH inferior a 

4,9 e superior a 9.  

Campylobacter spp. possui um flagelo polar, que pode estar localizado 

em uma ou ambas as extremidades da célula, que é responsável por lhe 

conferir um movimento característico, que se assemelha a um saca-rolhas 

(VANDAMME et al., 1991). São oxidadase e catalase positivas e não são 

hemolíticas (ON, 2001). Outras características associadas a estes micro-

organismos são a capacidade de reduzir nitrato em nitrito e a incapacidade de 

fermentar ou oxidar carboidratos (LEVIN, 2007). Assim, a forma de se obter 

energia é por meio de intermediários do ciclo tricarboxílico, ou ainda, de 

aminoácidos (GUNTHER; CHEN, 2009).  

 Mesmo sendo consideradas microaerófilas e incapazes de formar 

esporos, bactérias deste gênero, como C. jejuni, são capazes de mudar para 

um estado conhecido como “viável não cultivável” (VNC) quando expostas a 

ambientes não favoráveis ao seu desenvolvimento (como baixas temperaturas 

e meio aeróbico). Porém se submetida novamente a condições que lhe sejam 

favoráveis, principalmente no hospedeiro, são capazes de retornar à sua forma 

espiral, e até mesmo de se multiplicar (KEUM-IL et al., 2007).  

O genoma de Campylobacter jejuni é composto por uma média de 

1641481 pares de bases (bp), sendo que cada gene é formado por 948 bp, 

onde 94,3% de seu genoma codifica proteínas. Das 1654 sequências de 

códons preditas, 77,8% são de informações funcionais, sendo que 13,5% são 

genes de função desconhecida e 8,7% são desconhecidos no banco de dados 

ou sua informação funcional ainda não foi esclarecida (PARKHILL et al., 2010). 
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Devido ao seu genoma relativamente pequeno, proporcionalmente, 

existem muito mais genes essenciais e muito menos genes auxiliares ou 

dispensáveis, o que faz com que este seja um dos genomas mais densos já 

sequenciados (FRIIS et al., 2010). Biggs et al. (2011) associaram a 

possibilidade de se captar e de se inserir DNA no genoma do C. jejuni à sua 

capacidade de ser transmitido entre diferentes espécies hospedeiras e à 

capacidade de se adaptar a ambientes inóspitos.  

O ferro apresenta influência direta sobre a transcrição gênica, sendo que 

em meios com limitação de ferro, bactérias da espécie C. jejuni diminuíram a 

transcrição de 30 genes e transcreveram 117 genes a mais quando 

comparadas com bactérias que não tiveram limitação de ferro (HOLMES et al., 

2005). Estes autores mostram que a maioria dos genes a mais que foram 

transcritos são responsáveis por codificar proteínas de superfície celular e 

sistemas de transporte. 

 

3.2  Epidemiologia 

 

Campylobacter é a principal causa de diarreia bacteriana humana em 

países desenvolvidos, porém, mesmo com os constantes avanços nas técnicas 

de biologia molecular, a epidemiologia deste agente etiológico ainda não está 

complemente esclarecida (CDC, 2017; EFSA, 2017).  

 Em um estudo que objetivou realizar um levantamento das principais 

causas de doenças intestinais infecciosas no Reino Unido, Tam et al. (2012) 

constataram que Campylobacter foi o agente mais frequentemente isolado, 

sendo responsável por mais de meio milhão de casos no ano em que o estudo 

foi realizado. Quando se analisa a incidência em toda a União Europeia, 

considera-se que um a cada 50 habitantes pode ser afetado pela 

campilobacteriose  por ano (HAVELAAR et al., 2012). Na Estônia, no ano de 

2017, 347 casos de infeção intestinal por Campylobacter foram relatados, com 

uma taxa de notificação de 26,4 por 100.000 habitantes (TERVISEAMET, 

2018). Já nos Estados Unidos estima-se que ocorrem cerca de 1,3 milhões de 

casos de infecção por Campylobacter a cada ano (CDC, 2017). 
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A prevalência de Campylobacter varia com a estação do ano e região 

geográfica, uma vez que fatores como temperatura e índices médios de chuva 

e incidência solar irão influenciar no manejo dos lotes de aves, na 

sobrevivência destes micro-organismos, e ainda, na presença de vetores como 

moscas (JORGENSEN et al., 2011). Estes mesmos autores mostram que há 

um maior registro de infecções por esta bactéria nos meses mais quentes do 

ano, onde é mais viável a multiplicação desta bactéria e há uma maior 

presença de vetores. 

Quanto à influência da região geográfica sobre a prevalência desses 

micro-organismos, tem-se que a campilobacteriose em países em 

desenvolvimento é mais comum em crianças, e em países desenvolvidos, 

atinge pessoas de todas as idades, uma vez que estes são menos expostos ao 

agente, não possuindo imunidade contra este (COKER et al., 2012). Já 

Kaakopush et al. (2015) afirmaram que em países industrializados, a infecção 

ocorre com maior prevalência em crianças de até quatro anos de idade e que a 

colonização assintomática por Campylobacter é uma característica comum em 

países em desenvolvimento, pouco se conhecendo sobre sua distribuição 

etária. 

Giugno e Oderiz (2010), em um estudo realizado na Argentina, mostram 

resultados que corroboram com a maior incidência da campilobacteriose em 

crianças, já que determinaram que o grupo mais suscetível naquele país, 

apresentavam menos de 23 meses de idade. Este grupo pode ser infectado 

pelo simples fato de andar na cesta do carrinho de compras (hábito comum de 

mães ao levar os filhos ao supermercado), entrando em contato com carne 

crua ou produtos derivados da carne de frango (PARKHILL et al., 2010). 

Gras et al., (2013) pesquisavam a presença de Campylobacter jejuni e 

Campylobacter coli em proprietários e seus respectivos animais de estimação. 

Demonstraram que donos de cachorros são mais predispostos a desenvolver 

infecções por esta bactéria, o que não foi encontrado para donos de gatos. Os 

autores desenvolveram duas teorias para explicar este fato: i) que os humanos 

podem ter sido infectados pelos cachorros, ou ii) que humanos e cachorros se 

infectam de uma mesma fonte.  
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Young et al. (2007) descreveram as principais fontes de infecção humana 

por Campylobacter (Figura 1).   

Estudos demonstraram que para a infecção humana, os reservatórios 

mais comuns são as aves, no entanto, bovinos, animais de estimação e até o 

ambiente podem estar envolvidos na cadeia de transmissão (Kovanen et al., 

2016).  Assim, a forma mais comum de se desenvolver infecção por 

Campylobacter é a partir do consumo de carne e produtos derivados da carne 

de aves domésticas (ABU-MADI, 2016; PRACHANTASENA et al., 2016).  

 

 
 
Figura 1: Fontes de contaminação de Campylobacter para o homem.   
Young et al., 2007. 

 

Ailes et al. (2012) afirmaram que, provavelmente, a regularidade no 

consumo da carne de frango, e a consequente exposição contínua a este 

micro-organismo, pode conferir uma certa resistência à infecção, fazendo com 

que não se manifeste a forma sintomática da campilobacteriose.  

O consumo de alimentos específicos também tem sido associado ao 

desenvolvimento de infecções por Campylobacter, entre eles, a ingestão de 

fígado de galinha mal cozido, como os utilizados na produção de patês. Neste 

alimento é comum o uso de temperaturas mais baixas no preparo para se obter 

o sabor e textura desejados, não sendo alcançadas a temperatura de 70ºC por 

um período de 2 a 3 minutos, que é o binômio necessário para a eliminação de 

Campylobacter (TOMPKINS, 2013).  

Campylobacter spp. é encontrado no intestino de suínos, tendo a espécie 

C. coli como a mais prevalente, sendo as carcaças de suínos mais comumente 

Homem 
Aves 

Bovinos 
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contaminadas por esse micro-organismo do que bovinos e ovinos. As taxas de 

contaminação variam de 2,9% na Polônia a 95% na Suécia (NESBAKKEN et 

al., 2003). No Brasil, C. coli e C. jejuni e C. fetus subsp. fetus são isoladas de 

suínos sem sintomas clínicos (CAMPOS, 2007; GABRIEL et al., 2010), sendo a 

prevalência relacionada à carne crua (GODOI, 2010). 

Um acompanhamento constante sobre a prevalência de Campylobacter 

em diferentes tipos de carne, assim como, estudos para identificar quais 

alimentos são as principais fontes de infecção humana são essenciais para 

basear medidas de controle.  

C. jejuni é a espécie mais frequentemente isolada de aves (BOLTON, 

2015; PRACHANTASENA et al., 2016) e bovinos, enquanto a espécie coli está 

associada principalmente ao suíno (BOLTON, 2015). 

Outro fator considerado de importância em saúde pública é a dose 

infectante (DI) estabelecida para a infecção humana, em cerca de 500 UFC. 

Esta baixa DI é mais um complicador para o estabelecimento de metas para a 

diminuição dos episódios de infecção humana e envolve a redução da 

infecção/contaminação em todo o processo de produção (LEE; NEWELL, 

2006). 

 

3.3 Patogenicidade e fatores de virulência 

 
 A gastroenterite por Campylobacter em humanos é classificada como 

uma doença zoonótica de origem alimentar (WHO, 2013; EFSA, 2017; CDC, 

2017).  A Campylobacteriose é uma forma grave de diarreia, mas a maioria das 

pessoas infectadas se recuperam em um curto período, que vai de dois a cinco 

dias; podendo durar até 10 dias. A permanência da doença por períodos 

prolongados é rara (WHO, 2011). 

A patogenicidade da Campylobacter está associada com a 

susceptibilidade do hospedeiro e a virulência da cepa infectante, tendo que em 

países subdesenvolvidos ela tende a provocar diarreias aquosas, ao passo que 

em países desenvolvidos, é mais comum a ocorrência de enterite (PARK, 

2002). Devido à dependência dos fatores ligados ao hospedeiro e ao micro-

organismo, a infecção por Campylobacter pode causar desde uma doença sem 

sintomas, até septicemia fulminante e morte do infectado. 
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A diarreia passa por uma fase aguda que geralmente perdura por até três 

dias, em alguns casos, concomitantes com dores abdominais, as quais podem 

persistir por até três semanas. O tratamento, só é indicado para os casos mais 

graves, quando se recomenda antimicrobianos. Nos casos brandos, apenas o 

repouso e a fluidoterapia são suficientes para resolver a sintomatologia desta 

doença, que na maioria dos casos se resolve sem uso de medicamentos 

(BUTZLER, 2004). 

A infecção pela Campylobacter geralmente causa uma enterite 

inflamatória, afetando tanto o intestino delgado como o cólon, provocando um 

edema local, sendo possível identificar na microscopia a presença de 

neutrófilos e células mononucleares (ALLOS; BLASER, 1995; GUERRY, 2007). 

Allos; Blaser (1995) também relatam a importância da imunidade humoral na 

defesa a esta bactéria, já que de duas a quatro semanas após a infecção, os 

valores de IgG, IgA e IgM aumentam drasticamente, o que explica o 

desenvolvimento de uma doença muito mais severa em pacientes 

hipogamaglobulinêmicos. 

O sintoma mais clássico da infecção por Campylobacter é sem dúvidas a 

diarreia, sendo que essa muitas vezes é acompanhada de febre, dores 

abdominais, náuseas e mal-estar (BRASIL, 2009; BESSEDE et al., 2014). Em 

alguns casos pode haver também infecção extra-intestinal, como artrite 

purulenta e pancreatite, e em casos mais graves, pode haver meningites, 

pneumonias e abortos (LEVIN, 2007).   

C. jejuni também está associada ao desenvolvimento da Sídrome de 

Guillain-Barré (MISHU et al., 1993; LEVIN, 2007). A Síndrome de Guillain-Barré 

(SGB) é uma desordem autoimune que acomete o sistema nervoso periférico, 

ocasionando uma paralisia flácida, promovendo fraqueza dos músculos 

respiratórios e membros, além da perda de reflexo (KOOBATIAN et al., 1991; 

TAKAHASHI et al., 2005). A relação da Campylobacter jejuni com a SGB está 

na indução de uma resposta autoimune contra o tecido nervoso do hospedeiro, 

causada por características estruturais desta bactéria (NACHAMKIN et al., 

1998; GUERRY e STYMANSKY, 2008). 

 C. jejuni desperta no organismo humano uma resposta imune, com 

produção de anticorpos específicos contra a estrutura dos lipo-oligossacarídeos 
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dos micro-organismos. Porém, o corpo humano possui estruturas, os 

gangliosídeos, que são constituídos exatamente com a mesma composição 

molecular da bactéria. Dessa forma, a resposta imune produzida vai reagir 

também contra a membrana das células nervosas humanas, que resulta em 

dano nervoso, que evolui para a paralisia característica da síndrome de 

Guillain-Barré (REES et al., 1995). 

 Outra síndrome resultante da campilobacteriose é a síndrome de Reiter, 

uma resposta auto-imune que provoca inflamação (artrite) em diferentes 

articulações em resposta à infecção por C. jejuni (MURRAY t al., 2007). 

Outro fator que tem sido relacionado à patogenicidade das cepas é o 

aumento da resistência aos antimicrobianos. Segundo a World Health 

Organization (WHO, 2013), mais de 40% das cepas de Campylobacter 

apresentaram resistencia a vários antimicrobianos, principalmente às 

tetraciclinas, quinolonas e macrolídeos, limitando as opções de tratamento 

humano.  Considerando que Campylobacter é um micro-organismo zoonótico, 

a resistencia nos animais pode ser transferida aos humanos e resultar em 

maior dificuldade no tratamento da doença em humanos (MOORE et al., 2006).  

Nos casos mais graves de campilobacteriose em humanos em que é 

necessário o uso da antibioticoterapia, as drogas mais indicadas são as do 

grupo das fluorquinolonas, sendo os macrolídeos as drogas de segunda 

escolha. No entanto, para ambas já foram relatadas resistência (CDC, 2013). 

Sabendo que a infecção por Campylobacter em humanos se dá principalmente 

via alimentação, o uso indiscriminado destes antibióticos na produção animal 

pode levar ao aparecimento frequente de cepas resistentes 

(SERICHANTALERGS et al., 2007). 

Melo (2012) analisou Campylobacter isolados de carcaça de frangos 

resfriadas e congeladas produzidas nos estados de Minas Gerais, Distrito 

Federal e Goiás (Brasil) e encontrou 43,6% de resistência à norfloxacina 

(fluoroquinolona), 36,2% à eritromicina (macrolíedeo) e tetraciclina (34,0%).  

Essa resistência crescente se tornou uma preocupação na saúde pública 

mundial, já que ao se isolar cepas resistentes tanto de animais quanto de 

humanos, dificulta o tratamento da infeção em humanos. 



 
31 

 

Para que se desenvolva a campilobacteriose é necessário que o micro-

organismo se estabeleça no organismo do hospedeiro, para isso, 

Campylobacter adere ao intestino e produz toxinas, e então, invade e prolifera 

na mucosa intestinal (SCHWILLE-KIUNTKE et al., 2011). O desenvolvimento 

da doença também está relacionado com a competência imune do hospedeiro 

(NEWELL, 2002). A microbiota comensal também parece exercer uma barreira 

efetiva contra a colonização desta bactéria no intestino, sugerindo que enterites 

causadas por esse agente etiológico ocorrem preferencialmente, quando há 

algum tipo de distúrbio da microbiota do hospedeiro (FAUCHÉRE et al., 1985, 

BANG et al., 2003). 

Uma vez no organismo do hospedeiro, a bactéria adentra as células 

epiteliais, principalmente no epitélio de superfície entre as microvilosidades, 

onde formarão vacúolos no citoplasma, fazendo com que estas inchem e 

fiquem arredondadas, ocorrendo também falhas no transporte de íons. Essa 

invasão é responsável por provocar uma lesão na mucosa, promovendo a 

perda de células da superfície luminal e diarreia (RUSSELL, 1993, 

WAGENAAR et al., 2013). Isso é diferente do que ocorre na infecção de 

frangos, onde a colonização ocorre de maneira mais significante no intestino 

grosso, ceco e cloaca e colonização nas criptas do epitélio intestinal é bastante 

reduzida, o que explica o fato deste micro-organismo ser predominantemente 

assintomático nestes animais (PARK, 2002).  

Porém, mesmo que aves colonizadas por Campylobacter não apresentam 

nenhum sintoma, a colonização é frequente, o que demonstra uma 

inefetividade do sistema imune destes animais contra o agente e a constante 

presença da bactéria no sistema de produção (NEWELL, 2002). 

 Vários são os fatores de virulência identificados, e de alguma forma 

associados, à capacidade de Campylobacter causar doença em seres 

humanos. Porém, a associação entre os fatores de virulência da cepa e a 

patogenicidade da mesma, ainda não está completamente elucidada (CROINÍN 

e STEFFEN, 2012). Os fatores mais citados como de importante associação 

com a patogenicidade são a motilidade, a aderência, a invasão da celula 

hospedeira e a produção de toxinas (JANSSEN et al., 2008). Os genes 
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relacionados a estes processos são flaA, cadF, ciaB, pldA e cdtABC (ZHENG 

et al., 2006). 

O flagelo apresenta-se como um fator de patogenicidade importante para 

Campylobacter, pois além de ser responsável pela motilidade (que é 

indispensável na colonização intestinal) e quimiotaxia, seu papel na virulência 

desta bactéria é muito mais complexo, envolvendo inclusive, a resposta imune. 

O gene flaA codifica a protéina flagelina, principal componente do flagelo A. 

Cepas que não possuem o gene flaA são imóveis e o seu filamento é truncado 

(GUERRY, 2007). Porém, estudo antigo realizado por King et al. (1991), 

demonstrou que outro gene também está envolvido na tradução de flagelina 

em C. jejuni, sendo homólogo em 95% ao flaA. Isto demonstra, que esta 

espécie possui a capacidade de rearranjar genes, mediando a variação 

antigênica e obtendo uma vantagem em relação ao sistema imune do 

hospedeiro. 

O gene ciaB codifica uma proteína envolvida na invasão celular (RIVERA-

AMILL et al., 2001), enquanto cadF codifica uma proteína que interage com a 

fibronectina da matriz extracelular do hospedeiro, facilitando a colonização 

celular (MONTEVILLE et al., 2003). O gene pldA está diretamente relacionado 

com o processo de invasão celular e codifica uma proteína responsável pela 

síntese de fosfolipase da membrana externa (ZIPRIN et al., 2001). 

Apenas a invasão já é suficiente para causar a doença, mas algumas 

cepas também possuem os genes cdtA, cdtB e cdtC, que codificam a toxina 

citotelial distensiva (CDT). Há uma maior atividade citotóxica quando há 

presença dos três genes, podendo levar à morte celular em até quatro dias 

após a infecção (GE et al., 2008). 

No aparato gênico de Campylobacter, aqueles relacionados ao 

mecanismo de quórum-sensing (QS), que é a capacidade de comunicação 

célula-célula são de extrema importância, já que são genes relacionados ao 

controle da regulação da expressão gênica (BANDARA et al., 2012). Neste 

aspecto, o gene mais importante é o luxS, que ao codificar a enzima luxS 

(reconhecimento e inclusão de micro-organismos), auxilia na estruturação e 

formação do biofilme bacteriano (HOLMES et al., 2009). 
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O gene dnaJ codifica uma proteína de proteção ao choque térmico, ou 

seja, permite a sobrevivência em temperaturas a cima de 40°C, o que confere 

ao micro-organismo a termotolerância. Isso permite que Campylobacter resista 

a alterações bruscas de temperatura, e também, sua adaptação às mesmas 

(STINTZI, 2003). 

A expressão do gene sodB, permite que Campylobacter sobreviva em 

situações de resfriamento e congelamento, já que esse gene protege a célula 

bacteriana da desidratação celular (STINTZI, WHITWORTH, 2003). 

O grande número de populações bacterianas existentes dentro desse 

gênero, faz com que surjam cepas que são resistentes à fatores que 

normalmente seriam letais, como as altas ou reduzidas temperaturas, sendo 

necessário uma avaliação genética para que se possa constatar as mudanças 

que levaram à essa maior resistência (HUNTER et al., 2009).  

 

3.4  Cadeia da produção avícola e formas de controle 

 

A intensificação e a globalização da indústria envolvida com a produção 

de carne de frango foram fatores determinantes para que essa se tornasse 

uma das carnes mais consumidas e baratas em todo o mundo, porém, tal fato 

dificulta o controle e/ou erradicação de micro-organismos importantes para a 

saúde pública como Campylobacter (LEE; NEWELL, 2006). 

Um dos grandes desafios enfrentados pela indústria avícola é manter a 

inocuidade do alimento que será comercializado tanto no mercado interno 

quanto no externo, onde as pressões são consideravelmente maiores. 

Considerando as características dos representantes do gênero Campylobacter, 

as medidas de controle devem envolver toda a cadeia de produção, desde a 

produção primária até o seu preparo pelo consumidor (ROSSI et al., 2016). 

Destacam-se nesse cenário, as falhas que podem ocorrer durante a 

higienização, que favorecem a permanência dos micro-organismos e a 

contaminação do produto final. Entre os micro-organismos mais comumente 

transmitidos por alimentos, destacam-se os do gênero Campylobacter, agentes 

etiológicos mais prevalentes nas infecções de origem alimentar em humanos 
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(WAGENAAR; FRENCH; HAVELAAR, 2013; ROSSI et al., 2016; CDC, 2017; 

EFSA, 2017).  

Manter frangos livres de Campylobacter até a idade de abate é um 

objetivo praticamente impossível de alcançar e economicamente inviável. Isso 

faz com que as metas principais para garantir a inocuidade da carne produzida 

sejam: controlar o nível de infecção das aves nas granjas, aprimoramento dos 

procedimentos de abate com ações que previnam a o extravasamento do 

conteúdo intestinal e a contaminação cruzada, e ainda, informação do 

consumidor sobre os perigos da campilobacteriose e da manipulação incorreta. 

Desta forma, várias ações devem ser tomadas em toda a cadeia produtiva da 

carne de frango, envolvendo desde questões de manejo na criação de frangos, 

até medidas de higiene durante o abate e o processamento da carne e 

informações ao consumidor (SNELLING et al., 2005; WAGENAAR; FRENCH; 

HAVELAAR, 2013; ROSSI et al., 2016).  

Em relação à produção primária nas granjas, fatores como a presença de 

outros animais na fazenda ou a criação de outros animais em fazendas 

próximas às granjas, principalmente “caipiras” predispõem a presença de 

Campylobacter em granjas de frango de corte (BOUWKNEGT et al., 2004). 

Aves silvestres, como os pardais, também podem servir de fonte de infecção 

para aves comerciais (CHUMA; HASHIMOTO; OKAMOTO, 2000). Uma única 

ave infectada pode rapidamente disseminar o patógeno, de modo que todas as 

aves da granja se tornem positivas em curto período de tempo (LEE; NEWELL, 

2006).  

Como medidas de controle na infecção de aves, vacinação, tratamento 

com bacteriófagos, bacteriocinas ou agentes de exclusão competitiva, se 

aplicadas em conjunto, já demostraram serem capazes de diminuir a incidência 

deste agente, porém, é necessário que haja um maior desenvolvimento destas 

técnicas para que sua aplicação a campo se torne viável (LEE; NEWELL, 

2006).  

Já no frigorífico, é necessário que se entenda o modo como 

Campylobacter é disseminada e contamina as carcaças durante o 

processamento, para que medidas efetivas sejam implementadas, 

considerando que ao final do processamento são encontradas carcaças 
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infectadas por essa bactéria, que não apresentaram contaminação no início do 

processo de abate (HUNTER et al., 2009).  

Já está estabelecido que o aumento nas medidas de biosseguridade nos 

frigoríficos como as que previnam a contaminação cruzada (FRANCO, 1998), 

congelamento (AILES et al., 2012; CODEX, 2016) e todas ações que previnam 

a formação de biofilmes (ROSSI et al., 2016) são capazes de reduzir a 

presença ou o número de Campylobacter em carcaças de frango, porém, não 

suficientes para prevenir a sua presença ou níveis seguros na totalidade das 

carcaças beneficiadas. Atualmente, para exportação, a contagem de 

Campylobacter em 25g de carcaças de frango está estabelecida em 

1000UFCg-1 (UE, 2017). 

As condições nas quais as carcaças de frango são submetidas durante a 

criação, abate, armazenamento e exposição para os consumidores podem 

favorecer ou inibir a presença e multiplicação de Campylobacter, sendo que, a 

umidade pode criar um ambiente que permite a sobrevivência desta bactéria 

por várias semanas em baixas temperaturas (ABU-MADI, 2016).  

Mesmo que a carne de frango seja adequadamente cozida, a 

manipulação das carcaças e cortes crus podem manter e disseminar 

Campylobacter para outros alimentos que são consumidos crus (LEE; 

NEWELL, 2006). Assim, medidas adotadas durante a preparação dos 

alimentos são capazes de reduzir os riscos de infecção por Campylobacter. 

Dentre essas medidas pode-se destacar a lavagem das mãos com sabão antes 

do preparo e consumo de alimentos, a utilização de um termômetro para que 

se certifique de que o alimento atingiu a temperatura desejada (temperatura 

interna de pelo menos 73ºC), durante o cozimento, e a lavagem adequada de 

facas e utensílios que entraram em contato com a carne crua, e que 

posteriormente, entrarão em contato com alimentos que serão consumidos sem 

processamento térmico (ACHESON; ALLOS, 2001).  

Sumariamente, para se reduzir o número de casos de infecção de 

humanos por Campylobacter proveniente de carne contaminada, é necessário 

a tomada de atitudes que previnam a entrada desta bactéria dentro da granja, 

bem como medidas que previnam a contaminação entre carcaças e higiene 

nos processos de industrialização e preparo da carne (LEE; NEWELL, 2006).  



 
36 

 

 

    
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO II 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
PREVALÊNCIA, VIRULÊNCIA E DISSEMINAÇÃO DE Campylobacter 

spp.  EM DIFERENTES MATRIZES CÁRNEAS 

 
 
 
 
 

 
 
 

Artigo submetido ao periódico 

Food Microbiology 

 



 
37 

 

Prevalência, virulência e disseminação de Campylobacter spp. em 

diferentes matrizes cárneas 

 

Hélida F. Leão1a, Roberta T. Meloa, Marcela F. Timoteoa, Jocasta R. Iasbecka, 

Eliane P. Mendonça, Guilherme P. Monteiro, Phelipe Augusto B. M. Peres, 

Daise A. Rossia 

 

a
Laboratório de Epidemiologia Molecular, Faculdade de Medicina Veterinária, Universidade 

Federal de Uberlândia, Rua Ceará s/n, Bloco 2D Sala 44, Bairro Umuarama, Uberlândia, MG – 

38402-018, Brasil 

 

RESUMO 

 

Objetivou-se determinar a prevalência de Campylobacter em fígado de frango e 

bovino, pernil suíno e carne moída bovina, determinando se marca comercial, 

tipo de inspeção, ano de isolamento e tipo de conservação influenciaram na 

positividade. Nos isolados, determinou-se a espécie, a presença de genes de 

virulência e a similaridade genotípica. Foram analisadas 660 amostras 

representativas das comercializadas no Brasil, compostas por: pernil suíno 

resfriado (138), fígado de frango (138), patinho bovino moído (138) e fígado 

bovino (246), provenientes de 53 marcas e sob diferentes serviços de inspeção 

durante o periodo de março de 2014 a maio de 2016. A identificação da 

espécie e a presença dos genes flaA, pldA, ciaB, cadF e cdtABC, luxS, dnaJ e 

sodB foram realizadas por PCR. A homologia entre as cepas foi determinada 

por RAPD-PCR. Das amostras, 35/660 (5,3%) foram positivas para o gênero 

Campylobacter, sendo 9/35 (25,71%) identificadas como C. jejuni e 6/35 

(17,14%) como C. coli. A similaridade foi superior a 80% entre as cepas. Os 

resultados indicam que, provavelmente, o consumo destes alimentos 

produzidos no Brasil oferecem perigo para a aquisição de campilobacteriose. 

 

Palavras-chave: Carnes. Campilobacteriose. Tipagem molecular. Virulência.  
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1. Introdução 

 

A produção de carnes eleva o Brasil a uma posição de destaque no 

cenário mundial. O país ocupa a posição de primeiro exportador de carne 

bovina e de frango do mundo e o segundo maior produtor de ambas, em 

relação a carne suína é o quarto produtor e exportador (ABPA, 2017). A busca 

pela melhoria dos parâmetros sanitários foi fundamental para este ranking e 

possibilitou a inserção de produtos frente ao mercado externo, porém tornou 

também, a prevenção e o controle de patógenos um desafio permanente (Vaz 

et al., 2012). 

O alto consumo mundial de carnes, seus derivados e miúdos expõe a 

população a doenças de origem alimentar como a campilobacteriose. Os casos 

da doença humana em países europeus e nos Estados Unidos ultrapassaram 

os casos de salmonelose e shiguelose documentados (Cover et al., 2014). De 

acordo com o CDC (Center for Disease Control and Prevention), essa bactéria 

afetou mais de 2,4 milhões de pessoas no ano de 2013, e o número de 

infecções diagnosticadas pelo CIDT (Foodborne Illnessand Culture-

Independent Diagnostic Tests) determinou aumento de 114% em 2016 em 

comparação com a média de 2013-2015 (CDC, 2016).  

A maioria dos casos de campilobacteriose ocorre isoladamente, 

apresentando quadros de diarreia, cólicas abdominais e febre, podendo 

agravar e levar à complicações como a Síndrome de Guillain-Barré, que ocorre 

em um a cada mil casos da doença (Who, 2011).  

Campylobacter spp. coloniza o trato gastrintestinal de várias espécies 

animais domésticas e selvagens, principalmente aquelas destinadas ao 

consumo humano (Malakauskas et al., 2005). Entre os alimentos de origem 

animal, as carcaças de frango e suas vísceras têm sido motivo de alerta, 

devido à possível ocorrência de contaminação com as fezes durante as 

operações da linha de abate, sendo uma via potencial de transmissão desse 

patógeno para humanos. Nos abatedouros, observa-se uma oscilação da 

contaminação das carcaças em relação aos processos convencionais de 

evisceração, dependendo da planta de processamento industrial (Horrocks et 

al., 2009). 
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No ano de 2017, se antecipando às exigências internacionais, a análise 

de Campylobacter passou a ser realizada em laboratórios oficiais no sul do 

Brasil, por meio de quantificação em carcaças de frangos. Neste mesmo ano, a 

União Européia recomendou o monitoramento desta bactéria nas carcaças de 

frango exportadas a partir de janeiro de 2018, estabelecendo como limite 

máximo 103 UFC.g-1. Porém, além de carcaças de frangos, o consumo de 

outros alimentos de origem animal também pode ser fonte de 

campilobacteriose humana e o risco de seu consumo deve ser avaliado para 

determinar se devem ser incluídos em programas de controle nacional e 

internacional.  

Assim, objetivou-se determinar a prevalência de Campylobacter em 

pernil suíno, carne bovina moída e fígados bovino e de frangos, e determinar 

nos isolados, a espécie, presença de genes de virulência e a disseminação dos 

genótipos.  

 

2. Material e métodos 

 

Amostras e amostragem 

 

O número de amostras coletadas foi estabelecido conforme a fórmula 

seguinte descrita por Thrusfield (2004) e Brasil (2008). 

 

n= 1,962 Pesp(1-Pesp) 

                   d2 

 

Onde: n= tamanho necessário da amostra 

           P esp= prevalência esperada 

           d = margem de erro admitida 

Como não existem estudos sistemáticos prévios sobre a prevalência, foi 

utilizado como P esp, a média observada em estudos prévios. A prevalência 

esperada para fígado bovino é de 80%, o número de amostras desta matriz foi 

de 246 (FAO, 2009). Para fígado de frango, pernil suíno e carne bovina moída, 

o número de amostras foi 138 para cada um, levando em conta a prevalência 
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esperada de 90%, 10% e 10%, respectivamente, conforme Whyte et al. (2006) 

em fígado de frango e Zhao et al. (2010) para pernil suíno e carne bovina 

moída. 

A pesquisa foi baseada na análise de 660 amostras, sendo 546 

resfriadas e 114 congeladas, representativas das marcas comerciais 

produzidas no Brasil, destinadas ao comércio externo e exportação. Foram 

coletadas 138 amostras de pernil suíno resfriadas, 138 amostras de fígado de 

frango (24 resfriadas e 114 congeladas), 138 amostras de patinho bovino 

moído resfriadas e 246 amostras de fígado bovino (24 resfriadas e 114 

congeladas).  

As matrizes cárneas foram coletadas em estabelecimentos comerciais 

sob diferentes 53 marcas comerciais, submetidos à fiscalização federal, 

municipal e estadual. As coletas foram realizadas durante o periodo de março 

de 2014 a maio de 2016. 

 

2.2. Isolamento das cepas 

 

Para o isolamento de Campylobacter spp. foi utilizado o protocolo 

descrito na ISO 10272-1:2006, com modificações no pré-enriquecimento. 

A tabela 1 demonstra o processamento inicial das diferentes matrizes 

cárneas. Nas amostras onde foi realizada a técnica da rinsagem, (pernil suíno, 

fígado bovino), uma alíquota de 30 mL do produto da lavagem de cada amostra 

foi pipetada e adicionada a 30 mL de caldo Bolton (Oxid®) em dupla 

concentração com 5% de sangue de carneiro desfibrilado e antibióticos (10,0 

mg de cefoperazona, 10,0 mg de vancomicina, 10,0 mg de trimetoprim e 25,0 

mg de cicloheximida.). Para as amostras de carne bovina moída e fígado de 

frango, 10g foram adicionados diretamente no caldo Bolton em concentração 

simples, também acrescido de 5% de sangue de carneiro desfibrilado e mistura 

antibiótica. Todas as amostras foram incubadas em atmosfera de microaerofilia 

(Probac do Brasil®) a 37⁰C por 44±4 horas, e após, homogeneizadas e 

semeadas em ágar CCDA-Preston - Campylobacter Blood-Free Selective 

Medium (Oxoid®) suplementado com antibióticos (16mg cefoperazona e 32mg 

anfotericina B) (Oxoid®).  
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Na tentativa de reduzir a contaminação, as placas foram recobertas com 

membrana filtrante de celulose com poros de 0,65µm (Milipore®) e sobre a 

mesmas, pipetado 300µL da amostra enriquecida. As placas foram mantidas 

em repouso e retirada as membranas, seguido de incubação a 37⁰C por 44±4 

horas em atmosfera de microaerofilia (Probac do Brasil®). Colônias suspeitas 

pela sua morfologia, foram subcultivadas e submetidas à coloração de Gram 

para confirmação da morfologia típica e posterior confirmação do gênero. 

 

Tabela 1: Resumo dos procedimentos de preparo das amostras para análise de Campylobacter 

spp. nas diferentes matrizes  

Matriz cárnea Porção matriz Enriquecimento Técnica 

Fígado de frango 10g 30mL Bolton Homogeneização 

Fígado bovino 150g 100mL AP + 

30mL Bolton 

Rinsagem 

Pernil suíno 150g 100mL AP + 

30mL Bolton 

Rinsagem 

Patinho moído 10g 90mL Bolton Homogeneização 

AP=água peptonada 0,1% (Oxoid
®
). 

 

2.3. Identificação de C. jejuni, C. coli e confirmação quanto ao gênero  

 

A confirmação do gênero Campylobacter e espécies C. jejuni e C. coli foi 

identificada por PCR. As análises foram conduzidas em paralelo com cepas 

controle de C. jejuni (ATCC 33291) e de C.coli (ATCC 43478). 

A extração do DNA das colônias suspeitas após confirmação 

morfológica pela coloração de Gram foi realizada utilizando o kit comercial 

Wizard® Genomic DNA Purification (Promega), conforme recomendações do 

fabricante. 

 Para confirmação do gênero, a reação foi realizada em um volume 

final de 30µL, composto por 30ng do DNA, 10mM de Tris-HCL; 50mM de KCl; 

2,5mM de MgCl2 e 0,25U de Taq DNA Polimerase; 200µM de cada 

deoxinucleotídeo trifosfato (DNTP) e 40 picomoles do primer (tabela 2) 

(Invitrogen®).  

A amplificação foi realizada em termociclador (Eppendorff®) nas 

condições: 1 ciclo inicial a 94⁰C por 5 minutos; 25 ciclos das 3 etapas: 
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desnaturação a 94⁰C por 1 minuto, anelamento a 60⁰C por 1 minuto, extensão 

a 72⁰C por 1 minuto; e 1 ciclo de extensão final a 72⁰C por 7 minutos (Linton et 

al., 1997). 

Quando o gênero era confirmado, a identificação das espécies C. coli e 

C. jejuni foi realizada pela técnica de PCR multiplex. Os primers utilizados 

estão descritos na tabela 2.   

O preparo da reação PCR foi realizado com o Kit GoTaq Green Master 

Mix (Promega) com inclusão de 20 picomoles do primer C1 e C4 (Invitrogen®) e 

40 picomoles de pg3 e pg50 (Invitrogen®) (Tabela 2) e 2μL (20ng) do DNA 

extraído. 

O protocolo de amplificação e de visualização em gel de eletroforese foi 

realizado de acordo com Harmon et al. (1997).Os produtos amplificados (8µL) 

foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%, tampão de corrida 

TBE 0,5 vezes (Invitrogen®) e como padrão de peso molecular, o marcador de 

100 pb (Invitrogen®). 

Para a identificação das espécies C. coli e C. jejuni a reação foi 

realizada em um volume final de 25µL: 30ng do DNA extraído, 10mM de Tris-

HCL; 50mM de KCl; 2,5mM de MgCl2 e 0,25U de Taq DNA polimerase; 200µM 

de cada deoxinucleotideo trifosfato (DNTP) e 20 picomoles de cada um dos 

primers. Para amplificação; 1 ciclo inicial a 95⁰C por 15 minutos; 25 ciclos das 3 

etapas: desnaturação a 95⁰C por 30 segundos, anelamento a 58⁰C por 1,5 

minutos, extensão a 72⁰C por 1 minuto; e 1 ciclo de extensão final a 72⁰C por 7 

minutos (Yamazaki-Matsune et al., 2007). 

Tabela 2: Primers utilizados na identificação de C. jejuni, C. coli e Campylobacter spp. 

Gene Primers Sequência 5’ -> 3’ Peso molecular Referencia 

flaA Pg3 GAACTTGAACCGATTTG 460  

(C. jejuni e C. coli) 

Harmon et al. (1997) 

 Pg 50 ATGGGATTTCGTATTAAC 

I C1 CAAATAAAGTTAGAGGTAGAATGT 160  

(C. jejuni) 

Harmon et al. (1997) 

 C4 GGATAAGCACTAGCTAGCTGAT  

16S rRna 16S rRNA-F ATCTAATGGTTAACCATTAAAC 857 

(Campylobacter 

spp.) 

Linton et al. (1997) 

16S rRrna-r GGACGGTAACTAGTTTAGTATT 
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2.4.  Genes de Virulência 

 

Foi avaliado em cada um dos isolados a presença dos genes de 

virulência flaA (motilidade), pldA (adesão e colonização), ciaB (invasão), cadF 

(colonização)  cdtABC (citotoxinas), luxS (mecanismo quórum-sensing), dnaJ 

(termotolerância), sodB (tolerância ao estresse oxidativo). 

A cepa padrão C. jejuni NCTC 11351 foi utilizada como controle positivo 

em todas as reações, bem como um controle negativo composto por água 

ultrapura estéril, adicionada à mistura de reação, em substituição ao DNA. 

O mesmo DNA utilizado para a identificação do gênero foi utilizado para 

verificar apresença dos genes. Para os genes flaA, pldA, cadF e ciaB, o volume 

final para a reação de amplificação (50µL) foi composto por 20ng de DNA 

bacteriano e 30 picomoles para cada primer (tabela 3). Cada gene foi estudado 

separadamente nas reações. Para os genes cdtA, cdtB e cdtC foi realizada a 

PCR-multiplex em um volume final de 25µL, composto por 80ng de DNA 

bacteriano e 20 picomoles para cada primer e para dnaJ e sodB o volume final 

de 25µL, composto por 20ng de DNA bacteriano e 20 picomoles de cada primer 

(tabela 3); e por fim para o luxS usou-se o volume final de 25µL, composto por 

50ng e 10 picomoles do primer  (tabela 3). 

A amplificação dos genes flaA, pldA, cadF e ciaB foi realizada em 

termociclador (Eppendorff®), obedecendo aos seguintes ciclos: 1 ciclo de 

desnaturação inicial a 95⁰C por 10 minutos; 35 ciclos de amplificação 

constituídos de 3 etapas: desnaturação a 95⁰C por 1 minuto, anelamento a 

45⁰C por 1 minuto e extensão 72⁰C por 2 minutos, completando com mais um 

ciclo de extensão final a 72⁰C por 10 minutos (ZHENG et al., 2006; HANEL et 

al., 2004).  Para os genes do complexo CDT o protocolo de amplificação 

compreendeu as seguintes etapas: 1 ciclo a 94⁰C por 5 minutos; 30 ciclos de 

amplificação, constituídos de 3 etapas: desnaturação a 94⁰C por 1 minuto, 

anelamento a 57⁰C por 1 minuto e extensão a 72⁰C por 1 minuto; completando 

com mais 1 ciclo de extensão final a 72⁰C por 5 minutos. 

Para os genes dnaJ e sodB o protocolo foi composto por: um ciclo inicial 

a 95⁰C por 2 minutos; 30 ciclos  de amplificação, sendo um de desnaturação a 

94⁰C por um minuto; um ciclo de anelamento a 50⁰C por um minuto e um de 
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extensão a 72⁰C por um minuto; e um ciclo de extensão final a 72⁰C por 5 

minutos. Por fim para o gene luxS o protocolo foi composto por um ciclo de 

desnaturação inicial a 94⁰C por 3 minutos e mais 30 ciclos, sendo um de 

desnaturação a 94⁰C por 30 segundos, um de anelamento a 55⁰C por um 

minuto e um de extensão a 72⁰  por um minuto; seguido de um ciclo de 

extensão final a 72⁰C por 10 minutos. 

 

Tabela 3: Primers, tamanho do amplicon, condições da reação e referência utilizados para a 

identificação de genes em Campylobacter isolados de diferentes matrizes cárneas 

Genes Primers Sequência 5’  3’ 
Tamanho 

(pb) 

Volume/DNA/ 

Anelamento 
Referência 

flaA flaA-F ATGGGATTTCGTATTAACAC 
1728 

50uL/20ng/45
o
C1

min. 
Hänel et al. (2004) 

 flaA-R CTGTAGTAATCTTAAAACATTTTG 

pldA pldA-361 AAGAGTGAGGCGAAATTCCA 
385 

50uL/20ng/45
o
C1 

min. 
Zheng et al. (2006) 

 pldA-726 GCAAGATGGCAGGATTATCA 

cadF cadFI-F2B TTGAAGGTAATTTAGATATG 
400 

 cadFI-R1B CTAATACCTAAAGTTGAAAC 

ciaB ciaBI-652 TGCGAGATTTTTCGAGAATG 
527 

 ciaBI-1159 TGCCCGCCTTAGAACTTACA 

cdtA cdtA-F CTATTACTCCTATTACCCCACC 
420 

25uL/80ng/57
o
C1 

min. 

Martinez et al. 

(2006) 

 cdtA-R AATTTGAACCGCTGTATTGCTC 

cdtB cdtB-F AGGAACTTTACCAAGAACAGCC 
531 

 cdtB-R GGTGGAGTATAGGTTTGTTGTC 

cdtC cdtC-F ACTCCTACTGGAGATTTGAAAG 
339 

 cdtC-R CACAGCTGAAGTTGTTGTTGGC 

luxS lusS-1 AGGCAAAGCTCCTGGTAAGGCCAA 

1080 

25µL/50ng/55⁰C1

min 

Elvers, Park (2002) 

 luxs-2 
GGATCCGTATAGGTAAGTTCATTTT 

TGCTCC 

dnaJ dnaJ F AAGGCTTTGGCTCATC 
720 

25µL/20ng/46⁰C1

min. 

Datta et al. (2003) 

 dnaJ R CTTTTTGTTCATCGTT 

sodB sodB F ATGATACCAATGCTTTTGGTGATTT 

638 

25µL/20ng/50⁰C1

min. 

Biswaset al. (2011) 

 sodB R 
TAATACGACTCACTATAGGGCATTT 

GCATAAAAGCTAACTGATCC 

 

A visualização e resolução dos produtos amplificados foi realizada em 

gel de agarose a 1,5%(Affymetrix®) de solução TBE a 0,5 vezes, corados com 

sybr safe DNA satain (Invirtrogen®), usando marcador com peso 100pb. As 

bandas formadas foram visualizadas através do transluminador (Loccus 

Biotecnologia®). 
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2.5 Tipagem Molecular por RAPD-PCR 

 

A diversidade genética entre os isolados foi determinada pela técnica de 

RAPD-PCR (Random Amplification of Polymorphic DNA), conforme o protocolo 

descrito por Akopyanz et al. (1992), utilizando os primers HLWL85 

(5’ACGTATCTGC3’) e 1290 (5’GTGGATGCGA3’). 

Foi utilizado o mesmo DNA previamente extraído. O volume final para a 

reação de amplificação foi de 20µL, composto por 10ng do DNA bacteriano e 

pelos reagentes: 10mM de Tris-HCL; 50mM de KCl; 2,0mM de MgCl2 e 1U Taq 

DNA polimerase; 200µM de cada deoxinucleotídeos (DNTP) e 30 picomols de 

cada primer (Invitrogen®). A amplificação obedeceu os seguintes ciclos: 1 ciclo 

inicial a 92⁰C por 2 minutos; 35 ciclos das 3 etapas: desnaturação a 92⁰C por 

15 segundos, anelamento a 36⁰C por 1 minuto, extensão a 72⁰C por 1 minuto; 

e 1 ciclo de extensão final a 72⁰C por 5 minutos. 

Os resultados foram avaliados usando o programa GelCompar II 

(Comparative Analysis of Electrophoresis Patterns, version 1.50, Applied Maths 

Korthrijk, Belgium) com o coeficiente de similaridade de Dice, com 1% de 

tolerância para cada primer separadamente. Para a construção do 

dendrograma foi utilizada a média de experimentos (average from experiments) 

pelo método UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic mean). 

 

2.6. Análise dos resultados 

 

Os dados foram tabulados e submetidos à análise estatística descritiva. 

O teste exato de Fisher foi utilizado para comparar a positividade de 

Campylobacter entre as diferentes matrizes, influência da forma de 

conservação (congelada/resfriada), sistema de inspeção, marcas comerciais e 

ano de isolamento. Os cálculos foram realizados no programa GraphpadPrism 

6.0. 
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3. Resultados e discussão 

 

Das 660 matrizes cárneas analisadas 35 (5,3%) foram positivas para o 

gênero Campylobacter. Os isolados foram identificadas como: C. jejuni (9/35- 

25,7%), C. coli (6/35-17,14%) e as demais (20/35-57,1%) não identificadas 

quanto à espécie, sendo classificadas como Campylobacter spp. (tabela 4).  

Em relação às amostras positivas, aquelas não pertencentes às 

espécies C. jejuni e C. coli foram predominantes, indicando que existem outras 

espécies contaminando estes alimentos. 

Não houve diferença (p>0,05) na prevalência entre as diferentes 

matrizes cárneas analisadas e entre amostras fígado de frango congelado e 

resfriado pelo teste exato de Fisher (Tabela 5). 

 

Tabela 4. Identificação de 35 isolados de Campylobacter de 660 matrizes 

cárneas comercializadas no Brasil no período de 2014 a 2016. 

Matriz (N) Campylobacter spp. 

n (%) 

C. coli 

n (%) 

C. jejuni 

n (%) 

Total 

n (%) 

Fígado de frango (5) 2 (10,0) 2 (22,2) 1 (16,7) 5 (14,2%)a 

Fígado bovino (11) 7 (35,0) 2 (22,2) 2 (33,3) 11 (31,4%)a 

Carne moída (5) 5 (25,0) 0 0 5 (14,2%)a 

Pernil suíno (14) 6 (30,0) 5 (55,6) 3 (50,0) 14 (40%)a 

Total 20 9 6 35 (100%) 

N= número de amostras positivas por matriz; n (%) = número de amostras positivas por espécie 

e porcentagem em cada matriz. Letras diferentes na mesma coluna indica que não houve 

diferença estatística significativa. 

 

Tabela 5: Prevalência de Campylobacter em diferentes tipos de carnes 

comercializadas congeladas ou resfriadas no Brasil (janeiro 2014-maio 2016). 

MATRIZ N 
POSITIVAS 

  
NEGATIVAS 

  
PREVALÊNCIA 

(%) 

  
 

CONG RESF CONG RESF  

Figado de frango 138 3* 2* 111 22 3,62ª 

Figado bovino 246 -- 11 -- 235 4,47ª 

Carne moida 138 -- 5 -- 133 3,62ª 

Pernil suino 138 -- 14 -- 124 10,14ª 

N=número de amostras analisadas; CONG=congelada; RESF=resfriadas; a: letras iguais nas 

linhas indicam que não houve diferença significativa; *: sem diferença significativa. Teste de 

Fisher (p<0,05). 
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A prevalência de Campylobacter em fígado de frango e bovino, de 

3,62% e 4,48%, respectivamente, foi inferior à esperada, considerando os 

dados de pesquisas realizadas em outros países.  

No Chile, a positividade em fígados de frango disponíveis no comércio 

foi de 117/126 (92,86%) (Fernandez; Pisón, 1996). Já Whyte et al. (2006) 

encontraram em 30 amostras na Nova Zelândia, 100% de positividade, sendo 

C. jejuni a espécie mais prevalente. Na Dinamarca, um surto causado pelo 

consumo de patê de fígado de frango demonstrou que 22/49 comensais 

avaliados manifestaram a doença (Edwards et al., 2014). Em outro surto, na 

cidade de Liverpool em 2011, entre as 26 pessoas expostas por se alimentar 

em um mesmo restaurante, 11 apresentaram sintomas consistentes da 

infecção por Campylobacter spp. O alimento envolvido foi parfait de fígado de 

frango, e como causas foram incriminadas problemas no preparo e associado à 

contaminação cruzada (Farner et al., 2012). Nos EUA, Noormohamed e Fakhr 

(2013) avaliaram 50 amostras de fígado bovino e determinaram positividade 

em 39/50 (78%), sendo C. Jejuni a espécie mais identificada. No Reino Unido, 

a positividade em amostras de fígado bovino foi de 54,2%, sendo identificadas 

as espécies C. jejuni e C. fetus (Kramer et al., 2000). 

A baixa prevalência pode estar associada à condição de injúria da 

bactéria, que as torna VNC (viáveis não cultiváveis), o que gera resultados 

falsos negativos, que mesmo não detectáveis são infectantes para o 

hospedeiro (Keum-il et al., 2007). 

Nas amostras de patinho bovino moído e pernil suíno, a baixa 

prevalência de Campylobacter pode ser atribuída à menor predileção do micro-

organismo por estas matrizes. Logo, a positividade encontrada pode estar 

ligada a processos de contaminação cruzada durante processamento.  

Carnes de suínos e bovinos apresentam menor incidência de 

Campylobacter quando comparada com a carne de aves. Acredita-se que 

animais das espécies bovina, ovina e suína adquiram Campylobacter pela 

exposição a um ambiente externo contaminado, onde, sistemas extensivos de 

criação animal, contribuem para o contato frequente dos animais com o agente 
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infeccioso. C. fetus subsp. fetus e C. jejuni infectam ovinos, caprinos e bovinos 

geralmente por via oral (Humphrey; O`Brien; Madsen, 2007). 

Apesar de baixa, a prevalência encontrada em carne bovina e suína foi 

relativamente maior do que a encontrada em estudo anterior. Zhao et al. (2010) 

realizaram um trabalho em 10 estados norte-americanos utilizando a técnica da 

rinsagem para a coleta de 6171 amostras de carne moída bovina e 6148 

amostras de costela de porco entre os anos de 2002 e 2007. Os autores 

constataram contaminação por Campylobacter inferior a 0,5%, com seis 

amostras positivas em carne de origem bovina e 20 nas de origem suína. As 

espécies mais prevalentes foram C. jejuni e C. coli, respectivamente.  

A condição da amostra (resfriada ou congelada) também não foi 

determinante para o isolamento de Campylobacter nas amostras de fígado de 

frango (Tabela 5). 

O Codex Alimentarius (2016) considera o congelamento como capaz de 

reduzir as contagens de Campylobacter spp. Segundo estudo realizado pela 

FSA (2001) no Reino Unido há uma redução da prevalência de Campylobacter 

spp. em amostras congeladas. O trabalho baseou-se na investigação de 4866 

carcaças, e obteve 50% de positividade para Campylobacter; dos quais 56% 

(2289) das amostras frescas apresentaram resultado positivo para este micro-

organismo em comparação a 31% (408) de positividade em amostras de frango 

congeladas. Dimitraki and Velonakis (2007) salientam que o congelamento 

inibe o crescimento do micro-organismo, mas não o elimina completamente, 

podendo o mesmo assumir a forma VNC (viável, mas não cultivável) em 

condições ambientais adversas. 

Quanto ao tipo de sistema de inspeção utilizado, das 652 amostras 

analisadas 380 (57,57%) eram inspecionada pelo SIF; 255 (38,6%) pelo SIM e 

17 (4%) pelo IMA. Nas matrizes cárneas positivas, não foi detectada diferença 

(p>0,05) em relação ao tipo de sistema de inspeção (Tabela 6). 
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Tabela 6: Número de amostras positivas nas diferentes matrizes cárneas em 

relação ao sistema de inspeção utilizado. 

Matriz SIF (N = 380) IMA (N = 17) SIM (N = 255) 

Fígado de frango 5 0 0 

Carne moída 3 0 2 

Pernil suíno 5 1 8 

Fígado bovino 7 0 4 

Total 20 (5,3%)
a 

1 (5,9%)
a 

14 (5,5%)
a 

N: número total de amostras em cada sistema de inspeção. SIF: Sistema de Inspeção Federal. 

IMA=Instituto Mineiro de Agropecuária. SIM= Serviço de Inspeção Municipal. a: Não houve 

diferença pelo teste exato de Fisher (p>0,05). 

 

Das 53 marcas avaliadas, a presença de Campylobacter foi detectada 

em 12 delas (22,6%), sendo que três marcas foram predominantes e 

responsáveis por 60,0% (21/35) das amostras positivas. 

Ao considerar o ano de fabricação das amostras observou-se que, 

independente da matriz, 300 (45,45%) corresponderam ao ano de 2014, 215 

(32,57%) ao ano de 2015 e 145 (21,96%) ao ano de 2016. Não houve diferença 

(p>0,05) ao avaliar o percentual de positividade ao longo dos anos, sendo 

equivalentes a 3,0% (9/300) em 2014, 9,3% (20/215) em 2015 e 4,1% (6/145) 

em 2016. 

Além da determinação da prevalência, conhecer o potencial virulento de 

Campylobacter para causar infecção humana é de grande importância para o 

conhecimento da epidemiologia e patogenia da campilobacteriose (Martinez et 

al., 2006). 

Nos cinco isolados de fígado de frango, uma cepa identificada como C. 

jejuni possuía os genes pdlA, cdtA, cdtB e luxS; duas identificadas como C. coli 

possuíam os genes flaA, ciaB e luxS e outra flaA, cadF e dnaJ; as outras duas, 

identificadas duas Campylobacter spp. possuíam os genes flaA e cadF ou 

somente o gene luxS.  

As cepas isoladas de carne moída possuíam características gênicas de 

virulência diversas, sendo eles: somente gene luxS ou dnaJ (em duas cepas); 

ciaB e luxS (uma cepa); luxS e dnaJ (uma cepa); cdtA, cdtB, cdtC e dnaJ (uma 

cepa). 
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Não houve diferença entre a presença de genes de virulência entre as 

cepas isoladas de fígado bovino e pernil suíno (Tabela 7), com exceção do 

gene ciaB. 

 

Tabela 7. Número e porcentagem de genes de virulência em 11 e 14 cepas de 

Campylobacter isolados de fígado bovino e pernil suíno, respectivamente, no 

Brasil (março/2014 a maio/2016).  

 

GENE 

ESPÉCIES  
TOTAL 

C. jejuni C. coli Campylobacter spp. 

FB PS FB PS FB PS FB PS 

ciaB 1 (50,0%) 3 (100%) 0 4 (80,0%) 1 (14,3%) 2 (33,3%) 2 (18,2%)
a
 9 (64,3%)

b
 

pldA 1 (50,0%) 1 (33,3%) 0 2 (40,0%) 3 (42,8%) 3 (50,0%) 4 (36,4%)
a
 6 (42,8%)

a
 

flaA 1 (50,0%) 1 (33,3%) 0 2 (40,0%) 1 (14,3%) 0 2 (18,2%)
a
 3 (21,4%)

a
 

cadF 1 (50,0%) 2 (66,6%) 1 (50,0%) 4 (80,0%) 5 (71,4%) 3 (50,0%) 7 (63,6%)
a
 9 (64,3%)

a
 

cdtABC 0 1 (33,3%) 0 0 0 0 0 1 (7,1%) 

luxS 2 (100%) 3 (100%) 1 (50,0%) 3 (60,0%) 4 (57,1%) 6 (100%) 7 (63,6%)
a
 12 (85,7%)

a
 

dnaJ 0 1 (33,3%) 1 (50,0%) 3 (60,0%) 2 (28,6%) 2 (33,3%) 3 (27,3%)
a
 6 (42,8%)

a
 

sodB 0 0 0 0 0 0 0 0 

TOTAL 2 (18,3%) 3 (21,4%) 2 (18,3%) 5 (35,7%) 7 (63,6%) 6 (42,8%) 11 (100%) 14 (100%)  

FB: fígado bovino; PS: pernil suíno. a,b: Letras diferentes na mesma linha indica diferença 
significativa no teste exato de Fisher (p<0,05). 

 

Para ambas as matrizes, observou-se que os genes mais prevalentes 

nas cepas foram luxS e cadF, demonstrando que, provavelmente, são cepas 

mais adaptadas ao ambiente pela capacidade de formar biofilmes e pelo 

potencial de colonização, respectivamente.  

Cabe destacar que as cepas de pernil suíno apresentaram maior 

potencial para invasão (p=0,0419), identificado pela presença do gene ciaB. 

Além disso, os maiores percentuais para os genes pldA, cadF e luxS foram 

identificados essas cepas, o que mostra uma possível emergência de cepas 

virulentas nessa matriz.  

 De maneira geral, C. jejuni foi a espécie mais virulenta, uma vez que a 

presença dos perfis com cinco ou mais genes só foram detectados nessa 

espécie. Esse fato concorda com a literatura que afirma que C. jejuni apresenta 
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mais características de virulência e por isso é a mais envolvida em casos de 

campilobacteriose (Hirsh, 2003).  

A ausência do gene sodB em todas as cepas, mostra a menor 

capacidade de adaptação à condições relacionadas à presença de oxigênio em 

situações de estresse pelo frio. Esse fato também pode explicar a baixa 

prevalência por se tratar de amostras congeladas e resfriadas.  

O gene flaA codifica a proteína flagelina, que dá motilidade (Poly et al., 

2007). O gene ciaB secreta proteínas que atuam na invasão e colonização de 

células epiteliais do intestino (Cróinín e Steffen, 2012; Eucker e Konkel, 2012) e 

pldA é responsável pela adesão e colonização. O gene cadF codifica uma 

proteína que está envolvida na ligação interna com células epiteliais do 

intestino, portanto, é importante para a colonização interna (Pickett e 

Whitehouse., 1999).  

O complexo CDT está relacionado a citotoxicidade na célula hospedeira, 

causando interrupção do ciclo celular e consequente apoptose (Pickett et al., 

1999; Martinez et al., 2006;  Ripabelli et al., 2010; Martinez et al., 2006). 

A similaridade genética analisada através do dendrograma mostrou que 

não foram detectados clones e que há alta diversidade genética entre as cepas 

pertencentes à mesma espécie, com a formação de nove clusters com 

similaridade superior a 80% para os 35 isolados.  

Para cepas de Campylobacter spp., a similaridade identificada entre os 

clusters sugere que, provavelmente, trata-se de isolados de uma mesma 

espécie (clusters A, B, C e D – Figura 1a). Além disso, observou-se que não 

houve distinção das cepas em relação à matriz cárnea de origem, assim como 

do tipo de sistema de inspeção. Todavia, vale ressaltar que os clusters 

formados contemplavam cepas pertencentes a um mesmo ano de produção. 

Como exemplo, cabe citar o cluster B com similaridade de 92,0%, composto 

por cepas de Campylobacter spp. oriundas de pernil suíno e fígado de frango 

do ano de 2015, de marcas comerciais produzidas em Minas Gerais e Goiás, 

em sistemas de inspeção municipal, estadual e federal, que apresentaram em 

comum a presença do gene luxS, que caracteriza a capacidade das cepas em 

formar biofilmes. 



 
52 

 

A Figura 1b ilustra a homologia dos isolados de C. coli. Foram 

identificados três clusters, que agruparam cepas de acordo com a matriz 

cárnea de origem, de anos diferentes de produção, com sistemas de inspeção 

distintos. A presença comum dos genes flaA e cadF para os clusters E e F, 

respectivamente, ilustra a virulência compartilhada entre as cepas. Além dos 

aspectos supramencionados, o cluster E agrupou duas cepas de fígado de 

frango, com 99,2% de similaridade, provenientes de amostras armazenadas de 

sob refrigeração e congelamento, de marcas produzidas de diferentes estados 

(MT e GO), o que indica a disseminação do genótipo entre diferentes 

estabelecimentos. 

O mesmo padrão identificado em C. coli também foi detectado para C. 

jejuni, com a formação de dois clusters discriminados de acordo com a matriz 

cárnea de origem, produzida em anos diferentes e com sistemas de inspeção 

municipal (SIM) e federal (SIF). A exceção cabe ao cluster H, composto por 

três cepas provenientes de pernil suíno e uma de fígado de frango, com 

similaridade de 81,8%, que demonstra que há genótipos comuns circulantes 

nas diferentes cadeias produtivas. Foi identificada a presença comum dos 

genes ciaB e luxS para os clusters H e I, respectivamente, que indica 

capacidade de invasão e de estabelecer a forma de vida séssil. 

A elevada heterogeneidade entre as cepas se deve, provavelmente, à  

capacidade natural de Campylobacter realizar recombinação gênica por 

transformação e de sofrer rearranjos genômicos (Ridley et al., 2008). Porém, 

constatou-se que para C. jejuni e C. coli houve persistência de genótipos 

específicos para cada matriz cárnea ao longo dos anos.  A evidência de 

linhagens altamente similares circulantes no território nacional ao longo do 

tempo pode indicar a capacidade de Campylobacter em agir de forma 

difundida. Aliado a isso, seu elevado potencial de formar biofilme, torna o 

micro-organismo resistente às condições adversas (Sheppard e Maiden, 2015). 
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4. Conclusão 

 

A identificação de Campylobacter nas matrizes alimentares foi 

independente de sua origem (bovina, suína e avícola), tipo de inspeção, ano de 

isolamento e forma de comercialização (congelada ou resfriada).  

A maior prevalência de Campylobacter spp. nas matrizes carneas 

estudadas e a análise filogenética sugerem que há pelo menos mais quatro 

espécies, além de C. jejuni e C. coli,  envolvidas na contaminação destes 

alimentos.  

Para as cepas de origem suína foram identificados os maiores 

percentuais de prevalência e de virulência para ciaB, pldA, luxS e cadF, o que 

indica possível emergência do patógeno nessa matriz.  
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LEGENDA DAS FIGURAS 

 

Figura 1: Dendrograma comparativo de Campylobacter utilizando coeficiente 

de similaridade de Dice com tolerância de 1% e método UPGMA com 

otimização de 80%. 1a – Análise em Campylobacter spp; 1b – Análise em C. 

coli; 1c – Análise em C. jejuni. A-I – clusters formados com homologia superior 

a 80%. CM – patinho bovino moído; FB – fígado bovino; FF – fígado de frango; 

PS – pernil suíno. 
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Resumo – Objetivou-se avaliar a similaridade genética de Campylobacter 

isolados de carcaças de frango de marcas comerciais representativas às 

comercializadas no Brasil por meio de análise filogenética, relacionando os 

resultados às suas características de virulência, data e local de isolamento e 

resistência aos antimicrobianos. Foram avaliadas 37 cepas de Campylobacter 

previamente isoladas de carcaças de frango representativas das marcas 

comercializadas no Brasil, nos mercados interno e exportadas. A identificação 

da espécie, a presença dos genes ciaB, pldA,flaA, cadF, cdtABC, dnaJ, luxS e 

sodB  e ainda a produção dos transcritos ciaB, dnaJ, p19 e sodB foram 

realizadas por PCR. A resistência antimicrobiana foi avaliada pelo método de 

disco difusão. A homologia entre as cepas foi determinada por RAPD-PCR. 

Não foram identificados clones entre as espécies. Para Campylobacter spp. 

não observamos similaridade superior a 80%, indicando a provável presença 

de mais de uma espécie. Para C. jejuni a união das cepas em clusters, mostra 

a possibilidade de serem de mesma origem. A variabilidade genética leva a 

pensar em várias fontes de infeção. Para C. coli também foram observados alta 

homologia, estando sete das nove cepas em dois clusters. O estudo mostra a 

complexidade do gênero Campylobacter, e reforça a necessidade de constante 

acompanhamento das suas características, especialmente as relacionadas à 

patogenicidade. 

 

Palavras chave: Disseminação, Campilobacteriose, Saúde Pública, Genes, 

Resistência antimicrobiana. 

 

 

 



 
63 

 

Abstract - The objective of this study was to evaluate the genetic similarity of 

Campylobacter isolated from chicken carcasses of commercial brands 

representative of those commercialized in Brazil through phylogenetic analysis, 

relating the results to their characteristics of virulence, date and place of 

isolation and antimicrobial resistance. We evaluated 37 Campylobacter isolates 

previously isolated from chicken carcasses representative of brands sold in 

Brazil, in domestic and export markets. Identification of the species, presence of 

the ciaB, pldA, flaA, cadF, cdtABC, dnaJ, luxS and sodB genes and the 

production of ciaB, dnaJ, p19 and sodB transcripts were performed by PCR. 

The antimicrobial resistance was evaluated by the disc diffusion method. 

Homology between strains was determined by RAPD-PCR. No clones were 

identified among the species. For Campylobacter spp. we did not observe 

similarity superior to 80%, indicating the probable presence of more than one 

species. For C. jejuni the union of the strains in clusters, shows the possibility of 

being of the same origin. Genetic variability leads one to think of several 

sources of infection. For C. coli high homology was also observed, with seven 

of the nine strains in two clusters. The study shows the complexity of the 

Campylobacter genus, and reinforces the need for constant monitoring of its 

characteristics, especially those related to pathogenicity. 

 

Key words: Dissemination, Campilobacteriosis, Public Health, Genes, 

Antimicrobial Resistence. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
64 

 

Introdução 

Campylobacter spp. é considerado um dos principais agentes 

causadores de gastroenterite bacteriana aguda de origem alimentar em 

humanos em países industrializados e desenvolvidos, sendo responsável por 

400 a 500 milhões de casos de gastroenterite em todo o mundo (Kaakoush et 

al., 2015; Abulreesh et al., 2017). 

A maioria dos surtos associados a Campylobacter surgem como casos 

esporádicos ligados principalmente ao consumo de carne frango mal cozida. O 

frango representa o principal reservatório pelo fato de albergar o micro-

organismo de forma comensal, e é transmitido via fecal-oral, de maneira que as 

aves colonizadas mantém o agente até o abate (Saint-Cyr et al., 2016).  

Os elevados níveis de contaminação em amostras de frangos 

determinados em estudos realizados em diversos países mostraram a 

necessidade de programas de vigilância para monitorar a presença desse 

micro-organismo em carne de frangos (Berghaus et al., 2013; Melo et al., 2013; 

Skarp et al., 2016; Melo et al., 2017). 

No Brasil, os dados de prevalência em amostras de frangos e casos de 

campilobacteriose em humanos são subnotificados. Porém, a posição de 

destaque do país na produção e exportação de carne de frango, sendo o maior 

exportador e o segundo maior produtor desde 2015 (ABPA, 2017) aliado aos 

recentes embargos que impediram temporariamente a exportação aumentaram 

a preocupação dos compradores. 

Diante disso, a União Europeia passou a exigir o monitoramento de 

Campylobacter spp. em carcaças de frango produzidas no Brasil destinadas 

àquele continente a partir de 2018, permitindo uma contagem máxima de  103 

UFC/g para o gênero em carcaças de frangos (CE, 2017) 

Os registros no Brasil com relação a doença em humanos mostram que 

não há notificação oficial de surtos/casos desde 2011 nos dados 

disponibilizados pelo Serviço de Vigilância e Saúde do Ministério da Saúde. Em 

2011, os dados oficiais mostravam que de 2000-2011, foram registrados três 

casos da enfermidade (SVS, MS, 2011), e a partir deste ano, a 

campilobacteriose não foi mais reportada nos dados oficiais (SVS, MS, 2011) 

devido à subnotificação e/ou precariedade no diagnóstico.  
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As espécies de Campylobacter responsáveis pela gastroenterite humana 

são classificadas como termofílicas, sendo C. jejuni e C. coli consideradas as 

mais importantes, já que são responsáveis por até 95% dos episódios (Saint-

Cyr et al., 2016). Porém, além da espécie, outros fatores interferem na infecção 

e gravidade da enfermidade, incluindo a relação hospedeiro vs parasita, 

aparato gênico relacionado à virulência e resistência antimicrobiana.  

Devido ao elevado número de casos de campilobacteriose em países 

desenvolvidos, tornou-se necessária a utilização de métodos moleculares para 

tipagem epidemiológica pelos órgãos de vigilância de saúde pública na 

identificação das causas de surtos alimentares e na compreensão dos riscos à 

saúde pública (Nakari, 2011). 

Assim, estudos sobre cepas de Campylobacter isoladas de carcaças de 

frango no Brasil, principalmente de amostras representativas, podem contribuir 

no entendimento da epidemiologia deste agente. Particularmente, o 

conhecimento da homologia de perfis gênicos associados a características 

relacionadas à patogenicidade pode auxiliar nos fatores que contribuem para 

sua manutenção ou disseminação. 

Objetivou-se avaliar a similaridade genética de Campylobacter isolados 

de carcaças de frango de marcas comerciais representativas às 

comercializadas no Brasil por meio de análise filogenética, relacionando os 

resultados às suas características de virulência, data e local de isolamento e 

resistência aos antimicrobianos.  

 

Material e métodos 

Desenho do estudo. Foram utilizadas para o estudo, 37 cepas de 

Campylobacter previamente isoladas de carcaças de frango representativas 

das marcas comercializadas no Brasil, nos mercados interno e exportadores.  

Os isolados foram identificados quanto a espécie (Campylobacter spp., 

C. jejuni e C. coli) e caracterizadas quanto a produção de genes de virulência e 

de adaptação. O gene ciaB possui, importante função na invasão celular; pldA 

importante na invasão celular e ainda codifica um a proteína envolvida na 

síntese de fosfolipase da membrana externa;  o gene flaA, codifica a flagelina, 

importante na motilidade da cepa, cadF responsável pela capacidade da 
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Campylobacter aderir à fibronectina, cdtABC que codifica toxina com ação 

citotóxica; dnaJ que codifica a proteína do choque térmico, a qual permite  o 

crescimento em temperaturas superiores a 40°C; luxS gene mais importante no 

mecanismo de quórum-sensing; e sodB auxilia a sobrevivência de 

Campylobacter em situações de alteração de temperatura. 

 Foram avaliadas ainda a produção de transcritos (ciaB, danJ, p19 e 

sodB) e resistência aos antimicrobianos: amoxacilina e ácido clavulânico 

(10μg), azitromicina (15μg), ciprofloxacina (5μg), eritromicina (15μg), 

gentamicina (10μg) e tetraciclina (30μg) (Oxoid). A identificação e 

caracterização das cepas foram realizadas nos anos de 2014 e 2015 por 

IASBECK (2016) e FRANCO (2016) 

A análise de prevalência partiu de uma amostragem de 246 carcaças de 

frangos que foram processadas conforme método ISO10272-1:2006 (ISO, 

2006). A identificação das espécies C. jejuni e C. coli e do gênero 

Campylobacter spp. foi realizada por PCR, conforme Harmon et al. (1997) e 

Linton et al. (1997), respectivamente.  

A avaliação da presença e transcrição dos genes foi realizada conforme 

protocolo descrito por Zheng et al. (2006) e Li et al. (2008), respectivamente. E 

o teste de susceptibilidade antimicrobiana foi realizado conforme CLSI (2010).  

  

Reativação das cepas e extração do DNA. As 37 cepas utilizadas no estudo 

estavam depositadas no Banco de cepas do Laboratório de Epidemiologia 

Molecular da Universidade Federal de Uberlândia, mantidas sob congelamento 

a -80ºC em crioprotetor. 

As cepas foram reativadas em caldo Bolton (Oxoid®) suplementado com 

5% de sangue de carneiro desfibrilado (Laborclin), que foi incubado em 

atmosfera de microaerofilia (Probac do Brasil®) a 37ºC por 44 horas ± 4 horas. 

Após, uma alíquota de 300µL foi semeada na superfície do ágar 

Campylobacter Blood-Free Selective Medium (Modified CCDA- Preston) 

(Oxoid®) e novamente incubado a 37ºC por 44 horas ± 4 horas em condições 

de microarofilia (Probac do Brasil®). 
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A extração do DNA das colônias foi realizada utilizando o kit comercial 

Wizard® Genomic DNA Purification (Promega), conforme recomendações do 

fabricante. A quantificação do DNA foi realizada em equipamento Nanodrop®. 

 

Random Amplification of Polymorphic DNA - RAPD-PCR. A diversidade 

genética entre os isolados foi determinada pela técnica de RAPD-PCR 

(Random Amplification of Polymorphic DNA), conforme o protocolo descrito por 

Akopyanz et al. (1992), utilizando os primers HLWL85 (5’ACGTATCTGC3’) e 

1290 (5’GTGGATGCGA3’).  

O volume final para a reação de amplificação foi de 20µL, composto por 

10ng do DNA bacteriano e pelos reagentes: tampão 1x; 10mM de Tris-HCL; 

50mM de KCl; 2,0mM de MgCl2 e 1U Taq DNA polimerase; 200µM de cada 

deoxinucleotídeotrifosfatado (DNTP) e 30 picomols do primer (Invitrogen®). Os 

protocolos de amplificação e eletroforese seguiram as recomendações de 

Akopyanz et al. (1992) e Mazurier et al. (1992). 

A amplificação obedeceu aos ciclos: 1 ciclo inicial a 92oC por 2 

minutos; 35 ciclos das 3 etapas: desnaturação a 92oC por 15 segundos, 

anelamento a 36oC por 1 minuto, extensão a 72oC por 1 minuto; e 1 ciclo de 

extensão final a 72°C por 5 minutos.  

A separação dos produtos amplificados (8µL) foi feita por eletroforese 

em gel de agarose a 1,5% (Affymetrix®), utilizando o tampão de corrida TBE 

0,5x (Invitrogen®) e como padrão de peso molecular o marcador de 100pb 

(Invitrogen®). 

 

Análise dos resultados. Os resultados foram avaliados usando o programa 

GelCompar II (Comparative Analysis of Electrophoresis Patterns), version 1.50, 

Applied Maths Korthrijk, Belgium. A matriz de similaridade foi obtida por 

comparação entre pares de cepas usando o coeficiente de similaridade de 

Dice, com 1% de tolerância para cada primer separadamente. Para a 

construção do dendrograma foi utilizada a média de experimentos (average 

from experiments) obtida pelos dois primers pelo método UPGMA (unweighted 

pair group method with arithmetic mean). 
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Resultados e Discussão 

A análise de similaridade genética foi realizada separadamente para cada 

espécie, conforme demonstrado na Figura 1. Foram discriminados três 

dendrogramas, sendo um para Campylobacter spp. (Figura 1a), um para C. 

jejuni (Figura 1b) e um para C. coli (Figura 1c).  

A análise dos dendrogramas demonstrou que para todas as espécies 

não foram detectados clones com 100% de homologia. Porém, a identificação 

de clusters com similaridade superior a 85% foram considerados como 

pertencentes a um mesmo genótipo.  

Para cada espécie foi identificado os genótipos distintos e os clusters, 

sendo que estes foram comparados considerando o local de isolamento, a data 

da coleta, as características fenotípicas relacionadas à resistência 

antimicrobiana e genotípicas, relacionadas aos genes de virulência e 

adaptação. 

Para Campylobacter spp. (Figura 1a), não foram identificados clusters 

compostos por cepas com similaridade superior a 85%. É provável que essa 

diversidade esteja relacionada à existência de mais de uma espécie compondo 

o grupo devido às grandes diferenças no material genético. A atual emergência 

das espécies C. lari e C. upsaliensis, demonstrado em trabalhos anteriores 

(Osimani et al., 2017; Schets et al., 2017) podem justificar o perfil diversificado 

identificado nesse grupo. 

Apesar da diversidade genética relacionada à provável existência de 

diferentes espécies, o grupo, composto por oito estirpes de Campylobacter 

spp., alberga cepas oriundas, em sua maioria, de amostras congeladas, 

provenientes do estado de Minas Gerais no ano de 2015, sob sistema de 

inspeção federal, com resistência comum aos antimicrobianos ciprofloxacina e 

tetraciclina, e presença dos genes cadF, ciaB e pldA.  

Foram identificados três clusters em C. jejuni correspondentes aos perfis 

de A, B e C com similaridade filogenética superior a 85%, conforme consta na 

Figura 1b. Também foram detectados oito genótipos distintos nesse grupo. 

Esse grupo contempla um total de 23 cepas e o fato de a maioria delas (15/23 

– 65,2%) estar reunida em clusters, mostra a possibilidade de uma origem 

comum entre elas.  
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Para o cluster A foram agrupadas duas cepas com similaridade de 

90,1%, provenientes de Minas Gerais, de amostras congeladas, que 

apresentaram em comum os genes ciaB, cadF e pldA e resistência a 

gentamicina e eritromicina, isoladas de amostras produzidas nos meses de 

agosto e setembro de 2015. A elevada proximidade genética pode estar 

relacionada à persistência da cepa no ambiente, pela formação de biofilmes, 

estruturas que garantem a sobrevivência do agente por longos períodos dentro 

do estabelecimento (Rossi et al., 2017).  

 Foram discriminadas oito cepas no cluster B, com 85,9% de homologia, 

de diferentes origens (MG, MT e GO), de amostras resfriadas e congeladas 

produzidas nos anos de 2014 e 2015, sob diferentes sistemas de inspeção e 

distintos perfis de virulência e resistência antimicrobiana. A presença de cepas 

próximas filogeneticamente em regiões distintas evidencia a capacidade de 

disseminação dessa espécie e as divergências relacionadas às características 

fenotípicas e genotípicas são provavelmente devido às adaptações às 

diferentes condições, além de aquisição de genes plasmidiais, que podem 

conferir características distintas.  

A variação genotípica pode ser devido à exposição a mais de uma fonte 

de infecção durante o processo produtivo de frangos ou a alterações genéticas 

na população bacteriana após a colonização (Lee et al., 2017). Além disso, 

Campylobacter spp. tem uma capacidade natural de realizar transformação e 

de sofrer rearranjos genômicos que também podem  explicar este aumento na 

diversidade genética (Kruger et al., 2016).  

As cinco cepas de C. jejuni que compõem o grupo C apresentam em 

comum o fato de serem provenientes de amostras de carcaças de frangos 

congeladas, a presença dos genes flaA, ciaB, cdt, cadF, pldA e a resistência à 

ciprofloxacina. Esse último surge como característica relevante também para 

saúde pública, uma vez que esse antibiótico é recomendado para tratamento 

da campilobacteriose humana (Masaar et al., 2018).  

Assim como o observado para C. jejuni, C. coli também apresentou 

elevada homologia entre as cepas, uma vez que 77,8% (7/9) das cepas foram 

agrupadas em dois clusters (C e D) (Figura 1c). 

Para o cluster C foram agrupadas três cepas de diferentes regiões, que 
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apresentaram em comum a presença dos genes flaA, pldA e cadF e a 

resistência à ciprofloxacina. Já o cluster D, contemplou quatro cepas que 

apresentaram o gene cadF em comum. As divergências relacionadas às 

demais características identificadas provavelmente se devem a adaptações 

sofridas/adquiridas pelo micro-organismo às regiões onde foram isolados. 

 

Conclusão 

A análise filogenética comprovou grande diversidade genotípica em 

Campylobacter spp., provavelmente pela existência de diferentes espécies 

presentes nesse grupo. Já em C. jejuni e C. coli observou-se elevada 

proximidade genética o que indica uma origem comum, que, devido às 

adaptações adquiridas nas diferentes regiões de isolamento, gerou diferenças 

relacionadas às características avaliadas.  

O estudo mostra a complexidade observada no gênero Campylobacter, 

e reforça a necessidade de constante acompanhamento das variações em 

suas características. 
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Figura 1: Dendrograma dos 37 isolados de Campylobacter spp. oriundos de carcaças de 

frangos resfriados e congelados, pela técnica de RAPD-PCR com os primers 1290 e HLWL, 

utilizando a média de experimentos (average from experiments) e método UPGMA com 

otimização de 85%, pelo programa GelCompar. 1a – Resultados encontrados para 

Campylobacter spp. 1b – Resultados encontrados para C. jejuni: A – cluster com homologia de 

90,1%; B – cluster com homologia de 85,9%; C – cluster com homologia de 85%. 1c – 

Resultados encontrados para C. coli: D – cluster com homologia de 91,7%; E – cluster com 

homologia de 92,4%. SP (São Paulo), MT (Mato Grosso), MG (Minas Gerais), SI (Serviço de 

Inspeção), SIF (Serviço de Inspeção Federal), SIM (Serviço de Inspeção Municipal), IMA 

(Instituto Mineiro Agropecuário), AMC (amoxacilina com clavulanato), CIP (ciprofloxacina), E 

(eritromicina), AZM (azitromicina), CN (gentamicina), TE (tetraciclina). 
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