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“Nao entendo. Isso é tdo vasto que
ultrapassa qualquer entender. Entender
é sempre limitado. Mas ndo entender
pode nao ter fronteiras. Sinto que sou
muito mais completa quando n&o
entendo. N&o entender, do modo como
falo, € um dom. N&o entender, mas nédo
como um simples de espirito. O bom &
ser inteligente e n&o entender. E uma
bengao estranha, como ter loucura sem
ser doida. E um desinteresse manso, €
uma dogura de burrice. Sé que de vez
em quando vem a inquietagdo: quero
entender um pouco. Nao demais: mas
pelo menos entender que nao
entendo.”

(Clarice Lispector)
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TRANSMISSAO VERTICAL DE Campylobacter sp EM UM SISTEMA DE

PRODUGCAO AViCOLA

RESUMO - Campylobacter sp é reconhecida como uma das principais causas de
gastroenterite humana de origem alimentar e dentre os alimentos veiculadores desses
microrganismos, a carne de frango € a mais implicada. As pesquisas existentes sobre a
transmissao vertical da Campylobacter sp sdao escassas e nao conclusivas. O objetivo
desse estudo foi verificar a transmissédo vertical da Campylobacter sp de matrizes
pesadas para a progénie. Utilizando o método de cultura tradicional, foram analisados
suabes cloacais de 279 amostras matrizes pesadas, 6 de cama, 4 de ninho, 11 de ovario
e oviduto, 11 de figado, bago e coracdo e 11 de intestino. Em 11 amostras de suabe
cloacal, também foi realizada a reagdo da polimerase em cadeia (PCR) utilizando o
sistema automatizado BAX®. Em amostras da progénie foram analisadas: 78 e 44 ovos
frescos desinfetados e nao desinfetados, respectivamente, 12 ovos inférteis, 45 ovos nao
eclodidos, 13 amostras ambientais de nascedouro, 121 de mecdnio e 36 amostras de
orgaos (coracao, figado, baco) e 36 intestinos de pintainhos de um dia. As andlises foram
realizadas pelo método de cultura tradicional e em outras 10 amostras de mecénio, pelo
método BAX®. A positividade em amostras de suabe cloacal pelo método de cultura
tradicional foi de 13,97% e pela metodologia BAX® 54,54%. Nas de cama, a positividade
foi de 83,33% e nas de ninho, 25%. Em érgaos de matrizes, Campylobacter sp foi isolada
em 27,27% das amostras e somente em intestinos. Nao houve positividade em nenhuma
das amostras de ovos frescos, inférteis, ovos embrionados, 6rgdos de pintainhos ou
ambiente de nascedouro. Pelo método de cultura tradicional, ndo houve positividade em
mecdnio, embora com o uso do sistema BAX® a positividade foi de 80%. Apesar das
caracteristicas fisiolégicas das matrizes, dos ovos e da Campylobacter sp serem
favoraveis a entrada e sobrevivéncia da bactéria nos ovos, e conseqlentemente, nos
pintainhos de 1 dia de idade, nesse estudo, as positividades na progénie foram apenas
encontradas com a utilizacdo do sistema BAX®. Esses achados sugerem que outros
estudos com utilizacdo de técnicas moleculares devem ser aplicados para verificagdo da
transmissao vertical.

Palavras-chave: Campylobacter sp, galinhas, transmissao vertical, epidemiologia



VERTICAL TRANSMISSION OF Campylobacter sp IN A POULTRY PRODUCTION
SYSTEM

ABSTRACT - Campylobacter sp is recognized as one of the main causes of human
gastroenteritis of food origin. Among the foods that circulate these microorganism, chicken
is the meat most involved. Existent studies about the vertical transmission of
Campylobacter sp are scarce and inconclusive. The aim of this study was to verify the
vertical transmission of Campylobacter sp from heavy matrixes to the progeny. With the
use of the traditional culture method, cloacal swabs of 279 heavy matrix samples were
analyzed from the follow sits: 6 bed, 4 nest, 11 ovary and oviduct, 11 liver, spleen and
heart and 11 intestine. In 11 cloacal swab samples polymerase chain reaction (PCR) was
also performed, using the automated BAX® system. In progeny samples, the following
were analyzed: 78 and 44 fresh eggs, disinfected and not disinfected, respectively, 12
infertile eggs, 45 unhatched eggs, 13 hatching environment samples, 121 meconium
samples and 36 organ samples (heart, liver, spleen) and 36 intestines from one-day old
chickens. The analyses were performed by the traditional culture method. In another 10
meconium samples, analysis was performed by the BAX® method. The positivity in the
cloacal swab samples by the traditional culture method was 13.97% and by the BAX®
methodology it was 54.54%. The bed samples, positivity was 83.33% and in the nest
samples it was 0.25%. In matrix organs, Campylobacter sp was only isolated in 27.27% of
samples and only in the intestines. There was no positivity in any of the samples of fresh
eggs, infertile eggs, embryonic eggs, chicken organs or from the hatching environment.
By the traditional culture method there was no positivity in the meconium, but with the use
of the BAX® system, positivity was 80%. Although the physiological characteristics of the
matrixes, the eggs and Campylobacter sp are favorable to the entry and survival of
bacteria in the eggs, and consequently in the one-day old chickens, in this study, positivity
in the progeny was only found with the use of the BAX® system. These findings suggest
that further studies with the use of molecular techniques should be conducted to verify
vertical transmission.

Keywords: Campylobacter sp, hens, vertical transmission, epidemiology



1) INTRODUCAO

O Brasil € uma poténcia mundial na criacdo de frangos de corte e na exportacao
de carne de aves e, ainda, possui um status sanitario de exceléncia por ser um pais
livre de doencas como Newcastle e influenza aviaria.

Em 2005, o pais produziu 9,2 milhées de toneladas de carne de frango, dos
quais 2,845 milhdes foram destinados a exportacdo, o que gerou uma receita cambial
de US$ 3,508 bilhdes. Tal desempenho é um recorde histérico, consolidando a
lideranga do pais entre os grandes exportadores mundiais. O consumo nacional
também vem aumentando a cada ano e, em 2005, foi de 35,48 Kg/habitante
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DOS PRODUTORES E EXPORTADORES DE
FRANGOS, 2006).

Apesar do grande controle sanitario brasileiro, existem patégenos que
necessitam de constantes e maiores estudos, principalmente, aqueles que causam
doencas em humanos. Os produtos de origem animal devem atender normas de
seguranca alimentar tanto para atender o mercado interno como o externo. A exigéncia
de um produto seguro intensifica-se nos paises desenvolvidos onde as doencas de
origem alimentar sdo detectadas de forma mais eficiente, ampliando assim, a busca
constante de um alimento livre de patégenos. Nos Estados Unidos, estima-se que
anualmente 76 milhdes de pessoas sejam acometidas por algum tipo de doenca de
origem alimentar, levando a 325.000 hospitalizacées e 5.200 mortes (FOOD AND
DRUG ADMINISTRATION, 2002).

Na cadeia produtiva de frangos, alguns microrganismos sao rotineiramente mais
diagnosticados e estudados e entre eles, ha destaque para Salmonella, Yersinia,
Escherichia coli e Pasteurella. Porém, outros aparecem como bactérias emergentes ou
reemergentes e de grande importancia, dentre as quais se destacam as do género
Campylobacter.

Campylobacter sp é a primeira causa de gastroenterite em humanos nos Estados
Unidos e em outros paises desenvolvidos (FRIEDMAN et al., 2000) e o trato intestinal
das aves domésticas tem sido apontado como o principal reservatorio de
Campylobacter jejuni (MACHADO et al., 1994). Além da gastroenterite, Campylobacter
jejuni é capaz de causar uma grave doenca, a sindrome de Guillain-Barré, uma

perturbacdo que resulta numa paralisia neuromuscular aguda. Calcula-se que essa
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complicagdo ocorra aproximadamente uma vez em cada 1000 casos de
campilobacteriose (ALTEKRUSE et al., 1999).

Nos ultimos anos, varias pesquisas sobre a epidemiologia da campilobacteriose
em humanos vém sendo realizadas em paises da Unido Européia e nos Estados
Unidos. Outros lugares menos desenvolvidos como China, México, Chile, Guatemala,
Peru, Singapura, Libéria, Africa do Sul e Bangladesh (SHANE, 2002), também tém
pesquisado a doencga, mas ainda nao criaram uma tradicdo de diagnésticos. Estudos
sobre isolamento de Campylobacter sp em frangos S0 numerosos nos paises
desenvolvidos, tanto no pré-abate como nos abatedouros. Em reprodutoras de postura
ou pesadas, a prevaléncia do agente também é estudada, mas em menor numero que
em frangos. A epidemiologia da doenga, porém, ainda ndo esté totalmente desvendada
e a transmissao vertical ainda é conteudo divergente e de grande discussdo entre
autores do mundo inteiro.

A comprovacgao da transmissao vertical nao foi realizada de forma definitiva por
nenhum pesquisador atraves do isolamento da bactéria em embrides ou pintos de um
dia. Os poucos relatos de positividade foram realizados por PCR (Reacdo da
Polimerase em Cadeia) direta e, nestes estudos, ndo houve comprovagao da relacéao
epidemiologica entre as cepas de reprodutoras e progénie. Assim, toda e qualquer
defesa da probabilidade da transmissao vertical se baseia em achados nao definitivos

de alguns pesquisadores.

1)) OBJETIVOS

A) GERAL
Verificar a transmissao vertical de matrizes pesadas para progénie.

B) ESPECIFICOS

- Pesquisar a presenca da Campylobacter sp em lotes de matrizes de frangos de
corte.

- Determinar a presenca de Campylobacter sp em meconio, ovos, residuos de
incubagao e ambiente de incubatorio.

- Avaliar o potencial risco de transmissao vertical para a progénie.



ll) REVISAO DA LITERATURA

A) HISTORICO

Escherich (1886) fez as primeiras observacbes de bactérias semelhantes ao
género Campylobacter a partir de matéria fecal de criangas e gatos com diarréia e
denominou Vibrio felinus as bactérias observadas apenas microscopicamente. Os
primeiros isolamentos de espécies do género Campylobacter foram realizados na area
da microbiologia veterinaria em 1909 e 1913. McFadyea e Stockmann (1913) e
posteriormente Smith (1918) estabeleceram a participacdo de uma bactéria
microaerdfila no aborto do gado bovino e ovino e denominaram Vibrio fetus. Jones e
Little (1931) isolaram, a partir de bovinos com disturbio intestinal, um “vibrion”
microaerdfilo e denominaram Vibrio jejuni. Doyle (1944) descreveu um “vibrion” isolado
do intestino de suinos com diarréia denominada Vibrio coli. Levy (1946) associou a
diarréia no homem com a bactéria. Mas, apenas no ano de 1963, Sébald e Veron
(1963) propuseram a criacdo do género Campylobacter para incluir as bactérias antes
denominadas Vibrio.

Na década de 1970, Campylobacter sp adquiriu grande interesse pela
capacidade de produzir diarréia no homem (FERNANDEZ, 1992). De acordo com
Peckham (1974), em 1965 a ocorréncia de uma sindrome denominada “vibrio hepatite
aviaria” foi associada a infecgéo por Campylobacter jejuni. Tudor (1954) descreveu essa
bactéria em New Jersey como uma degeneragdao hepatica caracterizada por baixa
morbidade e variavel mortalidade em lotes produtores de ovos. Porém, segundo
Soerjadi et al. (1982), as evidéncias nao sao suficientes para dar suporte a alguma
associacgao entre C. jejuni e a sindrome classica caracterizada por hepatopatia.

B) CLASSIFICACAO DESCRITIVA

B.1) MORFOLOGIA, ANATOMIA E CARACTERISTICAS
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O género Campylobacter pertence a familia Campylobacteriaceae. As principais
espécies implicadas em doencas gastroentéricas no homem sao: C. jejuni, C. coli e C.
lari. Sao bastonetes Gram-negativos, curvos, delgados que medem 0,2um a 0,8um por
0,5um a 5 um. Quando duas ou mais células bacterianas estdo agrupadas, elas formam
um S ou um formato de asa de gaivota. Sao bactérias terméfilas e microaerdfilas que
demonstram caracteristicas de motilidade devido a presenca de flagelo, parede celular
e capsula de Gram negativos tipicos (VANDAMME, 1992). Hazeleger et al. (1994)
ainda citam que a espécie apresenta um flagelo Unico em um dos extremos e que em
cultivos antigos adquirem formas esféricas ou ovoides e perdem sua capacidade de
multiplicacdo em meios de cultivo inertes e que sdo considerados como formas viaveis
e nao cultivaveis.

Evidéncias experimentais sugerem que no ambiente, sob certas condicdes, C.
jejuni gera formas viaveis, mas nao cultivaveis (VNC) especialmente na presenca de
biofilmes derivados de aviarios (TRACHOO et al., 2002). Rollins e Colwell (1986); Oyofo
e Rollins (1993); Pearson et al. (1993) demonstraram que VNC pode ocorrer também
em agua.

Segundo Rowe et al. (1998), VNC da Campylobacter sp é induzida pelo estresse
causado por escassez de nutrientes no meio, dentre outros fatores, e representa uma
estratégia de sobrevivéncia do organismo no ambiente natural como, por exemplo, o
ambiente aquatico. Ha caréncia de informacdes sobre a resisténcia das VNC a pH,
sanitizantes como cloro e compostos quartenarios amoniacais, que sdo amplamente

utilizados na industria de alimentos e nas instalagcées das granjas produtoras.

B.2) PROPRIEDADES BIOQUIMICAS E CARACTERISTICAS DE CRESCIMENTO

Campylobacter jejuni hidrolisa hipurato, indoxil e acetato e reduz nitrato. Todas
as espécies de Campylobacter sao oxidase e catalase positivas e incapazes de
fermentar ou oxidar carboidratos. Assim, para seu crescimento, S30 necessarios meios
ricos em aminoacidos. Além disso, ndo ha atividade de lipase ou lecitinase
(KOENRAAD et al., 1995).

O género Campylobacter é sensivel a altos teores de oxigénio, sendo

classificado como microaerofilo. As espécies responsaveis por doencas gastroentéricas
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sao termotolerantes, com crescimento 6timo em temperaturas entre 37°C e 42°C e o
meio ideal para seu crescimento deve ser composto por altos niveis de proteina
(HAZELEGER et al., 1994).

Campylobacter sp € inativada em temperatura de congelamento de —15°C em 3
dias (STERN e KOTULA, 1982), contudo, o congelamento ndo elimina o patégeno de
alimentos contaminados (LEE et al., 1998). Hazeleger et al. (1994) afirmam que células
de Campylobacter sp sobrevivem por um longo periodo a 4°C, mas nao sao viaveis em
pH abaixo de 4,9. O microrganismo é capaz de crescer em pH de 4,9 a 9,0, sendo
6timo valores entre 6,5a 7,5.

As bactérias normalmente ndo sao capazes de se multiplicar em alimentos
durante o processamento ou armazenamento e sdo muito sensiveis a dessecacao.
Assim, nao sobrevivem em superficies secas e também, ndo crescem em

concentragdes de cloreto de sédio iguais ou maiores que 2% (PARK, 2002).

C) PATOGENIA

Os trés principais mecanismos de producdo de doencas das espécies de
Campylobacter sp que causam gastroenterite sdo: adesdo, invasdo e producao de
toxinas (BABAKRANI e JONES, 1993).

Segundo Jawets (1998), as espécies de Campylobacter possuem
lipopolissacaridios (LPS) e flagelos que atuam como estruturas de aderéncia e invaséao
sendo capazes de produzir citotoxinas e enterotoxinas. Os microrganismos multiplicam-
se no intestino delgado, invadem o epitélio e provocam inflamacao, resultando no
aparecimento de leucécitos e eritrocitos nas fezes. Eventualmente, a corrente
sanguinea € invadida e se observa desenvolvimento de febre entérica. A invaséo
tecidual localizada associada a atividade toxica parece ser responsavel pela enterite.

Fernandez (2005) descreve que a Campylobacter jejuni produz uma enterotoxina
semelhante a enterotoxina termolabil da Escherichia coli e que sobrenadantes de
culturas da bactéria determinam aumento de secrecao aquosa ao nivel da mucosa
intestinal de ratos e alteracbes morfolégicas em culturas celulares (CHO), que também
apresentam aumento do AMPc intracelular. A producédo de diversas citotoxinas pode
ser demonstrada em células CHO e Y-1.
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Os resultados de biopsias de humanos (VAN SPRREUWEL, 1985), primatas
(Russel et al., 1993) e outros modelos animais (BABAKHANI e JOENS, 1993; RUIZ-
PALACIOS, 1992) tém demonstrado que a invasdao em células intestinais por
Campylobacter sp ocorre in vivo e suporta a importancia da invasividade da bactéria
como fator de viruléncia.

De acordo com Berry et al. (1988), Campylobacter sp € ecologicamente
adaptada ao trato gastrointestinal e seleciona o ceco para colonizagcédo, porque nesta
porcdo do intestino, o microambiente é ideal para sobrevivéncia e multiplicacdo. O
mesmo autor sugere que o microrganismo exibe uma atragcdo quimiostatica por 1-
fucose que é um componente da mucina utilizando-a como substrato para crescimento.

Em animais e pessoas sensiveis, seguindo a ingestao, a Campylobacter sp
penetra a barreira fisica da mucosa (SZYMANSKI et al., 1995) e em seguida, invade as
células de revestimento do intestino. O contato com as células do hospedeiro ocorre via
proteinas de membrana com alta atividade por células receptoras e é requerida para
colonizagao e progressao da doenca (PEl et al., 1998).

Havendo sucesso da fixagcdo e internalizacdo, Campylobacter sp coloniza as
células epiteliais por alguns mecanismos que incluem: invasao (RUSSEL, et al., 1993),
producédo de toxinas (WHITEHOUSE et al., 1998) e apoptose (RUSSEL, et al., 1993).
Algumas bactérias podem translocar o epitélio e se mover para a lamina prépria. Nesse
ambiente, a Campylobacter sp pode evitar o ataque pelos fagdcitos e entrar no sistema
circulatério em pacientes imunodeprimidos (WALLIS, 1994). O ataque pelos fagocitos
pode envolver fagocitose, liberacao de reacdes intermediarias e liberacao de citotoxinas
(JONES et al., 1999).

Ketley (1997) sugeriu que a resposta imune pode promover infeccoes
comprometendo as células mucosas e permitindo o acesso direto da bactéria a lamina
propria. Alternativamente, fagocitos recrutados nestas lesées podem matar a bactéria,
promovendo a resisténcia necessaria.

Infecgédo por Campylobacter sp leva a resposta imune celular e também humoral.
A proteina de membrana externa e os lipopolissacarideos sao fortemente
imunogénicos, estimulando a producgéo de anti-soros especificos em individuos que se
recuperam da infeccdo (NACHAMKIN, 1998). Em pacientes, humanos ou animais
sensiveis, com exposicao prévia, 0s anticorpos reagem com a proteina da membrana e

o LPS promovendo um grau na imunoprotecao. Anticorpos de mucosa anti LPS podem
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agir como neutralizadores, limitando a liberacao de citotoxinas e ativando células B T-
independentes. Porém, algum defeito na habilidade do individuo em uma répida e
efetiva resposta de memdéria na infeccdo bacteriana limita a erradicacdo do
microrganismo (PEI et al., 1998).

D) MANIFESTAGOES CLINICAS

Geralmente, as manifestagdes clinicas sé ocorrem em humanos e animais
jovens. Em comparacao a outros enteropatégenos, Campylobacter sp possui uma baixa
dose infectante de aproximadamente 500 organismos; enquanto Salmonella requer
doses maiores que 10° organismos (ANON, 1993).

O periodo de incubacédo é de 8 a 22 horas, ocorrendo diarréia, nauseas e
vémitos em animais ou humanos. O inicio dos sintomas pode ser semelhante a gripe e
0 quadro é parecido com sintomas de Salmonella (SILVA Jr., 1995). Em geral, a doenga
limita-se a um periodo de 5 a 8 dias, mas, em certas ocasides, pode persistir por mais
tempo (FEDERIGHI et al., 1999).

De acordo com Kopecko et al. (2001), os principais sintomas da
campilobacteriose sao: diarréia, que pode ser liquida ou com muco, leucécitos fecais e
sangue (geralmente oculto), febre, dor abdominal, nausea, dor de cabeca e dores
musculares. Segundo Moore et al. (2005) a maior parte das infeccoes sao auto-
limitantes e ndo é necessario o tratamento com antibidticos. Complicagcdes séo
relativamente raras, embora essas infec¢cdes possam estar relacionadas a artrite
reativa, sindrome hemolitico-urémica, septicemia e infeccdées em outros 6rgaos. A taxa
de letalidade estimada para as infec¢des por C. jejuni é de 0,1 débitos por mil casos.
Embora as fatalidades sejam raras em individuos saudaveis e costumam ocorrer em
pacientes com cancer ou outras doencas debilitantes. Estao registrados na literatura 20
casos de aborto séptico por C. jejuni. Meningite, colite recorrente e colecistite aguda
sdo complicacbes mais raras.

De acordo com Nachamkin et al. (1998), a C. jejuni causa uma grave doenca em
humanos, a sindrome de Guillain-Barré (GBS), uma perturbagdo que resulta numa
paralisia neuromuscular aguda e que ocorre aproximadamente uma vez em cada 1000

casos de campilobacteriose e cerca de 2 a 3 semanas apds a infeccdo. E uma
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polineurite auto-imune caracterizada por febre, dor e enfermidade que progride para
paralisia.

A GBS foi descrita pela primeira vez por Guillain, Barré e Srohl em 1916. E
caracterizada por paralisia ascendente, blogueio na conducdo do impulso nervoso,
desmielinizacdo dos nervos, infiltracao de macréfagos e linfocitos nos nervos periféricos
e elevada quantidade de proteina com nenhuma ou pouquissimas células no fluido
cérebro-espinhal. Diversos pesquisadores, de varias partes do mundo, tém isolado C.
Jejuni de fezes de pacientes humanos com GBS (CONSTANTINESCU et al., 1998). Em
analises sorolégicas realizadas no Japao foi observado que 35% dos pacientes
humanos com GBS haviam sido infectados recentemente, sugerindo que os anticorpos
dirigidos contra determinados sorotipos de C. jejuni reagem cruzadamente com as
proteinas dos nervos periféricos, causando a sua degeneracdo (ALTEKRUSE et al.,
1999).

Nos ultimos anos, estudos mostram a associacao entre C. jejuni e a Sindrome
Paralitica Chinesa, mais recentemente denominada de neuropatia axonal motora.
Segundo Nachamkin et al. (1998) outra possivel doenga auto-imune humana
decorrente da infeccdo por Campylobacter jejuni € a sindrome de Fisher (MFS) e
sindrome de Reiter’s ou artrite reativa.

Em animais, as manifestagdes clinicas ocorrem em menor ndmero, € quando
aparecem, 0s mais envolvidos sao jovens. Muitos deles como frangos, suinos,
carneiros, bovinos, caes e gatos possuem Campylobacter sp nos tratos
gastrointestinais, sem apresentarem qualquer sintoma (PARK, 2002). A doenca pode
ser considerada enzootica, causando infeccdo cronica em frangos e suinos e enterite
em bovinos, caes e gatos (HAHN, 1994).

Apesar de o trato intestinal das aves domésticas ser apontado como o principal
reservatério de Campylobacter jejuni (MACHADO et al., 1994), com aproximadamente
30% a 100% das aves transportando este agente no intestino (DOYLE, 1988),
normalmente, em frangos, o organismo é apatogénico (TAUXE et al, 1987).

Lam et al. (1992) inocularam cepas de C. jejuni isoladas de perus adultos em
peruzinhos recém eclodidos nos quais observaram diarréia. Nos embrides, as cepas
causaram hemorragia na pele e musculo esquelético e hemorragia e necrose no figado.
Quando a toxina originaria da mesma cepa isolada dos perus adultos foi inoculada em
peruzinhos, foi observada uma alta mortalidade dessas aves, mas sem lesdes
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perceptiveis. Nesse mesmo estudo, foi determinada uma reducao no ganho de peso em
20% nos perus inoculados quando comparado a um grupo controle. Quando o
experimento foi repetido em frangos, essa diferenca no ganho de peso nao foi
percebida em pintainhos recém eclodidos inoculados com cepa originaria de galinhas,
embora, a inoculacdo nos embrides de frango tenha causado alta mortalidade.

E) EPIDEMIOLOGIA

A freqléncia de isolamento das espécies de Campylobacter que causam
doencas gastrointestinais no Brasil € 9% em suinos, 5% em caes e 8% em gatos. Nos
suinos, a espécie predominante é a C. coli. Em caes e gatos, o maior indice de
isolamento é observado em individuos com menos de 6 meses de idade (AQUINO et
al., 2002).

Animais e subprodutos séo fontes de infeccdo para seres humanos e espécies
animais suscetiveis. Campylobacter jejuni foi encontrada em leite, carcacas de frango e
em fezes de caes e gatos assintomaticos, bem como em animais com diarréia (HIRSH,
2003).

Campylobacter sp é encontrada como comensal no trato gastrintestinal de uma
ampla variedade de animais (bovinos, ovinos, suinos, cabras, gatos, roedores silvestres
e domésticos, coelhos e, principalmente, uma variedade de aves industriais e de vida
livre). No Reino Unido, em 18 meses de estudo, foi encontrada Campylobacter sp em
leite de vaca quente processado (ZOONOSE REPORT, 2002).

Segundo Germano e Germano (2001) a Campylobacter sp pode sobreviver
durante 4 semanas ou mais em agua a 4°C. Porém, de acordo com Food Safety And
Inspection Service (1997) e Altekruse et al. (1998) a bactéria ndo se multiplica em

agua, ou seja, ela permanece viavel e infectiva para homens e animais.

E.1) AVES

Aproximadamente 75% das aves de corte apresentam C. jejuni e/ou C. coli e

essa contaminagcao pode estar associada, principalmente, a entrada da bactéria nos
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galpdes a partir do ambiente externo (HUMPHREY, 1999). Quando um lote de frango
se torna positivo para Campylobacter sp, a prevaléncia de infeccao é alta e pode
chegar a 100% das aves testadas (GREGORY et al., 1997).

Cox et al. (2000) pesquisaram a prevaléncia Capylobacter em fezes de perus
fémeas e machos e ndo encontraram diferencas significativas entre os sexos. Nesse
estudo, a prevaléncia variou de 65% a 80% durante o periodo na granja, sugerindo que
a contaminacdo na fazenda pode ser causa da positividade em carcacas dentro do
abatedouro. Berndtson et al. (1996) verificaram que a positividade para Campylobacter
sp aumentou com a idade das aves.

Em estudo na Suécia, em 18 fazendas avicolas, durante um ano, foi observada
prevaléncia de 27% do rebanho estudado. Do total, somente 2 fazendas foram
negativas em todas as amostras, e demonstrou-se que a boa qualidade de manejo
nesses galpbées foi vital para o controle e prevencdo da Campylobacter sp
(BERNDTSON et al., 1996).

No Brasil, diversos autores observaram altos percentuais de isolamentos de C.
jejuni e C. coli a partir de fezes de frangos sadios, que variaram entre 25,7% (36/140)
(CASTRO et al., 1997) em Sao Paulo a 50% (15/30) em Santa Catarina (MACHADO et
al., 1994).

Zaki e Reda (1995) pesquisaram Campylobacter sp em frangos e poedeiras
encontrando positividade de 2,5% e 4%, respectivamente. Os locais de isolamento
foram figados, vesicula biliar e cloaca.

A presenca da Campylobacter sp nos lotes apresenta uma variacao sazonal,
sendo a contaminacdao mais alta (100%) durante o periodo de junho a setembro e
menor (50%) em marco. Essa variacdo sazonal sugere um possivel papel das aves
migratérias ou a presenca sazonal de insetos na transmissao da doencga para as aves
(JACOBS-REISTMA, 1994). Willis e Murray (1997) também encontraram alta
prevaléncia (87% a 97% de amostras positivas para C. jejuni) em aves durante 0s
meses de verdo. Lilja e Hinninen (2001) citaram que a variacao é sazonal com pico
ocorrendo nos meses de verao.

De acordo com Young (1999), a colonizacdao cecal ocorre quando uma
quantidade de 10? UFC é inoculada oralmente em frangos. Achen et al. (1998)

observaram que a colonizacédo de C. jejuni ocorre rapidamente, quando inocularam a



11
bactéria por via oral em pintainhos apds o nascimento, e 24 e 48 horas pés-inoculacao
verificaram que 50% e 70% das aves, respectivamente, eliminaram a C. jejuni.

Pintainhos de um dia de idade naturalmente ndo sao infectados por C. jejuni
(YOUNG, 1999). Em muitos lotes, a colonizacao é detectavel com menos de 10 dias de
idade e continua por muitas semanas (NEWELL e WAGENAAR, 2000). Em condi¢bes
laboratoriais, 3 dias de contato com inoculagdo artificial sdo suficientes para a maioria
das aves se contaminar (SHANKER et al., 1990).

Achen et al. (1998) observaram em frangos de corte um pico de eliminacdo com
19 dias com gradual declinio posterior, sugerindo a ciclicidade de eliminagdo da
bactéria durante a vida do frango. A ciclicidade da eliminagcdao da Campylobacter sp
também foi observada por Morishita et al. (1992) que demonstraram um pico de
incidéncia de Campylobacter jejuni com 4 semanas de idade. Segundo Soerjadi et al.
(1982), o gradual declinio da eliminagdo pode ser associada ao desenvolvimento de
uma microflora intestinal endégena que predomina apdés 14 dias de idade. Para
Morishita et al. (1997), Lactobacillus acidophilus, Streptococcus faecium, Klebsiella
pneumoniae e Escherichia coli sdo microorganismos efetivos contra a colonizag¢ao da C.
Jejuni em estudos de exclusdo competitiva.

Como um organismo comensal em aves, Campylobacter sp coloniza as células
mucosas do intestino e suas criptas (BEERY et al., 1988). As aves podem ter um alto
numero de Campylobacter sp no intestino (até 9,0 log 1o UFC/g de conteudo cecal) sem
sintomas (EVANS, 1997)

Chaveerach et al. (2004) inocularam pintainhos de um dia com Campylobacter sp
e testaram tratamento com &acido organico na agua de bebida dessas aves. A
colonizacdo do grupo tratado foi significativamente menor que a observada no grupo
controle. Além disso, Campylobacter sp nao foi isolada de nenhuma amostra de agua
tratada com acido organico, mas foi recuperada da agua fornecida ao grupo controle.

Li et al. (1996) demonstraram o desenvolvimento de uma paralisia em frangos
infectados com cepa de C. jejuni isolada de pacientes humanos com GBS, que
apresentaram neuropatia axonal aguda. Do total, 1/3 das aves experimentais
desenvolveu paralisia 5 a 18 dias apdés administracéo oral de cultura de C. jejuni. O
nervo ciatico de algumas delas mostrou extensiva degeneracdo e, em alguns casos,

desmielinizagdo paranodal.
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Existem poucos estudos sobre o impacto da Campylobacter sp na producao dos
frangos. Contudo, um caso de infeccao por Campylobacter sp em lote de 11.200
galinhas poedeiras, no Yemen, causou um decréscimo na producdo de ovos, um
aumento da mortalidade e por conseqiéncia, uma elevagdo nos gastos com
medicamentos (SARAKBI, 2002).

A prevaléncia de Campylobacter sp em carcagas processadas é quase sempre
menor que no trato intestinal das aves (HARIHARAN et al., 2004). Hald (2000) isolou
Campylobacter sp em 52% das aves antes do abate e, em 24% das carcagas apos o
processamento. Dentre as espécies isoladas, 87% eram C. jejuni, 8% C. coli e 5% C.
lari. De acordo com Silva Jr. et al. (1995) durante o processo de abate e evisceracao, a
carcaca pode se contaminar com as fezes do animal, contaminando equipamentos e
utensilios e comprometendo assim, todas as etapas seguintes de processamento e
industrializacdo. Na saida do chiller, a prevaléncia de Campylobacter sp nas carcacas é
mais baixa que no inicio do processamento (BERRANG E DICKENS, 2000). No Brasil,
Franchin et al. (2005) encontraram 91,7% de lotes positivos antes do abate. Dos locais
amostrados, as positividades foram 79,2% em amostras de penas, 45% em cloacas,
50% em gaiolas de transporte, 37,5% em camas de aviarios, 33,3% em suportes para
peitos e 25% em agua de lavagem da gaiola.

A contaminacdo em carcacas por Campylobacter sp depende do numero de
microrganismos inicialmente presentes, das condicdes higiénico-sanitarias dos
abatedouros, do tempo de prateleira e dos cuidados na conservacao (CARVALHO e
COSTA, 1996). Nos mercados da Bélgica, Uyttendaele et al. (1999) estudaram a
ocorréncia de patégenos de origem alimentar em carcacas e derivados de frangos
disponiveis a venda, importados de paises da Unido Européia. Encontraram
Campylobacter sp em 21,9% das amostras provenientes da Bélgica, 30,2% das
oriundas da Franca, 15,4% da ltélia e 54,5% das amostras do Reino Unido.

Na Finlandia, nos meses de julho a setembro, 10% a 30% dos produtos de
frangos vendidos a varejo foram positivos para Campylobacter sp. Na Dinamarca, a
positividade no verao foi de 30% a 40% e no Reino Unido, quase 80% dos produtos de
frango comercializados a varejo foram positivos (LILJA e HINNINEN, 2001). Nos EUA,
69% dos frangos comprados de um supermercado estavam contaminados com C. jejuni
com niveis variando de 10? a 10° UFC/ carcaca (PARK, 2002).
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Modolo et al. (2005) pesquisaram a presenca de Campylobacter sp em carcagas
de frangos em Botucatu — SP e encontraram 72% de alguma positividade em
estabelecimentos de regides centrais daquela cidade. Nas regides periféricas, o indice
foi de 22%. As proporgdes de isolamento nas carcagas foram respectivamente 38% e
12,5% nas regides centrais e periféricas. Também no Brasil, Aquino et al. (2002)
pesquisaram a presenca de Campylobacter sp em carcacas de frango e a freqiiéncia de
isolamento foi 60% (37/62), sendo as prevaléncias de C. jejuni e C. coli praticamente
iguais (aproximadamente 30% cada).

O figado das aves é um importante veiculo da Campylobacter sp. No sul do
Chile, foram analisadas 126 amostras de figado congeladas em varios supermercados
com 92,9% de positividade, sendo a C. coli a espécie mais isolada (92 amostras)
seguida pela C. jejuni FERNADEZ e PISON, 1996).

E.2) TRANSMISSAO DE Campylobacter SP EM AVES

A transmissao da Campylobacter sp entre um ciclo de produgéo para o outro foi
estudada por Jacobs-Reistma et al. (1995) em duas fazendas com renovacao de cama,
higienizag&o e vazio sanitario. Nesse estudo longitudinal, os resultados dos isolamentos
e sorotipagens nao permitiram a comprovacdo da transmissdo, ja que houve
identificacdo de diferentes sorotipos entre lotes consecutivos e também lotes negativos
seguidos de ciclos positivos. Para Berndtson et al. (1996) o aumento da prevaléncia de
Campylobacter sp esta associado ao menor periodo de vazio sanitario.

Stern et al. (1990) inocularam C. jejuni em pintos de 48 horas de idade de trés
linhagens comerciais diferentes e sugeriram que, como em outras doencas, a
resisténcia na colonizacao cecal pela C. jejuni pode ser influenciada significativamente
pela linhagem comercial do hdspede.

A racdo é geralmente inadequada para a sobrevivéncia da Campylobacter sp
devido ao baixo conteludo de agua (EVANS, 1992). Rosef et al. (1993) encontraram
50% de positividade em um total de 146 moscas capturadas nos arredores de uma
granja avicola e Hoop e Ehrsam (1987) isolou Campylobacter sp de caixas de

transporte de frangos e, em algumas delas, mesmo apos a lavacao e desinfeccao.
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A transmissdao horizontal, particularmente através da &agua de bebida
contaminada com Campylobacter sp, parece ser a origem potencial da infeccao e
reinfeccdo entre lotes de frangos (PEARSON et al., 1993). A Campylobacter sp pode
sobreviver por um longo periodo na agua (Kazwala et al., 1990) e a agua de bebida é o
maior fator de risco para a infeccdo por Campylobacter sp em lotes de frangos
(GIBBENS et al., 2001).

Segundo Berndtson et al. (1996), a presencga de outros animais domésticos nao
interfere nos niveis Campylobacter sp nos lotes de frangos. Porém, o manuseio de
outras aves parece ser um importante fator de risco. Prevaléncia de Campylobacter sp
foi 40% em lotes onde componentes da equipe manusearam outras aves € 18% onde
isso ndo aconteceu. Kapperud et al. (1993) encontraram como fator de risco manuseio
de outras aves e também suinos.

Alguns fatores relacionados ao ambiente aumentam o risco da ocorréncia de
Campylobacter sp nos lotes de frangos. Dentre esses, se destacam a alta temperatura
e ar estatico no aviario, pobre qualidade da agua, auséncia de pedillvio e presenca de
cascudinhos (Alphitobius diaperinus) (REFREGIER-PETTON et al., 2001). Em granjas
onde havia presenca de aves selvagens, o indice de lotes positivos para Campylobacter
sp foi de 29% e, em granjas localizadas em areas com poucas aves selvagens, esse
indice caiu para 16% (BERNDTSON et al., 1996).

O nivel sanitario parece ser também importante para a menor prevaléncia de
Campylobacter sp. Berndtson, et al. (1996) encontraram 39% de positividade em lotes
gque mantinham baixo status sanitario e 22% em granjas com um maior nivel de
rigorosidade, como por exemplo, a mudanca de botas e roupas.

A positividade de lotes para Campylobacter sp também diminui com o aumento
na freqiéncia de lavagem de bebedouros, pois a prevaléncia em lotes onde os
bebedouros nunca foram lavados foi de 45% e nos lotes higienizados 21%
(BERNDTSON et al., 1996).

Em locais em que foram observados vestigios de ratos, detectou-se 40% de
positividade contra 23% onde isso nao aconteceu. (BERNDTSON et al., 1996).

Berndtson et al. (1996) estudaram em amostras fecais de granjas de frangos, a
epidemiologia da Campylobacter sp e encontraram em 16 ocasides, dois lotes
subsequentes positivos. Em 9 dessas ocasides, houve sorotipificacdo dos espécimes
isolados e em 6 vezes o0s sorotipos eram idénticos em ambos lotes. Os autores
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sugerem que ha possibilidade da permanéncia de Campylobacter sp de um lote para
outro, e ainda, que a lavagem e a desinfeccdo sao suficientes para eliminar a
Campylobacter sp.

Genes Fla A e Fla B foram utilizados em estudos moleculares. Analises de
eletroforese em campos pulsados (pulse field) foram realizadas por Camarda et al.
(2000). Nos espécimes isolados de cecos, cloaca e ovidutos de 11 galinhas positivas
para Campylobacter jejuni, os autores encontraram alta diversidade dentro do mesmo
lote, sugerindo uma multipla exposicdo das aves aos agentes. Porém, em estudos
realizados no Reino Unido, Ayling et al. (1996) concluiram que os lotes raramente sao
colonizados por mais de um unico gendtipo.

O mesmo gendtipo de C. jejuni pode ser encontrado no intestino e trato
reprodutivo de galinhas, indicando a colonizagdo ascendente do oviduto através da
cloaca (CAMARDA et al., 2000). Mas nem sempre as cepas do oviduto sao idénticas as
do intestino, sugerindo que algumas cepas podem preferencialmente colonizar o
oviduto, embora isso nado seja frequente. (Di MODUGNO 1997).

Para Jacobs-Reitsma (1995), as aves reprodutoras usualmente sao colonizadas
por multiplas cepas de Campylobacter jejuni. Maruyama e Katsube (1990) desafiaram
codornas oralmente com C. jejuni (9,6 UFC.logis) e obtiveram recuperacdao dos
espécimes em ovos. A recuperacao no trato reprodutivo foi no magno-istimo e glandula
da casca em 3 de 7 reprodutoras. Todas as codornas tiveram a cloaca positiva, mas
apenas 28% das cascas de ovos e 4% do conteudo dos ovos foram positivos. Uma das
trés codornas com trato reprodutivo positivo apresentava focos brancos no figado e em
outra, o ovario estava contaminado, sugerindo infec¢ao sistémica.

Ha diversidade em cepas recuperadas no trato reprodutivo das aves e algumas
destas sado idénticas as isoladas de fezes. Estes fatos sugerem a contaminacao
ascendente de Campylobacter sp. do trato reprodutor por meio da cloaca (HIETT et al.,
2002). Zimmer et al. (2003) comparou por meio das técnicas do RAPD (polimorfismo de
DNA amplificado ao acaso) e PCR, espécimes de Campylobacter sp isolados da agua
de bebida e das aves em trés lotes consecutivos e ndo encontrou semelhancga entre as
cepas.

Aproximadamente 4% dos ovos podem ser experimentalmente infectados com C.

Jejuni por imersao em uma suspensao com a bactéria. Porém, o microorganismo nao foi
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encontrada no conteudo interno dos ovos apds 0s mesmos terem permanecido em
contato com cultura de C. jejuni (ALLEN et al., 2001).

Hanninen et al. (1984) recuperaram Campylobacter sp em 2% de embrides que
bicaram o ovo, mas que nao eclodiram. Experimentalmente, King (1993) observou que
a inoculacao de algumas cepas de Campylobacter jejuni na membrana corioalantoide
das aves ¢ letal para o embrido.

Cox et al. (2005) isolaram Campylobacter sp em 7, 12 e 41 de 50 amostras de
foliculos imaturos, maturos e cecos respectivamente, em galinhas com idade entre 60 e
66 semanas.

Jacobs-Reitsma (1995) pesquisaram por meio de suabes cloacais a presenca da
Campylobacter sp em 43 lotes de 9 granjas de reprodutoras e encontraram um indice
de 67% (29/43) de positividade. Nesse estudo, 2 lotes de uma fazenda B e 2 lotes de
uma fazenda C tinham a mesma origem. Porém, os lotes da fazenda C foram positivos
e da fazenda B foram negativos para Campylobacter sp, 0 que sugere 0 maior risco da
contaminacao horizontal.

Cox et al. (2002) compararam espécimes de Campylobacter sp isolados de
reprodutoras e de sua progénie por dois métodos genotipicos: a ribotipagem com a
enzima de restricao rara Pstl e a seqiéncia do DNA de uma regido variavel do gene fla
A. Os padrdes genéticos encontrados foram idénticos nos dois métodos.

Pearson et al. (1996) realizaram estudo retrospectivo e prospectivo em lotes
consecutivos de 6 a 8 avidrios durante os anos de 1984 a 1994 e encontraram alta
positividade nos lotes (35,5%). Porém, o isolamento de sorotipos idénticos em lotes
consecutivos foi baixo, levando a concluir que nao houve transmissao entre lotes.
Quando os autores estudaram os incubatérios que forneciam aves para esses aviarios
(incubatério A e B), observaram que os isolamentos aconteciam predominantemente
em aves provenientes do lote B. Em duas ocasides distintas, houve alternancia entre os
incubatérios A e B no fornecimento das aves. Nessas ocasides, os isolamentos também
s6 aconteceram em aves provenientes do lote B, reforcando a conclusao anterior. Além
da alta positividade nas aves do incubatério B, os espécimes isolados mostraram baixa
diversidade de sorotipos. Os autores julgaram que esses dados sao evidéncias de uma

comum origem da C. jejuni, introduzida provavelmente, por transmissao vertical.
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E.3) SAUDE PUBLICA

De 1981 a 1990, na Inglaterra, o numero de casos confirmados de humanos com
enterite por Campylobacter sp aumentou de 2.500 para 34.552 (ANON, 1991). Na Nova
Zelandia, a incidéncia € 3 a 4 vezes maior que os relatados em outros paises
desenvolvidos (244,5 casos por 100.000 pessoas por ano com um pico de 320 por
100.000 em 1998) (ORCHARD et al., 2000).

No Brasil, tem sido relatada a presenca de Campylobacter sp em casos de
diarréia aguda ou cronica e em individuos assintomaticos. Em Sao Paulo, a incidéncia é
aproximadamente 25,9% em criangas menores de 4 anos de idade, sendo o segundo
enteropatégeno bacteriano isolado no Laboratério Clinico de Analises Fleury
(SCARCELLI et al., 1998).

Reiersen et al. (2002) citam que na Islandia, a incidéncia de Campylobacter sp
em humanos atingiu proporcées epidémicas entre junho de 1998 e marco de 2000.
Entre 1990 a 1995, a incidéncia foi de 14,6 casos/100.000 individuos/ano. A partir de
1996, 0s casos comecaram a aumentar chegando a 157 casos/100.000 individuos no
ano de 1999. Em 2000 e 2001, houve uma queda (87,1 e 75,4 casos/100.000
individuos, respectivamente). Os autores sugerem que a maior positividade de 1996 a
1999 pode ser atribuida a mudanca na legislacao do pais no ano de 1996, quando a
carne de frango passou a ser comercializada “fresca”, juntamente com o aumento do
consumo per capita. Com a alta incidéncia em 1999, no ano de 2000 o pais implantou
medidas de controle e com isso, os indices diminuiram.

Nos Estados Unidos, o indice de infeccdo de humanos por Campylobacter sp é
estimado entre 2,1 e 2,4 milhdes de pessoas por ano € uma das principais causas
relatadas € o consumo de carne de frango (MEAD, 1995). Segundo o CDC (2003),
nesse pais, Campylobacter sp € a maior causa de diarréia bacteriana com 40.000
casos documentados anualmente. De acordo com Saleha et al. (1998), sdo estimadas
680 a 730 mortes por ano atribuidas a infeccdo por Campylobacter sp nos Estados
Unidos.

Campylobacter jejuni & causa de 85% dos casos de campilobacteriose humana,
seguido pelo C. coli. Criangas menores que 1 ano de idade e adultos jovens (15 a 25

anos) sao mais susceptiveis ao desenvolvimento da doenca, e individuos com
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imunosupressdao podem desenvolver prolongados e severos sintomas da doenca
(FRIEDMAN et al., 2000).

Em Sao Paulo, uma crianga com 3,5 anos foi atendida apresentando sintomas de
diarréia aquosa com sangue associada com vomitos sem presenca de muco, sangue e
sem febre. Das suas fezes foi isolada Campylobacter jejuni subsp. Doylei, sem
isolamento ou positividade para nenhum outro microrganismo enteropatogénico. A
caracteristica clinica de diarréia secretéria observada sugere que essa bactéria produz
um fator enterotoxigénico, apesar de sua patogenia ser pouco conhecida (FERNANDEZ
et al., 1997).

Fernandez et al. (2005) sorotipificaram 50 espécimes de C. jejuni subsp. jejuni
isoladas de carcacas de frango e 50 espécimes isolados de fezes de criancas e
encontraram 17 sorotipos diferentes e 6 idénticos. A alta percentagem de sorotipos sem
nenhuma similaridade sugere que no sul do Chile, ndo somente a carne de ave é
veiculo de C. jejuni subs jejuni em humanos, mas outras fontes ou reservatorios nao
identificados estao envolvidos.

Comer hamburgers preparados comercialmente ou outras carnes fora de casa,
realizar viagens ao exterior e um baixo nivel de higiene na cozinha sao riscos para
contaminacao por Campylobacter sp (COX, 2002). Utilizando um diagrama com os
dados do CDC, 1998 e 1999, esse mesmo autor concluiu que viajar para fora do pais
(EUA), ter caes de estimacao e beber agua nao tratada sao fatores significantemente
associadas com o problema. Com esse estudo, o autor conclui que ha outras fontes de
contaminacao mais importantes para infeccao por Campylobacter sp que o consumo de
carne de frango.

Scarcelli et al. (2003) utilizaram a técnica do polimorfismo dos fragmentos de
restricdo de produto obtido pela PCR (PCR-RFLP) e subtiparam 41 espécimes de C.
jejuni (30 provenientes de humanos e 11 de frangos) encontrarando 5 perfis de
restricdo distintos. Desses, 3 possuiam compartiihamento de isolados provenientes de
humanos e frangos, incluindo trés subtipos provenientes da Italia, sugerindo a
dispersao de subtipos no Brasil e em diferentes continentes. Nishimura et al. (1996)
utilizaram analise por PCR-RFLP do fragmento correspondente ao gene fla A e
observaram os mesmos 5 perfis distintos observados por Scarcelli et al. (2003) quando
analisaram 154 estirpes de C. jejuni provenientes de amostras humanas da China e

Japao.
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Relativa resisténcia a infeccéo é observada em grupos de individuos com habitos
alimentares de alto risco. Em paises em desenvolvimento, em que as oportunidades de
infeccdo e reinfeccdo sdo maiores, ha altos titulos de imunoglobulinas anti-

Campylobacter em individuos portadores e nao portadores (BLASER, 1987).

F) DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Devido as caracteristicas da Campylobacter sp, para o envio de amostras ao
laboratério, as mesmas devem ser mantidas a temperatura de 4°C em meio de
transporte (SILVA et al.,, 1997). Para identificacdo das trés espécies que causam as
doencas gastroentéricas, os meios de -cultura utilizados devem ser ricos em
aminoacidos e acrescidos de sangue. As amostras com alto numero de células
bacterianas (como fezes de pacientes doentes) podem ser inoculadas diretamente em
um meio seletivo como agar sangue suplementado com antibidticos, porém em
amostras com baixo numero de células ou células injuriadas ha necessidade de
enriquecimento preliminar em caldos seletivos antes do cultivo em agar (NACHAMKIN,
1997).

Sao varios os meios seletivos descritos para o cultivo de Campylobacter sp,
como: “Charcoal-based selective medium” (CSM) (HUTCHINSON, 1984),
“Cefoperazone deoxycholate Agar” (CCDA) (KARMALI et al., 1986), “Semisolid Blood-
Free motility médium” (SSM) (GOOSSENS et al., 1990), “Skirrow medium” (SKIRROW,
1977), entre outros. Antibiéticos para inibir competidores sdo geralmente associados as
formulagdes. Os antimicrobianos mais utilizados como inibidores da microbiota
acompanhante sdo a cefoperazona, rifampicina, cefalotina, colistina, polymixina e
anfotericina (NG, 1988; ASPINALL et al., 1996).

Segundo Kiehlbauch et al. (1991), devido a susceptibilidade de algumas cepas
aos antibiéticos presentes nos meios seletivos, o0 método de filtracdo pode ser usado
para amostras de fezes. Nesse método, ndo é necessario o uso de inibidores ja, que a
Campylobacter sp € uma bactéria muito pequena e capaz de ser filtrada entre os poros.
Porém, os contaminantes ficam retidos.

Quando se faz necessario o uso de caldos de enriquecimento, a amostra deve
ser incubada em microaerofilia durante 24 horas. Eles também devem ser acrescidos
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de antibidticos e algumas vezes também com o sangue e varios podem ser utilizados,
como o caldo Preston, o Bolton (BOLTON e ROBERTSON, 1982) e o Campythio
(MARTINS et al., 1983), entre outras formulacées.

Segundo Thompson et al. (1990), as placas ou caldos devem ser mantidos em
atmosfera de microaerofilia controlada com aproximadamente 5% de O,, 10% de CO, e
85% de N.. Para isso, normalmente € utilizada jarra de anaerobiose com gerador de
microaerofilia em seu interior. A temperatura de incubacéo varia entre 37°C e 42°C e,
valores inferiores a esse intervalo prejudicam o crescimento, jA que 0 organismo €&
termotolerante.

Dependendo do meio de cultura utilizado, as colbnias de Campylobacter sp
podem aparentar diferentes caracteristicas Porém, geralmente s&o cinzas, planas,
irregulares e espalhadas, particularmente em meios frescos. Também podem ter forma
arredondada, convexa e pouco espalhada. As colbnias normalmente nao sao
hemoliticas em agar (VANDAMME et al., 1992).

De acordo com Vandamme et al. (1991), para identificacdo € usada coloracao de
Gram, substituindo a safranina pela carbol fuxina. Para se observar o movimento tipico
em “saca-rolha”, deve-se colocar a col6nia em uma lamina com solugao salina 0,9% e
utilizar contraste de fase. Em prolongada exposicdo ao ar ou em culturas velhas as
células se tornam esféricas ou cocdides, dificultando a identificagéo.

Varias provas bioquimicas sdo usadas para diferenciar as espécies, como a
producédo de oxidase, catalase, sulfeto de hidrogénio, hidrélise do hipurato, reducéo do
nitrato e sensibilidade a cefalotina e acido nalidixico (BARRETT et al., 1988). O uso dos
antibiéticos para diferenciacdo da espécie tem sido problematico devido a resisténcia
de algumas cepas (ENDTZ et al., 1991).

Uma metodologia para deteccdo de Campylobacter sp considerada de alta
acuracia é a reacdo da polimerase em cadeia (PCR), que amplifica o DNA (Acido
desoxirribonucléico) cromossémico de seqUéncias génicas que nao sao afetadas por
condicoes ambientais ou de cultivo (SAIKI et al., 1988). A reacao envolve as etapas de
desnaturacdo do DNA molde em uma fita simples, anelamento ou hibridizacdo dos
primers as regides complementares ao DNA molde e extenséo e sintese do fragmento
de DNA. Este ciclo é repetido por 20 - 40 vezes, sendo que cada novo fragmento
sintetizado serve como um molde nos ciclos subsequentes, resultando em um aumento

exponencial no numero de copias da regidao do DNA alvo (FARBER, 1996).
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Nos ultimos tempos, sistemas que utilizam PCR automatizados vém sendo
utilizados para diminuir o tempo de analise e erros operacionais, como por exemplo, 0
BAX System da DuPont®. Nesse sistema, a andlise € iniciada com enriquecimento da
amostra e posteriormente sdo adicionadas uma solucao de lise e tratadas termicamente
para liberacdo do DNA. Os reagentes necessarios para a PCR e o corante fluorescente
“SYBR Green”, peletizados e pré-distribuidos em tubos de reagéo, sao reidratados com
a amostra lisada e transferidos ao termociclador/detector, onde ocorre a amplificacao do
fragmento de DNA especifico do microrganismo. O DNA amplificado gera um sinal
fluorescente que é interpretado pelo sistema e os resultados sdo demonstrados como
simbolos positivos ou negativos e graficos (USER'S GUIDE, 2000). Esse sistema foi
aprovado pelo USDA — Food safety and inspection service em 2004 como método para
detectar Campylobacter coli e C. lari em alimentos (FOOD SAFETY AND INSPECTION
SERVICE U.S. DEPARTMENT OF AGRICULTURE, 2002). No Brasil, o MAPA
(Ministério da Agricultura, Pecuaria e do Abastecimento), conforme Instrugcdo Normativa
n® 41, de 7 de julho de 2004 (BRASIL, 2004), aprovou o sistema, como método
oficial, para a deteccdo de Salmonella sp. em amostras de alimentos, agua e

ambientais.

IV) MATERIAL E METODOS
A) LOCAL E AMOSTRAGEM

A coleta das amostras foi realizada em animais em idade reprodutiva alojados na
propriedade de uma empresa avicola localizada na regidao do Triangulo Mineiro, no
periodo de marco a outubro de 2005. Todo o ciclo de cria e producéao foi realizada na
mesma fazenda, com aves alojadas com um dia de idade e transferidas para aviarios
de producdo com 22 semanas. As aves eram provenientes de lotes de avéds de
producao comercial sem informacgao sobre a prevaléncia de Campylobacter sp.

No experimento, foram utilizados 3 lotes de matrizes de corte, alojados em
nucleos diferentes. Esses lotes (A, B e C) eram da mesma linhagem, mas possuiam
origens diferentes e foram alojados em locais distintos. As idades das aves no inicio
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dos estudos eram 55, 49 e 42 semanas, respectivamente, para os lotes A, B e C. O
experimento foi conduzido até o descarte dos lotes (69 semanas).

B) ESTUDO

B.1) Campylobacter sp nos lotes de matrizes

Foram coletadas para analise da presenca/auséncia de Campylobacter sp,
amostras cloacais e de érgaos das aves.

Com o auxilio de suabe estéril, foram coletados nos lotes A e B, amostras
cloacais individuais de 279 aves. Dessas, 141 foram provenientes do lote A e 138 do B.
Todas elas foram previamente identificadas com uma anilha numerada na regidao da
asa. No lote C, foram coletas 11 amostras provenientes de 33 aves (pool/ de 3 animais)
nao identificadas. Apds coleta, as suabes foram adicionados a 10mL de &gua
peptonada tamponada estéril (APT), acondicionadas em caixa isotérmica contendo gelo
e transportados ao laboratério para anélise.

As aves positivas no suabe cloacal dos lotes A e B foram separadas em baias e
as do lote C foram soltas no aviario.

Para coleta de 6rgaos, matrizes positivas em suabe cloacal foram sacrificadas no
dia do descarte (69 semanas de idade) por rompimento da medula na regido cervical..
Foram assepticamente colhidas um total de 33 amostras, (11 de ovario e oviduto, 11 de
figado, baco e coracédo 11 de intestino). Dessas 11 amostras, 6 eram provenientes de
aves do lote A e 5 do lote B. Cada amostra foi composta de um pool de 3 aves.

No lote C, nao foi realizada coleta de 6rgaos para analise.

Amostras ambientais

Foram coletadas 10 amostras ambientais nos lotes A e B. As colheitas foram
realizadas por meio de 2 e 4 suabes de arrasto da cama nos lotes A e B,
respectivamente, e 2 nos ninhos de cada um deles. As amostras foram adicionadas a
50mL de APT, acondicionadas em caixa isotérmica com gelo e transportadas ao
laboratério para analises. No lote C, ndo foram coletadas amostras ambientais.
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B.2) Estudo da transmissibilidade para a progénie
Ovos na granja

A cada 15 dias, os ovos das aves positivas para Campylobacter sp dos lotes A e
B em suabes cloacais foram coletados apds prévia higienizacao e antisepsia das maos
com alcool gel. No total, 366 ovos foram destinados para analises. Destes, 234 foram
submetidos ao processo de fumigagdo (12 g/m® de paraformoldeido) e 132 analisados
sem nenhum tratamento. De cada um dos lotes A (126 e 69) e B (108 e 63) foram
utilizados 195 e 171 ovos, respectivamente, divididos em n&o fumigados e fumigados. A
presenca/auséncia de Campylobacter sp foi pesquisada na casca e na gema.

Os ovos foram enviados ao laboratério e Ia, quebrados assepticamente em placa
de Petri estéril, sendo separadas as cascas e as gemas. As cascas e as gemas foram
depositadas separadamente em sacos estéreis contendo 50mL de APT. Cada amostra
foi composta por um pool de 3 ovos. No lote C, ndo foram colhidas amostras de ovos.

Pesquisa em pintainhos e residuos de incubatoério — lote Ae B

A cada 15 dias, alternados a coleta dos ovos para analise microbiolégica, outros
202 ovos (99 do lote A e 103 do lote B) foram coletados assepticamente e enviados ao
incubatoério. Esses ovos nao fumigados foram incubados apo6s estocagem média de 5
dias. Com 10 dias de incubacéo, houve a retirada de 36 ovos (18 do lote A e 18 do lote
B) inférteis que foram enviados ao laboratério. Cada amostra foi composta de 3 ovos e
foram analisados macerados de casca e gema.

Dos 121 pintainhos eclodidos (55 do lote A em 7 nascimentos e 66 do lote B em
9 nascimentos), foram coletadas amostras de meconio. A colheita foi realizada
individualmente por meio de friccdo na regido do abdome e a amostra adicionada a
10mL de caldo Bolton. Além do mecédnio, 45 ovos nao eclodidos (25 do lote A 20 do lote
B) foram enviados inteiros ao laboratério para analise microbiolégica.

Apés a retirada do mecdnio, os pintainhos foram sacrificados por rompimento da
medula cervical e deles retiradas 36 amostras (pool de 3 aves) para colheita de 6rgaos.



24
As amostras consistiam de coracdo, baco e figado (analise 1) e intestino (analise 2),
perfazendo um total de 16 amostras do lote A e 20 do lote B. Estas amostras foram
adicionadas a 50mL de APT e enviadas para andlise.

Pesquisa em pintainhos — lote C

No mesmo dia da coleta de suabe cloacal nas reprodutoras, foi coletado mecénio
de 30 pintainhos (pool de 3 aves). Essas amostras foram adicionadas a 10 mL de APT

e enviadas imediatamente para andlise.

Amostras ambientais no incubatorio - lotes Ae B

Um total de 13 suabes ambientais (de arrasto) das maquinas de nascedouro foi
coletado no dia do nascimento dos pintainhos. As amostras foram adicionadas a 50mL
de APT e imediatamente enviadas ao laboratério. Dessas amostras, 6 foram colhidas
no lote A e 7 do lote B.

Um esquema da condugao do experimento pode ser observado na Figura 1.
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Figura 1- Esquema de conducao do experimento.
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C. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

C. 1) Pesquisa de Campylobacter sp — cultura convencional

O protocolo de analise convencional utilizado foi realizado de acordo com
FERNANDEZ (1983). No laboratério, as amostras permaneceram armazenadas entre 4
e 24 horas até o processamento. Para enriquecimento, 10mL do meio APT, no qual as
amostras estavam acondicionadas, foram transferidos para 10mL de caldo Bolton
(Ox0id®) suplementado com 5% sangue ovino hemolizado e mistura antibidtica
(Ox0id®) (20mg/L cefoperazona de sbédio, 20mg/L de vancomicina, 20g/L de
trimetroprim, 50mg/L de cyclohexamina), todos em dupla concentracao. O material foi
incubado em atmosfera de microaerofilia (Probac microaerobic generator®) em jarras
para anaerobiose a 37°C por 24 horas. Apds 0 enriquecimento, aliquotas de cada
cultura foram semeadas em &gar Brucella (Oxoid®) suplementado com a mistura
antibiética em concentracado simples, sangue de ovino hemolizado e suplemento FBP
(Ox0id®) composto de 0,4 g/L de piruvato de sédio, 0,4 g/L de sulfato ferroso e 0,4 g/L
de metassulfito de sbédio. As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas em jarras
para anaerobiose, sob atmosfera de microaerofilia.

Colbnias tipicas de Campylobacter sp foram confirmadas pela coloracao de
Gram para confirmacao da morfologia em virgula ou “asa de gaivota” e microscopia em

gota pendente para verificagdo do movimento em “saca rolha”.

C.2) Uso de PCR no lote C

O PCR automatizado BAX System da DuPont® foi utilizado para verificar a
presenca da Campylobacter sp nas amostras de galinhas e mecénio do lote C.

Os procedimentos foram realizados de acordo as orientacdes do fabricante. No
laboratério, as amostras de mecénio e de suabe cloacal das galinhas transportadas em
APT foram imediatamente adicionados a igual volume de caldo Bolton em dupla
concentracdo e incubados a 37°C em atmosfera de microaerofilia. Para controle, foi
utilizada a amostra de Campylobacter jejuni ATCC 30291 em um tubo contendo 10mL
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de APT.

Apés incubacao, aliquota de 5uL da amostra foi transferida para tubos Eppendorf
(Bioexpress, USA), adicionado 200uL de solugcdo de protease em tampéao fosfato e a
mistura foi aquecida a 37°C por 20 minutos. A mistura foi aquecida a 95°C por 10
minutos e transferida para bloco de resfriamento (2°C a 8°C) durante 5 minutos. Apo6s
resfriamento, 50uL foram transferidos para os tubos de PCR contendo os primers,
dNTPs, a Tag-DNA polimerase, corante fluorescente, controle positivo interno e demais
reagentes necessarios para a PCR. Os tubos foram transferidos para o
termociclador/detector, onde o programa pré-estabelecido no hardware do
equipamento foi executado. Ao final do ciclo de amplificacdo e deteccéo, o equipamento

automaticamente liberou os resultados na tela do computador.

V) RESULTADOS E DISCUSSAO

A) Campylobacter sp em matrizes — lotes A,Be C

A positividade para Campylobacter sp utilizando o método tradicional de cultivo
foi de 14,18% (20/141), 13,77% (19/138) e 54,54% (6/11) nas aves provenientes dos
lotes A B e C, respectivamente. Esses achados sao inferiores aos de Kazwala et al.
(1990) que encontraram uma prevaléncia de 80% e de Buhr (2002) que encontrou de
90% a 100% de positividade em lotes de matrizes. Os resultados do lote C, com os
quais se utilizou o Sistema BAX®, mostraram uma maior positividade (54,54%), mas
ainda inferior aos observados pelos outros pesquisadores. Fernandez et al. (1993),
estudando a freqiiéncia de isolamento de Campylobacter sp em galinhas domésticas,
poedeiras e livres de patégenos especificos (LPE) encontraram percentagens de
66,7%, 29,4% e 7,3% respectivamente, concluindo que a medida em que as condigdes
de manejo sdo melhoradas, a prevaléncia diminui. Assim, é provavel que o indice de
isolamento inferior observado nesse estudo seja pelas excelentes condi¢des de manejo
sanitario empregados na granja de que os animais desse estudo eram provenientes.

Nas amostras dos 6rgaos internos (ovarios, ovidutos, figados, bacos e coracoes)
coletados das aves dos lotes A e B, ndo houve isolamento da bactéria. Esses
resultados diferem daqueles encontrados por Camarda et al. (2000) e Di Modugno
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(1997) que encontraram positividade no trato reprodutivo. Buhr também encontrou um
alto indice de positividade em ovario e oviduto. Os indices de positividade foram de
58,33%, 33,33% e 16,66% respectivamente em utero, magno e istmo.

Campylobacter sp nao foi isolada de intestinos de animais provenientes do lote
B, porém no lote A, 50% (3/6) das amostras foram positivas. Era esperada uma
positividade maior nas amostras de intestinos devido os resultados obtidos no suabe
cloacal. Provavelmente, ha uma ciclicidade na excrec¢do dessa bactéria, porém, o pouco
conhecimento sobre a epidemiologia da Campylobacter sp e a coleta aleatéria das
amostras no lote dificultam o entendimento desses resultados.

Nas amostras ambientais provenientes do lote A, a positividade foi de 50% (1/2)
nas amostras de cama e ninho. No lote B, houve 100% de positividade em amostras de
cama (4/4) e todas foram negativas naquelas de ninho (0/2). Franchin et al. (2005)
encontraram 37,5% de positividade em lotes de frango, mas ndo foram encontrados
relatos de estudos em camas de reprodutoras. A alta prevaléncia de Campylobacter sp
nos lotes, segundo Berndison et al. (1996), € maior em camas umidas devido
provavelmente, a sua sensibilidade a desidratacdo. Nos lotes A e B, as camas estavam
relativamente secas e sem cheiro caracteristico de amoénia. A menor positividade nos
ninhos pode ser consequéncia do ambiente com menor quantidade de matéria organica
e do uso de paraformaldeido a cada 45 dias.

Os resultados obtidos nas amostras provenientes dos lotes de matrizes spodem
er visualizados nas Tabela 1.
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Tabela 1 - Positividade para Campylobacter sp em amostras provenientes de matrizes.

Amostras Lote A Lote B Lote C

% +/n % +/n % +/n
suabe cloacal 14,18 20/141 13,77 19/138 54,54 6/11*
suabe de cama 50 1/2 100 4/4 NR NR
suabe de ninho 50 1/2 0 0/2 NR NR
ovario e oviduto 0 0/6 * 0 0/5 NR NR
figado, baco e coracao 0 0/6 * 0 0/5 NR NR
intestinos 50 3/6 * 0 0/5 NR NR

* pool de 3 aves; NR — nao realizado; + amostras positivas ; n — niumero de amostras

coletadas.

B) Campylobacter sp na progénie

Os resultados obtidos nesse estudo ndo conseguiram demonstrar a presenca de
Campylobacter sp nos macerados de casca. Esperava-se que matrizes positivas em
suabe cloacal tivessem ovos positivos ao menos em macerado de casca de ovos hao
desinfetados. Esse resultado difere dos achados de Doyle (1984) e Shanker et al.
(1986) que detectaram 0,8% e 1% de positividade, respectivamente, em casca de ovos
de matrizes positivas para Campylobacter jejuni. Neill et al. (1985) encontraram a
bactéria na casca de ovos, mas restrita a membrana da casca. Nesse estudo, a
negatividade na casca dos ovos deve-se provavelmente a dessecacdo, pois a
Campylobacter sp é muito sensivel a desidratacao e condicoes atmosféricas (EVANS,
1997).

Nenhuma positividade foi encontrada nas gemas dos ovos pesquisados. Doyle
(1984) nao encontrou a bactéria no conteudo interno dos ovos, mesmo apds terem

permanecido em contato com cultura de Campylobacter sp em trés temperaturas
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diferentes. Também Baker (1987); Rabie (1992); Zaki e Reda (1995); Sahin et al. (2003)
nao encontraram nenhuma positividade Campylobacter em gema de ovos.
Nao houve positividade em amostras de mecénio oriundas dos lotes positivos
pelo método de cultura tradicional. Porém, com o uso do PCR pelo sistema BAX® a
positividade foi de 80%. Hiett (2002) também nao encontrou positividade em penugem e
casca de ovos de ambiente no incubatério, utilizando técnica de cultivo tradicional.
Todavia, quando utilizou PCR direto encontrou positividade de 100% e 70% para
amostras de penugem e casca de ovos, respectivamente. E possivel que injuria por
condicoes adversas torne as células de Campylobacter sp em formas VNC, fazendo
com que a deteccdo da bactéria sé seja possivel por técnicas moleculares. Os
resultados obtidos no BAX® podem ser observados na Figura 2.
No sistema BAX®, as curvas de fusdo do controle interno sdo representadas por
um primeiro pico na faixa 78°C a 80°C e a positividade das amostras € evidenciada por
uma segunda curva de fusdo em 80°-85 °C (USER’S GUIDE, 2000). Os resultados

graficos das amostras positivas foram tipicos e podem ser observadas no Anexo 1.
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Na literatura, ndo ha descricdo de qualquer autor que conseguisse isolar
Campylobacter sp em amostras de mecénio. Os resultados positivos encontrados nesse
estudo com o uso do sistema BAX® sao importantes achados, considerando que a
presenca em meconio € um indicio da transmissao vertical.

A positividade do mecbnio com o uso da metodologia BAX® aliada a
negatividade pelo método de cultura tradicional, pode indicar a preseng¢a de um numero
de células do agente abaixo do nivel de detec¢cdo do método de cultivo tradicional ou
qgue as bactérias estivessem em forma n&o cultivavel. A Campylobacter sp, quando em
condigbes de injuria como deficiéncia nutritiva ou pH &cido, sofre alteragdes
morfolégicas, passando da forma original de espiroqueta mével para cocéide. Essas
formas ndo sao cultivaveis em meios de cultura, porém, sao infectivas (MORENO et al.,
2001).

O MAPA avaliou o desempenho do sistema BAX® para deteccao de Salmonella.
E a sensibilidade foi de 98,1%, a especificidade e a precisado relativa foram de 98,5%
(Brasil, 2004). Stewart e Gendel (1998) ; Hochberg et al. (2001) ; Shearer et al. (2001) ;
Silbernagel et al. (2004) e Folder (2005) avaliaram a sensibilidade e especificidade do
BAX® para deteccdo de Listeria monocytogenes em relacdo ao método tradicional de
cultivo e ndo encontraram diferencas significativas entre os dois. Estudos comparativos
para deteccao de Salmonella sp realizados por Shearer et al. (2001) e Bailey e Cosb
(2003) demonstraram que o Bax® é adequado para a detec¢ao desse patégeno.

Englen e Fedrka-Cray (2002) comparou PCR tradicional e a utilizagdo do sistema
BAX® em amostras com C. jejuni e C. coli oriundas de agua de enxagle de carcacas
de frangos. Em 89,5%, houve resultados idénticos, 10,5% foram opostos e 3% mistos.
As amostras conflitantes foram retestadas com 78,6% de resultados idénticos e 21,4%
tiveram resultados conflitantes. O autor sugere que o BAX® é um sistema eficiente e
rapido para deteccao da bactéria.

Campylobacter sp nao foi isolada em 6rgaos de pintainhos provenientes dos
lotes A e B com uso da metodologia tradicional. A negatividade para Campylobacter sp
em pintos de 1 dia também foi demonstrada por Jacobs-Reistman (1995), Evans (2000),
Newell et al. (2000) e Shreeve et al. (2000). Esses autores defendem que pintos nao
sdo contaminados até 2 ou 3 semanas de idade e que essa resisténcia pode ser
explicada pela imunidade materna. Sahin et al. (2003) desafiaram pintainhos de 3 dias
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de idade naturalmente positivos para anticorpos maternais especificos contra
Campylobacter sp e aves com 21 dias de idade naturalmente negativos para anticorpos
maternais. O inicio da contaminacdo ocorreu muito mais cedo nas aves de 21 dias de
idade, sugerindo o papel importante dos anticorpos maternos na contaminag¢ao precoce
das aves. Para dar suporte aos seus estudos, esse mesmo autor utilizou galinhas LPE
contaminadas e nao contaminadas com C. jejuni e, apds, contaminou sua progénie com
3 dias de idade. Os pintainhos com anticorpos maternos especificos para C. jejuni
tiveram um indice de contaminacdo muito menor que aves negativas para anticorpos
maternos de C. jejuni.

Amostras de ambiente de incubatério, ovos inférteis e ovos ndo eclodidos foram
negativas para Campylobacter sp em método tradicional de cultivo. Rabie (1992); Zaki e
Reda (1995) também nao encontraram positividade em ovos inférteis. Porém, Zaki e
Reda (1995), apds inoculacao, encontraram 0,72% de positividade em embrides com
mortalidade embrionaria inicial, 1,85% em embrides com mortalidade embrionaria tardia
e 2,15% em embriées que bicaram o0s ovos, mas ndao conseguiram eclodir.

Os resultados positivos obtidos nas amostras provenientes dos lotes da progénie
pode ser visualizados nas Tabela 2.
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Tabela 2 - Positividade para Campylobacter sp em amostras provenientes da progénie

Amostras Lote A Lote B Lote C

% +/n % +/n % +/n
Macerado de casca 0 0/42 * 0 0/36 * NR NR
(ovos desinfetados)
Macerado de casca 0 0/23* 0 0/21* NR NR
(ovos néo desinfetados)
Conteudo interno 0 0/42 * 0 0/36 * NR NR
(ovos desinfetados)
Conteudo interno 0 0/23* 0 0/21* NR NR
(ovos néo desinfetados)
Macerado de ovos 0 0/6* 0 0/6* NR NR
inférteis
Conteudo interno de 0 0/6* 0 0/6* NR NR
ovos inférteis
Suabe de mecdnio 0 0/55 0 0/66 80 8/10*
Ovos néo eclodidos 0 0/25 0 0/20 NR NR
Coracao, Baco e 0 0/16* 0 0/16* NR NR
Figado dos pintainhos
Intestino de Pintainhos 0 0/16* 0 0/16* NR NR
Ambiente Nascedouro 0 0/6 0 0/7 NR NR

* pool de 3; NR — nao realizado; + amostras positivas; n — nimero de amostras
coletadas.

As bacérias do género Campylobacter medem 0,2um a 0,8um de largura por 0,5
um a 5um de comprimento (VANDAME, 1992), tamanho significativamente menor que
0s poros da casca do ovo que sdo de 11um a 12um. A temperatura da ave de 42°C
(SESTI e ITO, 2000) é ideal para sobrevivéncia das trés principais espécies de
importancia para avicultura que sao classificadas como termotolerantes. Além disso,

Campylobacter jejuni pode estar naturalmente presente em segmentos dos tratos
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reprodutivos de lotes de galinhas comerciais (BUHR, 2002) e possui motilidade em
movimentos de sacarrolha (VANDAME, 1992). Essas caracteristicas fisiolégicas do ovo,
da ave e da bactéria levam a acreditar que € possivel a entrada de Campylobacter sp
para o interior de ovos.

Estudos realizados por Sahin et al. (2003) em ovos de galinhas e por Maruyama
et al. (1995) em ovos de codorna, mostraram que a viabilidade de Campylobacter jejuni
é dramaticamente diminuida quando a bactéria é inoculada dentro do albume. E
possivel que no conteldo da clara exista alguma substancia ou fator que impeca a
multiplicagdo desse microrganismo no interior dos ovos. Fatores intrinsecos presentes
nos ovos, 0s protegem de uma maneira relativamente eficaz da transmissao vertical.
Esta pode ser a explicacao da baixa freqiiéncia de contaminacao e do pequeno numero
de microrganismos encontrados em ovos. Enzimas presentes na clara como a lisozima,
avidina, proteina ovoinibidora, ovoflavoproteina e ovotransferrina possuem acéao
antimicrobiana direta ou indireta. Além disso, a clara apresenta um conteudo baixo de
ferro (aproximadamente 0,4mg/100g). Também, o pH do albume, que é de
aproximadamente 9,0, nao representa ambiente favoravel para maioria dos
microorganismos (COGAN, 2001; SGARBIERI, 1996; JAY, 2000).

Em contrapartida, houve alta percentagem de positividade em amostras de
meconio utilizando o sistema BAX®. Esse sistema, como foi anteriormente mencionado,
vem sendo utilizado com sucesso para amostras ambientais e de alimentos.
Considerando as caracteristicas do método que é indicado para amostras ambientais, é
possivel que o sistema também seja eficiente para analisar mecénio, material onde nao
h& flora bacteriana instalada e as células se encontram sob injuria pelo pH. Os lotes
positivos nesse estudo eram negativos para outras bactérias patogénicas que podem
ser transmitidas verticalmente.

A Campylobacter sp, quando estressada por condi¢cdes desfavoraveis tais como
deficiéncia nutritiva, pH ou variagdo de temperatura, pode assumir formas VNC
(MORENO et al., 2001). Estudos conduzidos por Fonseca et al. (2006) determinaram
em amostras provenientes de mecénio de 33 pintainhos, pH médio de 4,88 com valores
variando de 4,65 a 5,26, sendo 63,63% dos resultados abaixo de pH 4,9. Assim, 0 ndo
isolamento da Campylobacter sp em cultura tradicional pode ser explicado,

provavelmente, pelo fato de a bactéria nao ser cultivavel em pH abaixo de 4,9.
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A transicao da forma viavel para VNC é acompanhada de uma reducdao na
dimensao celular e uma mudanca na morfologia de bastonetes para cocos. Nao ha
evidéncias de que o decréscimo no tamanho seja devido a fissao binaria e, sim, a uma
estratégia para minimizar as exigéncias para manutencao celular. Dessa forma, a
reducdo em massa da parede pode ser resultado de atividade catabdlica (ROWE et al.,
1998).

O conhecimento da epidemiologia e, conseqlentemente, a possibiolidade de a
Campylobacter sp ser transmitida verticalmente, € essencial para ciéncia. Esse
conhecimento ird esclarecer uma duvida da comunidade cientifica mundial e, ainda,
permitir a implementacdo de formas de controle eficientes. Esse trabalho fornece um
indicio que a transmissao vertical pode acontecer em aves e estimula novos estudos
com utilizacdo de técnicas de genética molecular como o PCR direto e outras de
genotipificagdo como o sequenciamento de DNA para, definitivamente, estabelecer a
epidemiologia entre lotes de reprodutora e sua progénie.

VI) CONCLUSAO

Os resultados desse estudo demonstram negatividade de Campylobacter sp em
materiais de pintainhos de um dia pelo método de -cultura tradicional. Mas
paralelamente, apontam positividade em mecbnio de pintainhos dessa mesma idade,
pelo método de PCR automatizado BAX®, despertando a necessidade de outras
pesquisas que utilizem métodos de genética molecular para andlise da transmissao

vertical desse agente em lotes de frango.
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Anexo 1 - Perfil da curva de fus&o do controle interno para C. Jejunie C. coli.
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Anexo 2 - Perfil da curva de fusdo das positividades encontradas para C. jejuni e C. coli
o

nas amostras de mecénio e swab cloacal de galinhas

Faanpls IDI:

-in

BEIL-
Meconio 1 - Positivo



Meconio 2 - Positivo

400

Foo

100

-lo0@
T

G I

3
il'-nm::\h]]:l: IS

Meconio 3 — Positivo

1}

25

____________________________

______________________

23
o

A I

Byl I0: B

Meconio 4 -Positivo

58



5o

__________________________________________________________

e e e e e e e e [ e e e e e e e e e e e e e e e e T e e e e

e e e e e e e e e e e ] e T e e e ] e e e e e e e e e e T e e e e e

-5
T

BT

Eargple I00:

B

ia

=50
Ta

WEI: [
Eaanpds I : BIé

Meconio 6 — Positivo

150

)

-50
T

RE I

7
Saarpds IO: b

Meconio 7 - Positivo

59



60

Femmqe=———

o

150

1oo
Jn

-0

o

RE I

itvo

9 - Pos

n

onio

Mec

+an

zan

-100

RE T

Fasmlr

io VNC -

n

onio

Mec

IHEFC-C Caan pur

=50

ma
is5a
ng

5a

Galinha 1 - Positivo



61

Floe s it

Galinha 2 - Positivo
Galinha 3 - Positivo

Earropda
Fosul:

e 1 1 ] -] of . ,w : .w . .
o e e = - F o ] o o ] =) of nm: o o ] o o =E H
= . " - " um,n A R’ a1 8 = T B4, R ] ] n " g

Galinha 4 - Positivo



62

+0o

oo

200

ioo0
-lo0

1=

R I

Pl ¢ o

FosmH-

Galinha 5 — Positivo

400

200

100
-100

24

i

RE I

Pl ¢ Thom

Foeul:

Galinha 11 - Positivo



63

Anexo 3 - Perfil da curva de fusdo das negatividades encontradas para C. jejuni e C.

colinas amostras de mec6nio e swab cloacal de galinhas
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