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FATORES DE PATOGENICIDADE E POTENCIAL RISCO A SAUDE EM
Campylobacter spp. ISOLADOS DE CARCACAS DE FRANGOS

RESUMO - Este estudo avaliou a incidéncia de Campylobacter spp. em
carcacas de frangos de trés estados do Brasil, a resisténcia aos antibitticos, a
presenca de genes de viruléncia e sua transcricdo, a expressao e as
alteracdes provocadas apos inoculacdo em células Caco-2 e a relacéo
filogenética entre as espécies. Foram isoladas 94/420 Campylobacter spp.,
sendo 55 C. jejuni, 19 C. coli e 20 Campylobacter spp. Houve resisténcia a
amoxacilina (74,5%), norfloxacina (43,6%) e eritromicina (36,2%) e
sensibilidade a neomicina (97,9%) e gentamicina (95,7%), sendo C. coli a
mais resistente. Quanto aos genes de viruléncia 45/94 (47,9%) possuiam o
gene flaA, 42/94 (44,7%) pldA, 43/94 (45,7%) cadF, 42/94 (44,7%) ciaB e
37/94 (39,4%) cdtABC, com C. jejuni mais virulenta. A andlise de transcritos
incluiu as 56 cepas com genes de viruléncia, sendo 32/56 (57,1%) cepas
positivas, com maior evidéncia para C. jejuni. Das 46 C. jejuni com genes de
viruléncia, 18 (39,1%) nao transcreveram ciaB e dnaJ. Assim, 14/18 estirpes
foram inoculadas em células Caco-2, e observou-se que 2/14 (14,3%)
expressaram ciaB, e todas, dnalJ. Cinco C. jejuni, as mais virulentas,
promoveram a perda de confluéncia intercelular e causaram alteracfes nas
células Caco-2. A analise de similaridade demonstrou elevada diversidade em
C. jejuni e C. coli. Em Campylobacter spp., a proximidade genética indica que
podem pertencer a mesma espécie. Este estudo destacou os caracteres
fenotipicos e genotipicos de Campylobacter spp. e a potencial atuacdo na
patogénese da doenca em humanos, enfatizando a necessidade de controles
rigidos na producdo para garantir a saude do consumidor.

Palavras-chave: Campilobacteriose, Resisténcia, Viruléncia, Caco-2,
Patogénese.



PATHOGENIC FACTORS AND POTENTIAL HEALTH RISK IN Campylobacter
spp. ISOLATED FROM CHICKEN CARCASS

ABSTRACT — This study evaluated the incidence of Campylobacter spp.

Xi

in

chicken carcasses in three states in Brazil, antibiotic resistance, the presence

of virulence genes and their transcription, the expression and the changes

brought about after inoculation in Caco-2 cells and the phylogenetic

relationship among species. Were isolated 94/420 Campylobacter spp., bei

55 C. jejuni, 19 C. coli and 20 Campylobacter spp. There was resistance

ng
to

amoxicillin  (74.5%), norfloxacin (43.6%) and erythromycin (36.2%) and

sensitivity to neomycin (97.9%) and gentamicin (95.7%), and C. coli was the

most resistant. Regarding the virulence genes 45/94 (47.9%) had the flaA
gene, 42/94 (44.7%) plda, 43/94 (45.7%) cadF, 42/94 (44.7%) ciaB and 37/94
(39.4%) cdtABC with C. jejuni more virulent. The analysis of transcripts

included the 56 strains with virulence genes, 32/56 (57.1%) strains positive,

with stronger evidence for C. jejuni. Of the 46 C. jejuni strains with virulence
genes, 18 (39.1%) did not transcribed ciaB and dnaJ. Thus, 14/18 strains were

inoculated into Caco-2 cells, and found that 2/14 (14.3%) expressed ciaB, and

all, dnad. Five C. jejuni, the most virulents, promoted the loss of intercellu

lar

confluency and caused changes in Caco-2 cells. The similarity analysis

showed a high diversity in C. jejuni and C. coli. In Campylobacter spp., t

he

genetic proximity indicates that they may belong to the same species. This

study highlighted the phenotypic and genotypic characters of Campylobacter

spp. and potential role in pathogenesis of human disease, emphasizing the

need for tight controls on production to ensure the health of consumers.

Keywords: Campylobacteriosis, Resistance, Virulence, Caco

Pathogenesis.
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1. INTRODUCAO

A qualidade microbiolégica dos alimentos produzidos em um pais, ou
importados de outros, € um dos pilares para garantir a saude das populacdes. Surtos
de toxinfec¢des alimentares causam prejuizos diretos e indiretos, colocando em
risco a salde do consumidor e causando impacto na economia. Dentre 0s
microrganismos mais incriminados em surtos alimentares, destacam-se
representantes do género Campylobacter (EFSA, 2009; SCIENTIFIC STATUS
SUMMARY, 2004).

Campylobacter spp. é reconhecida mundialmente como a bactéria que mais
causa diarréia em humanos, sendo relatada como a mais frequente infeccéo
zoonotica (MOORE et al., 2005; EFSA, 2009). Das espécies implicadas em doencas
gastroentéricas a C. jejuni € a mais prevalente (HIRSH, 2003). Embora seja
autolimitante em adultos saudaveis, em criancas, idosos ou individuos
imunossuprimidos pode se tornar uma doenca severa requerendo terapia antibiotica.
Porém, na maioria dos casos ocorrem infec¢des individuais esporadicas (COX,
2002). Os humanos infectam-se por contato direto com animais portadores ou pela
ingestao de carne crua ou mal processada de aves, suinos e bovinos ou, ainda, pela
ingestao de leite ndo pasteurizado e agua (FDA, 2008).

A gastroenterite provocada por Campylobacter spp. em humanos é
caracterizada por diarréia abundante, dor abdominal aguda e febre. Em uma
pequena porcentagem dos casos, essa infeccdo pode levar a complicagbes
potencialmente graves (LASTOVICA, 2006), como a sindrome de Guillain-Barré
(SGB), uma perturbacdo que resulta em paralisia neuromuscular aguda. Estima-se
que cerca de uma em cada 1000 infec¢Ges por Campylobacter leva a SGB (POPE et
al., 2007; RABINSTEIN, 2007).

O Painel dos Riscos Biologicos apresentados pela EFSA (2010) revelou
elevada prevaléncia de Campylobacter spp. em lotes de frangos, com estimativa
alarmante e equivalente a oito carcacas contaminadas em cada 10 frangos
analisados na Europa. Diante desses dados, a carne de frango apresenta-se como
um importante veiculo de transmissao de campilobacteriose ao consumidor europeu.

Dados quantitativos indicam elevadas contaminagdes por Campylobacter
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spp. em carcacas de frangos, representando o risco potencial a saude dos
consumidores (VERHOEFF-BAKKENES et al., 2008). Outros trabalhos mostram que
a reducédo na contagem de Campylobacter spp. no produto final pode efetivamente
reduzir o numero de casos de campilobacteriose humana (NAUTA et al., 2009;
BRONZWAER et al., 2009).

Estudos de tipagem molecular relataram uma sobreposicdo entre gendétipos
de Campylobacter em humanos e oriundos de produtos carneos (HANNINEN et al.,
2000; WILSON et al., 2008). Além disso, a utilizacdo de marcadores de fatores de
viruléncia associados a doenca diarréica humana e as sindromes neuroldgicas e a
andlise dos perfis de resisténcia antimicrobiana tém demonstrado o grau de
patogenicidade de estirpes presentes em carcacas de frangos e, consequentemente,
0s riscos ao consumidor (ZHENG et al., 2006; HABIB et al., 2009).

A capacidade de Campylobacter estabelecer-se no trato gastrointestinal de
frangos e seres humanos é evidenciada pela existéncia de ligagédo e colonizacdo das
células na superficie intestinal (VAN DEUN et al., 2008). Os mecanismos com 0S
quais Campylobacter pode induzir a doenga séo inicialmente a aderéncia intestinal
com producdo da enterotoxina e a invasao bacteriana com proliferacdo dentro da
mucosa intestinal levando ao dano celular (HU; KOPECKO, 2000). Varios fatores de
viruléncia relacionados com a capacidade de aderir e invadir células epiteliais tém
sido identificados em estudos anteriores, como 0s encontrados em genes flaA, cadF,
ciaB, pldA e cdtABC (RIVERA-AMILL et al., 2001; HANEL et al., 2004; ZHENG et al.,
2006). Alem disso, estudos fisiolégicos indicam também a importancia da influéncia
da fase de crescimento sobre o efeito causado em células Caco-2. (GANAN et al.,
2010).

Diversos modelos tém sido usados para estudar a capacidade de
Campylobacter colonizar e invadir o trato gastrointestinal (FRIIS et al., 2005; POLY,;
GUERRY, 2008). Entre eles, as células Caco-2 sdo mais comumente usados, sendo
Uteis para imitar o comportamento de Campylobacter no intestino humano e de
frangos (HANEL et al., 2004; GILBERT; SLAVIK, 2005), a fim de se determinar o
nivel de patogenicidade de diferentes cepas.

A expressiva participacdo do Brasil no concorrido mercado externo de

produtos carneos associada aos poucos estudos desenvolvidos no pais relacionados



3

a incidéncia de Campylobacter nesses produtos leva ao questionamento na
seguranca dos alimentos e no gerenciamento do risco que representa esse
microrganismo. Isso implica na necessidade de debates junto as industrias e 6rgaos
oficiais sobre o tema, a fim de antever o problema e garantir a qualidade do produto
ofertado (EMBRAPA, 2008).

Diante disso, é importante determinar em Campylobacter spp. isoladas de
alimentos, como os de origem avicola, os niveis de resisténcia aos antimicrobianos e
a presenca e transcricdo de genes associados a viruléncia. Aliado a isso, a avaliacédo
dos danos causados em células intestinais também se caracteriza como uma
ferramenta importante para se estabelecer a patogenicidade das diferentes estirpes.
O conjunto destes resultados € de grande valia no entendimento do potencial de

viruléncia de cada cepa e da importancia destes microrganismos na saude publica.

1.1. OBJETIVOS

1.1.1. GERAL

Estimar em Campylobacter spp. isoladas de carcacas de frangos de corte, 0
risco que representam para a saude humana com base na presenca e na transcri¢cao
de genes de viruléncia, capacidade de invadir células intestinais e resisténcia aos

antimicrobianos.

1.1.2. ESPECIFICOS

- Conhecer a ocorréncia de Campylobacter jejuni, Campylobacter coli e
Campylobacter spp. em carcacas de aves disponiveis aos consumidores no Brasil;

- Determinar o perfil de resisténcia dos isolados frente aos antimicrobianos;

- ldentificar fatores de viruléncia das cepas associadas aos genes de invasao,

aderéncia e producéo de enterotoxinas utilizando a técnica de PCR,;

- Verificar a presenca de transcritos dos genes de viruléncia identificados por meio

da técnica de RT-PCR, e ap0s inoculacdo em células Caco-2;
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- Analisar in vitro as alteracdes morfolégicas causadas pelas cepas de C. jejuni em

células Caco-2;

- Investigar a similaridade genética das espécies isoladas por meio da técnica de
RAPD-PCR e correlacionar caracteres fenotipicos e genotipicos com os clusters

formados.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. CARACTERIZACAO DE Campylobacter spp.

O género Campylobacter pertence a familia Campylobacteriaceae. As
principais espécies implicadas em doengas gastroentéricas no homem séo: C. jejuni,
C. coli e C. lari. Trata-se de bacilos gram-negativos, ndo produtores de esporos,
microaerdfilos, algumas cepas séo termofilicas, possuem oxidase e catalase
positivos podendo ter catalase negativa. O formato é vibridide parecendo ser em
forma de S ou em asa de gaivota ou formato de virgula (CRUSHELL et al., 2004). A
estrutura € delgada com 0,2-0,5 pym de largura e 0,5-5 uym de comprimento
(NACHAMKIN, 1997) e pode ter mais de uma volta em torno de seu eixo chegando a
8 um (HOLT et al., 1994). Este microrganismo se locomove por meio de flagelos
podendo estar localizado na regido polar ou em ambas as extremidades
(NACHAMKIN, 1997).

As colonias de Campylobacter spp. usualmente sédo planas, com coloracéo
acinzentada ou translicidas e formato irregular, arredondadas ou convexas.
Possuem tanto aspecto de secas como de umidas. Podem apresentar brilho d’agua
ao refletir a luz ambiental. Existe uma tendéncia das colbnias apresentarem
crescimento confluente ao longo da linha de semeadura nos meio solidos. Reacdes
hemoliticas ndo sdo observadas em agar sangue (QUINN et al., 2005).

Das 17 espécies do género Campylobacter, as mais importantes associadas
a doencas transmitidas por alimentos sao C. jejuni e C. coli (CDC, 2005).
HORROCKS et al., (2008) incluem também a C. lari como agente etiolégico de
gastroenterite humana. Estas espécies constituem um grupo distinto denominado
termotolerantes, com temperatura étima de crescimento entre 42-43C (PEARSON
& HEALING, 1992) e 35-37CT (VANDAMME et al.,, 2005), mas incapazes de
multiplicar abaixo dos 30C (STANLEY & JONES, 2003).

Em cultivos de varios dias (mais de trés), as células de Campylobacter
degeneram em formas esféricas ou ovéides com perda de sua capacidade de
multiplicacdo em meios de cultura, o que torna dificil seu cultivo em laboratorio
(DEBRUYNE et al., 2008). Segundo HAZELEGER et al. (1994), quando perdem sua
capacidade de multiplicagdo em meios de cultivos inertes sado consideradas formas
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viaveis e nao cultivaveis (VNC). ROWE et al. (1998) citam que formas VNC de
Campylobacter spp. sdo induzidas pelo estresse causado pela escassez de
nutrientes no meio, dentre outros fatores, e representa uma estratégia de
sobrevivéncia do organismo no ambiente natural como, por exemplo, o ambiente
aguatico.

DEBRUYNE et al. (2008) afirmam que esta bactéria ndo fermenta ou oxida
os carboidratos, ndo produz as enzimas lipase e lecitinase, ha auséncia de formacéo
de produtos finais acidos ou neutros, ndo produz indol e acetoina ou qualquer tipo de
pigmento. A energia é obtida pelos aminoacidos ou ciclo intermediario do acido
tricarboxilico. A maioria das espécies reduz nitratos. Campylobacter spp. nao
hidrolisam gelatina, caseina, tirosina e hipurato, sendo este U(ltimo somente
hidrolisado pela C. jejuni. O teste € negativo para vermelho de metila ou o teste de
Voges-Proskauer. A oxidase é positiva para praticamente todas as cepas, com
excecdo do C. gracilis. O teste da urease também € negativo para a maioria das
espécies de Campylobacter com excecédo de algumas cepas de C. lari.

As espécies responsaveis por doencas gastroentéricas 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 spp. é inativada em temperatura de congelamento de —15°C
em 3 dias (STERN & KOTULA, 1982), contudo, o congelamento ndo elimina o
patdégeno de alimentos contaminados (LEE et al., 1998). Existem estudos indicando
gue o congelamento reduz o nimero destas bactérias presentes nas carnes cruas,
dada sua caracteristica de sensibilidade a baixas temperaturas (SILVA &
AMSTALDEN, 1997). Entretanto alguns autores constataram que n&o houve
diferenca significativa na incidéncia de C. jejuni nas amostras frescas e naquelas
submetidas a baixas temperaturas, mesmo apds enriquecimento seletivo,
comprovando que este microrganismo € capaz de sobreviver nas condicbes de
resfriamento e congelamento testadas (MAZIERO, 2007). HAZELEGER et al. (1994)
afirmam que células de Campylobacter spp. 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 6,5 a 7,5.
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Campylobacter normalmente nédo é capaz de se multiplicar em alimentos
durante o processamento ou armazenamento e sdo muito sensiveis a dessecacao.
Assim, ndo sobrevivem em superficies secas e também, ndo crescem em

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

2.2. RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

A toxicidade seletiva de agentes antimicrobianos tem assegurado a sua
utilizacdo para combater infec¢cdes, no entanto, paradoxalmente, resultou no
surgimento e difusdo da multirresisténcia de patégenos zoondticos devido ao uso
difundido de antibidticos como suplementos para a profilaxia e promocao de
crescimento na producdo avicola (RAHIMI et al., 2010). A resisténcia aos
antimicrobianos em medicina e na agricultura € reconhecida pela Organizacdo
Mundial de Saude (OMS), juntamente com varias outras autoridades como um dos
principais problemas emergentes de importancia para a saude publica (MOORE et
al., 2006).

A crescente atencado internacional para o risco do uso de antibiéticos na
producdo animal ajudou a impulsionar o desenvolvimento de sistemas de vigilancia
(ZHAO et al., 2006). Nos Estados Unidos, o Sistema Nacional de Monitoramento da
Resisténcia Antimicrobiana (NARMS) monitora a resisténcia antimicrobiana de
patdgenos de origem alimentar e identifica a origem e magnitude do seu potencial de
multirresisténcia (ZHAO et al., 2010).

Embora a maioria das infeccbes por Campylobacter geralmente ser
autolimitantes e tratada com reposicéo de liquido, a terapia antimicrobiana pode ser
essencial para pacientes com infec¢des sistémicas severas ou prolongadas e para
controle de infeccdes em grupos de alto risco (LUANGTONGKUM et al., 2009).
Como Campylobacter spp. € considerado um patdégeno zoonatico, a resisténcia aos
antimicrobianos entre isolados no reservatorio animal tem graves implicacdes para o
tratamento de campilobacteriose em seres humanos (MOORE et al., 2006).

Macrolideos e fluorquinolonas sdo os antimicrobianos de escolha quando a
intervencdo terapéutica € justificada em humanos (MOORE et al.,, 2005). As

tetraciclinas tém sido sugeridas como uma escolha alternativa no tratamento de



campilobacterioses clinica (AERESTRUP & ENGBERG, 2001).

O desenvolvimento de resisténcia aos macrolideos e fluorquinolonas é
particularmente preocupante uma vez que o uso destes antimicrobianos é defendido
como terapia de primeira e de segunda linha para o tratamento de infeccbes de
Campylobacter. Uma vez que a campilobacteriose € transmitida pelo consumo de
alimentos, o papel do uso indiscriminado desses antibioticos nas diferentes etapas
da cadeia produtiva de frangos pode promover a disseminacao de cepas resistentes.
Vérios relatérios em todo o mundo associam infecgcbes por Campylobacter
resistentes a fluorquinolonas com a aprovacdo do uso desse antimicrobiano na
producdo de aves (ENGBERG et al., 2001; GE et al.,, 2003; GUPTA et al., 2004,
KINANA et al., 2006; SERICHANTALERGS et al., 2007). Para combater o
surgimento de cepas resistentes a fluorquinolonas nos Estados Unidos, a Food and
Drug Administration retirou a aprovacdo para o uso de fluorquinolonas em aves
desde 2005 (ZHAO et al., 2010).

De uma forma geral, os resultados de resisténcia precisam ser melhor
investigados. A prevaléncia crescente da resisténcia de Campylobacter as
quinolonas pode ameacar 0 uso no futuro deste grupo de drogas na terapéutica
devido a sua indiscriminada utilizacdo. A resisténcia de cepas de C. jejuni as
diversas drogas tem se apresentado como um problema de saude publica no mundo
todo, fato este demonstrado por TAREMI et al. (2006), HAN et al. (2007) e
SANCHEZ et al. (1994) e uma constante preocupacdo da World Health Organization
(WHO).

A maioria das infec¢bes clinicas por Campylobacter resultam em uma
doenca auto-limitada. Casos mais graves, tais como a doenca invasiva em pessoas
imunodeprimidas, sdao menos comuns. Porém, estudos epidemioldgicos tém
examinado o impacto clinico da resisténcia aos antibiéticos em infeccbes por
Campylobacter. Um estudo desenvolvido em Minnesota, em 1997, demonstrou que
pacientes com C. jejuni quinolona-resistentes tiveram uma duracdo média de diarréia
de 10 dias, em comparacdo com pacientes com cepas sensiveis que tiveram
duracéo de sete dias (SMITH et al., 1999).

KOROLIK et al. (1996) estudaram 88 cepas isoladas de frangos (79 C. jejuni
e 9 C. coli). Dessas, 31% C. jejuni e 22% de C. coli eram resistentes a eritromicina e
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10% de C. jejuni e 33% de C. coli eram resistentes a doxiciclina. Nenhum isolado foi
resistente a enrofloxacina. Em outro estudo, 216 estirpes (142 C. jejuni, 74 C. coli)
foram isoladas de amostras de frango isoladas de trés lotes diferentes (BARTON &
WILKINS, 2001). Houve diferencas significativas nas taxas de resisténcia entre 0s
trés lotes, provavelmente refletindo diferencas nas praticas de uso de antibioticos. A
resisténcia a ampicilina em C. jejuni variou entre 50% e 61%, a lincomicina e tilosina
de 4% a 28%, a tetraciclina de 15% a 37%, a eritromicina de 0% a 11%. A resisténcia
a neomicina e a gentamicina foi insignificante e um isolado foi resistente a
ciprofloxacina. No caso de C. coli, a resisténcia a ampicilina foi de cerca de 35%
para os trés lotes, a tetraciclina variou de 16% a 36%, a lincomicina de 4% a 30%, a
eritromicina de 0% a 17% e a tilosina de 1% a 17%. A resisténcia a neomicina e a
gentamicina foi insignificante e dois isolados de um dos lotes foram resistentes a
ciprofloxacina.

O uso de técnicas moleculares oferece um meio alternativo para a deteccao
de resisténcia aos antimicrobianos entre isolados, porém, isso depende de um
conhecimento prévio da base genética para essa resisténcia (ZIRNSTEIN et al.,
1999). Uma das vantagens da utilizagdo desses métodos inclui a possibilidade de
deteccédo direta de uma amostra sem a cultura do microrganismo (COCKERILL lll,
1999). Todavia, essas técnicas ndo podem detectar a presenca de um novo
mecanismo de resisténcia inesperado (NACHAMKIN et al., 2000), nem medir a
resisténcia separadamente para cada um dos agentes antimicrobianos. Por estas
razdes, € mais benéfico combinar métodos fenotipicos e genotipicos para os testes
de susceptibilidade (MOORE et al., 2006).

2.3. FATORES DE VIRULENCIA

A caracterizacao genética de Campylobacter aliada a tipagem molecular tem
fornecido importantes informacdes a respeito das fontes de contaminacéo, fato este
que contribui na aplicacdo de medidas de controle (COLLES et al., 2008; HUNTER
et al.,, 2009). Além disso, essas informacdes genéticas sdo importantes na
determinacdo das habilidades de gendtipos especificos para colonizar, causar a

doenca e sobreviver em condi¢des adversas (HUNTER et al., 2009).
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Os trés principais mecanismos de producdo de doencas das espécies de
Campylobacter spp. que causam gastroenterite sdo: adesao, invasao e producao de
toxinas (BABAKRANI & JONES, 1993).

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

Havendo sucesso da fixagéo e internalizacdo, Campylobacter spp. coloniza
as células epiteliais por alguns mecanismos que incluem: invasdo (RUSSEL et al.,
1993), producéo 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 spp. pode evitar o ataque pelos fagdcitos
e entrar no sistema circulatério em pacientes imunodeprimidos (WALLIS, 1994). O
ataque pelos fagocitos pode envolver fagocitose, liberacdo de reagdes intermediarias
e liberacéo de citotoxinas (JONES et al., 1999).

Campylobacter spp. ndo possui fimbrias, porém, foi demonstrado que o
flagelo e o lipopolissacarideo (LPS) atuam como adesinas, que permitem a adesao
da bactéria a célula epitelial e ao muco intestinal. A forma curva-espiralada e o
movimento tipico em “saca-rolha” da Campylobacter jejuni, assim como, a atracao
quimiotatica que o muco intestinal exerce sobre a bactéria, facilitam o contato desta
com o epitélio do intestino. A adesdo pode ser inibida experimentalmente por
anticorpos especificos antiflagelos (FERNANDEZ, 2002).

A habilidade de invasao parece ser cepa dependente e cepas isoladas do
ambiente sdo muito menos invasivas em células HelLa que cepas isoladas de
pessoas ou animais (EVEREST et al., 1993).

Vérios estudos tém revelado que tanto a adesdo quanto a invasao de
Campylobacter na porcéo intestinal sdo dependentes de multiplos fatores (FRIIS et
al., 2005; GILBERT, SLAVIK, 2005; HANEL et al., 2004; VAN DEUN et al., 2008),



11

gue envolvem a motilidade, a quimiotaxia, a colonizacdo, a aquisicéo de ferro e a
formacdo de toxinas (KETLEY, 1997, WASSENAAR; BLASER, 1999). Dados de
sequenciamento genbmico de varias estirpes revelaram que Campylobacter néo
possui mecanismos homaologos aos classicos encontrados em bactérias entéricas,
como: os de enterotoxinas, adesinas, invasinas e sistemas de secrecdo de proteinas
do tipo Il (HU & KOPECKO, 2008). No entanto, varios fatores de viruléncia foram
identificados, como genes associados a aderéncia e a invasdao (HU & KOPECKO,
2008; HANEL et al., 2004; ZHENG et al., 2006), além de diferencas na capacidade
de aderéncia e de invasédo nas diferentes fases de crescimento (GANAN et al.,
2010).

Os genes flaA, ciaB, cadF e pldA sao classificados como referéncia no
estudo dos mecanismos de patogenicidade de Campylobacter HANEL et al., 2004;
ZHENG et al., 2006). Esses genes codificam proteinas envolvidas na adesdo e na
capacidade invasiva de Campylobacter jejuni e podem, portanto, ser considerados
como possiveis fatores de viruléncia desta espécie. O gene flaA, que codifica
flagelina, é necessario para a adesao e invasdo de Campylobacter jejuni nas células
epiteliais (WASSENAAR et al., 1991). O gene ciaB codifica uma proteina envolvida
na invasdo celular (RIVERA-AMILL et al.,, 2001), enquanto cadF codifica uma
proteina que interage com a fibronectina da matriz extracelular do hospedeiro,
participando da colonizacdo da superficie celular (MONTEVILLE et al., 2003). O
gene pldA esta relacionado a invasao celular e codifica uma proteina envolvida na
sintese de fosfolipase da membrana externa (ZIPRIN et al., 2001). Varios estudos
relataram a presenca desses genes em cepas de Campylobacter jejuni isoladas de
humanos independentemente da origem e da capacidade de adesao e invasao em
células Caco-2 (GANAN et al., 2010; ZHENG et al., 2006).

Além desses, a toxina citoletal distensiva tem sido relacionada a patogénese
de Campylobacter jejuni em infeccbes humanas e animais (DATTA et al., 2003). Esta
toxina afeta as camadas das células epiteliais, causando progressiva distenséao e
morte em varias linhagens celulares pelo acumulo intracelular de adenosina mono-
fosfato ciclica (CAMP) (MARTINEZ et al., 2006).

Apesar disso, 0 processo de colonizagdo, viruléncia e citotoxidade nédo é

totalmente compreendido, ja que esta relacionado com um esforco conjunto de
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varios genes sendo expressos por uma complexa rede de genes altamente
reguladas (ATACK & KELLY, 2009). Portanto, cuidado deve ser tomado quando se
inferir as habilidades de viruléncia e colonizacdo de Campylobacter spp. baseadas
na deteccao pela reacdo da polimerase em cadeia (PCR) (HANNING et al., 2010).

A PCR é o método mais conveniente para a determinacéo de prevaléncia de
genes de viruléncia, mas a variagao evolutiva dos genes, as mutacdes no local de
ligacdo dos primers, bem como a utilizac&o de iniciadores de PCR diferentes, podem
contribuir para gerar resultados diferentes a partir de diversos estudos (RIPABELLI et
al., 2010).

Além disso, o fendtipo de uma estirpe nédo pode ser inferido apenas pela
presenca ou auséncia de um gene, jA que 0s niveis de expressao podem variar
muito de estirpe para estirpe incluindo fatores importantes, tais como viruléncia e
colonizacéo (PICKETT et al., 1996; GILBERT e SLAVIK, 2004; DEUN et al., 2007).

A capacidade de um microrganismo causar doenca € denominada
patogenicidade. A diferenca entre microrganismos patogénicos e ndo patogénicos &
gue os primeiros expressam genes que codificam fatores de viruléncia responsaveis
por colonizar e desencadear eventos que alteram a fisiologia do hospedeiro
aparecendo assim, a doenca (BONITA et al., 2010).

A presenca dos transcritos do gene dnad indica que a cepa codifica uma
proteina do choque térmico, que permite a bactéria crescimento em temperatura
superiores a 40C e seja termotolerante (KONKEL et al., 1998). A presenca dos
transcritos do gene ciaB é importante jA que a secrecdo da proteina ciaB € de
grande relevancia para invasao tanto em células epiteliais como na mucosa intestinal
(KONKEL et al., 1999; ZIPRIN et al., 2001).

2.4. INVASIVIDADE EM CELULAS Caco-2

A linhagem de células Caco-2 corresponde a um adenocarcinoma de colon
humano que tem sido bem caracterizada para utilizacdo como um sistema modelo
para o transporte do epitélio intestinal. Essas células desenvolvem morfologia
enterocitica ap0s seis dias de cultura, caracterizada pela formac¢do de uma borda em

escova contendo numerosas microvilosidades e a presenca de oclusédo na superficie
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apical. Uma monocamada de células colunares, totalmente diferenciadas, €
observada entre o0 16° e 22° dia de cultura (HIDALGO et al., 1989).

C. jejuni sdo capazes de invadir o trato gastrointestinal e danificar grande
parte das células epiteliais colunares do célon em condigbes in vivo (RUSSELL et
al., 1993). As células invadidas ficam inchadas e arredondadas, indicando mudancgas
na regulagcédo do transporte de ions, provavelmente devido & producdo de citotoxina
ou enterotoxina e hemolisina. Os resultados das biopsias intestinais em humanos e
modelos animais experimentais mostram invasao similar, caracteristica de C. jejuni,
resultando em necrose do epitélio e infiltracdo de neutréfilos e mondcitos (BLACK et
al., 1988; RUSSELL et al., 1989). Esses modelos experimentais tém sido muito Uteis
na definicdo da natureza das interacdes patdgeno-hospedeiro durante a infeccao
bacteriana (FRIIS et al., 2005).

Estudos sobre interacbes patdgeno-hospedeiro in vitro geralmente usam as
culturas de origem epitelial que ndo sédo polarizadas. Em contrapartida, o epitélio da
mucosa € altamente polarizado com membranas apicais e membrana basolateral de
interface com as células da lamina préopria. As membranas apicais e basolateral
também sdo bioquimicamente distintas no que diz respeito as func¢des de transporte
e localizacdo celular de componentes de superficie, como os receptores like-tool
(BACKHED & HORNEF, 2003; GEWIRTZ et al., 2001; MOSTOV et al., 2000). Assim,
o uso de modelos de células polarizadas, como as Caco-2, é essencial para estudar
os efeitos sobre a permeabilidade microbiana da membrana celular, 0s mecanismos
transcitose e a invaséo celular (MCCORMICK, 2003), o que facilita a comparagao
das caracteristicas de invasédo de diferentes estirpes de Campylobacter e mutantes
(FRIIS et al., 2005).

2.5. MANIFESTACOES CLINICAS

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (WHO, 2000), Campylobacter
pode provocar uma série de doencas no homem, como gastroenterite, sepse, aborto,
meningite, abscessos e complicacfes como a Sindrome de Guillain-Barré.

O principal sintoma da campilobacteriose € uma diarréia liquida, com muco,

contendo sangue (geralmente oculto) e leucdcitos fecais. Outros sintomas sao:
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febre, dor abdominal, ndusea, dor de cabeca e dores musculares. A maior parte das
infecgbes s@o autolimitantes e ndo necessita de tratamento com antibiotico (WHO,
2000). Casos fatais sé@o raros em individuos saudaveis, mas costumam ocorrer em
pacientes com sistema imunolégico comprometido como aqueles acometidos com
cancer, ou outras doencas debilitantes (MOORE et al., 2005).

A SGB é uma paralisia aguda ascendente, simétrica, levando a uma paresia
flacida, que ocorre aproximadamente 30 vezes em cada 100.000 casos de
campilobacteriose e a taxa de letalidade aproxima-se de 10% (NACHANKIN et al.,
1998; McCARTHY & GIESECKE, 2001). Segundo KUITWAARD et al. (2008) a SGB
€ uma poliradiculoneurite aguda que conduz a uma paresia flacida e ainda uma
doenca heterogénea na qual aproximadamente dois tercos dos pacientes relatam
uma infeccéo precedente, como diarréia ou uma infeccao do trato respiratorio.

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

Segundo REINA (1993), estudos epidemiol6gicos comprovaram a existéncia
de cepas de Campylobacter com graus distintos de patogenicidade e diferentes
respostas do hospedeiro a infeccdo. Muitas cepas podem invadir as células
epiteliais, provocando reacfes inflamatdrias (infiltrados) na lamina propria e
abscessos nas criptas intestinais com aparecimento de leucécitos e eritrocitos nas
fezes. Podem atravessar a mucosa e proliferar na lamina prépria e ganglios
(infeccdes extra-intestinais) sendo que na maioria dos casos a a¢ao inibitéria do soro
impede bacteremias.

Campylobacter jejuni tem sido isolada das fezes de pacientes humanos com
quadros agudos de diarréia, e também contribui com aparecimento de uma pos-
infeccdo traumatica que evolui para uma neuropatia imunomediada como a SGB,
entre outras (LAMHONWAH et al., 2005). MARIDOR et al. (2008) descreve este
microrganismo como importante agente de gastroenterites em humanos. Criangas
menores de cinco anos e adultos jovens entre 15 e 29 anos sdo mais afetados
(WHO, 2000; FRIEDMAN et al., 2004; SILVA et al., 2007). FRIEDMAN et al. (2004)
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ressaltam também que os individuos com imunossupressdo podem desenvolver

sintomas severos e prolongados da doenca.

2.6. EPIDEMIOLOGIA

2.6.1. Campylobacter jejuni em carcacas de frangos

O consumo de alimentos de origem animal contaminados € a principal fonte
de doencas gastrointestinais em humanos. 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 hospitaliza¢des e 5.200 mortes (FDA, 2002).

Na Europa, a prevaléncia de Campylobacter spp. foi de 75,8%, o que significa
que em meédia cerca de oito de cada 10 carcacas de frangos de corte estavam
contaminadas. A nivel de espécie, as mais prevalentes foram C. jejuni e C. coli, com
51,0% e 35,5%, respectivamente. A proporcdo de amostras consideradas negativas
quantitativamente, ou seja, abaixo do limiar de 10 UFC/g, variaram de 3,8% para
98,6% entre os paises europeus, enquanto a propor¢cdo de amostras com contagens
muito altas, acima de 10.000 UFC/g variaram de 0% a 31,9% (EFSA, 2010).

No Brasil, os poucos estudos presentes demonstram elevada prevaléncia de
Campylobacter sp. AQUINO et al. (2002) isolaram C. jejuni e C. coli em 60% das
amostras de carcaca de frango analisadas e KUANA et al. (2008), em 99% das
carcacas estudadas. FRANCHI et al. (2007) avaliaram 335 amostras de carcacas de
frangos, agua e equipamentos de diferentes pontos da linha de abate, e encontraram
positividade em 71,3% das amostras.

C. jejuni e C. coli séo reconhecidas como os primeiros agentes de diarréia nos
paises industrializados e segundo ou terceiro nos subdesenvolvidos, sendo sua
transmissao principalmente associada ao consumo de alimentos de origem animal
(FERNANDEZ et al., 2005). A relevancia aplicada nesse contexto esta relacionada a
prevaléncia de Campylobacter spp. no trato gastrointestinal de frangos e suas
carcacas (JORGENSEN et al., 2002), cuja frequéncia e os niveis de contaminacdo
tém sido correlacionados com casos de gastroenterites em humanos (KRAMER et

al., 2000). Esta correlagédo decorre da colonizacdo de Campylobacter de forma
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assintomatica nesses animais, sendo esta a origem mais importante de
contaminacgao das carcagas (BUHR et al., 2002).

As elevadas taxas de isolamento de Campylobacter spp. em carne de
frangos caracterizam este alimento como uma importante fonte de infeccdo aos
humanos (HUMPHREY et al., 2007). Segundo ABU-RUWAIDA (1994), os niveis de
contaminacgao por Campylobacter em carcacas de frango variam durante o processo
industrial de abate e os maiores niveis sdo detectados durante a escaldagem e
retirada das penas, nao se alterando apos a eviscera¢ao. Este mesmo autor relatou
gue o numero de carcacas contaminadas por Campylobacter spp. aumentou durante
a escaldagem (1,5 log10), o que indica possivel contaminacdo cruzada nesta etapa.
A aspersdo de agua subsequente reduziu as contagens de Campylobacter em 1,0
log10, contudo, altas contagens foram encontradas nas carcagas ou produtos finais,
representando risco para a saude dos consumidores.

Quando um lote de frangos abatidos contaminados por Campylobacter entra
na planta processadora, é provavel que uma grande quantidade do agente ja esteja
aderida, ou seja, transferida para a pele durante a retirada das penas. Entretanto, a
probabilidade de as células de Campylobacter sobreviverem a uma temperatura de
58T por dois minutos € questionavel. Os autores sugeriram que 0 aumento de
Campylobacter na pele do peito do frango ocorre no momento da retiradas das
penas, em virtude da eliminacdo das bactérias pela cloaca, a qual € facilitada pela
insensibilizacao elétrica das aves (BERRANG et al., 2010).

De acordo com YANG et al. (2001), as carcacas e os produtos de aves sao
freqientemente veiculos de Campylobacter, sendo que a incidéncia em carcacas é
afetada principalmente pelas condi¢bes do processo da escalda e do chiller. Nesse
sentido, WEMPE et al. (1983) isolaram C. jejuni em 94,4% das amostras de agua na
escalda e na depenadeira, onde a contaminagdo cruzada ocorreu também pelos
dedos de borracha, passando o agente de ave para ave. A despeito disso, esses
mesmos autores reforcam que os processos da escaldagem e depenagem podem
remover o microrganismo e reduzir seu nimero nas partes comestiveis do frango.

A reducao da colonizacdo de Campylobacter em lotes de frangos de corte
de suma importdncia para a qualidade microbiolégica da carcaca fresca ou

refrigerada para consumo (HALD et al.,, 2000). Ha a necessidade de medidas
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especificas de controle, tanto na granja como na inddstria, para se obter uma maior
reducdo da contaminacao nas carcacas por Campylobacter (STERN, 2001).

WEMPE et al. (1983) obtiveram resultados que variaram entre 0% a 100%
de colonizagdo por Campylobacter em conteddo cecal, indicando que h& um
consideravel grau de variabilidade entre os lotes abatidos. WHYTE et al. (2001)
demonstraram a necessidade de segregacdo fisica entre a area suja e limpa dentro
de plantas de abate. Os autores encontraram Campylobacter em amostras de ar
numa freqiéncia que variou de 46,7% a 70% na area de escalda e depenadeira e
6,7% a 70% nas areas de evisceracao.

Uma avaliacdo de carcacas procedentes de lotes monitorados na granja um
dia antes do abate comparou os resultados obtidos em 1995 e 2001, obtendo
contagens de Campylobacter menores nas coletas de 2001, o que foi atribuido a
implantagdo na industria do Sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos de
Controle (APPCC/HACCP) (STERN & RO BACH, 2003). Citam-se o aumento do
volume de &gua utilizado por carcaca (de 20 L para 36 L) e a imersdo no chiller
contendo 40 a 50 ppm de cloro, o que em 1995 ndo era praticado. O beneficio
dessas intervengbes no processamento das aves foi associado aos dados de
reducdo de casos de campilobacteriose em humanos, encontrados pelo Centers for
Disease Control (CDC), nos EUA (ALTEKRUSE et al., 1999).

MODOLO et al. (2005) pesquisaram a presenca de Campylobacter spp. em
carcacas de frangos comercializadas nas regides central e periférica de Botucatu —
S&o Paulo, Brasil. Os autores encontraram 72% de positividade nas amostras
coletadas em estabelecimentos de regides centrais daquela cidade. Nas regides
periféricas, o indice foi de 22%. As propor¢cdes de isolamento nas carcacas foram
respectivamente 38% e 12,5% nas regides centrais e periféricas. Também no Brasil,
AQUINO et al. (2002) pesquisaram a presenca de Campylobacter spp. em carcacas
de frango e a frequiéncia de isolamento foi 60% (37/62), sendo as prevaléncias de C.

jejuni e C. coli praticamente iguais (aproximadamente 30% cada).

2.6.2. Saude Publica

Em paises desenvolvidos, Campylobacter spp. é reconhecida como a causa
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mais comum de diarréia em humanos (MALAKAUSKAS et al., 2005; EFSA, 2009).
Segundo MALAKAUSKAS et al. (2005), na Dinamarca, o niumero de casos mais que
quadruplicou nos ultimos anos com registros de 82 casos de infeccdo por 100.000
habitantes em 2002, e a mesma tendéncia € observada em outros paises
industrializados. C. jejuni € responsavel por 80-90% das infeccbes em humanos,
enquanto C. coli € observada em 7% e C. lari, C. hyointestinalis e C. upsaliensis
somente em 1% dos casos humanos (NESBAKKEN et al., 2003). Porcentagens de
90% para C. jejuni e 10% de C. coli como agentes etioldégicos sao relatadas por
GILLESPIE et al. (2002).

A infeccdo por Campylobacter causadoras de gastroenterite acontece por
via oral e por contato com animais infectados (KAPPERUD et al., 2003). Séo
considerados fontes de infeccédo para o ser humano, o contato direto com animais
portadores e o consumo de agua e alimentos de origem animal contaminados,
principalmente a ingestdo de carnes cruas ou mal processadas de aves, suinos e
bovinos, e de leite ndo pasteurizado (MARIDOR et al., 2008). A dose infectante &
baixa, estimando-se que a ingestdo de 400-500 células possa provocar a doenca
(ANON, 1993). Em humanos a doenca provocada por Campylobacter € chamada
campilobacteriose e possui periodo de incubacéo de dois a cinco dias, com duracdo
de sete a 10 dias (ANON, 1993).

REIERSEN et al. (2002) citam que na Islandia, a incidéncia de
Campylobacter spp. em humanos atingiu propor¢gdes epidémicas entre junho de
1998 e margo de 2000. Entre 1990 a 1995, a incidéncia foi de 14,6 casos/100.000
individuos/ano. A partir de 1996, os casos comecaram a aumentar chegando a 157
cas0s/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 legislacdo 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.

O indice de infeccdo em humanos por Campylobacter spp. nos Estados

Unidos, é estimado em 2,1 e 2,4 milhdes de pessoas por ano, com a infeccao



19

relacionada principalmente, a ingestédo de carne de frango (MEAD, 1995). Segundo o
CDC (2012), naquele pais, Campylobacter € a maior causa de diarréia bacteriana,
com um milhdo de casos documentados anualmente ocorrendo como eventos

isolados, na sua maioria, e esporadicos.

Em 2007, a campilobacteriose foi a doenga zoonoética mais frequente
relatada em humanos na Unido Européia com 200.507 casos confirmados, sendo
gque a maioria dos paises europeus apontam ainda, aumento nestes numeros
(EFSA, 2009).

Ha uma resisténcia a infeccdo por Campylobacter spp. em grupos de
individuos com habitos alimentares de alto risco, que se expbem ao agente varias
vezes, COmo 0 que ocorre em paises em desenvolvimento. Nestas condicfes, em
que as oportunidades de infeccdo e reinfeccdo sdo maiores, ha altos titulos de
imunoglobulinas anti-Campylobacter em individuos portadores e nédo portadores
(BLASER et al., 1987).

Em um estudo realizado no Egito, um pais endémico para a
campilobacteriose, onde 0s moradores sdo repetidamente expostos, foram
encontradas altas taxas de diarréia e grande producdo de anticorpos contra Varios
sorotipos de Campylobacter nos pacientes, principalmente em criancas (WIERZBA
et al., 2008).

O intestino de mamiferos e aves domeésticas ou silvestres € caracterizado
como o0 maior reservatorio de Campylobacter spp. Porém, é dificil associar este
agente como causa de enfermidade diarréica em animais, ja que se encontram
também altas taxas de isolamento em animais clinicamente sadios (MALBRAN,
2001).

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 seis 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

reservatoérios nao identificados estao envolvidos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Desenho do estudo

Foram realizadas 21 coletas de carcacas de frangos resfriadas e
congeladas nos periodos de junho de 2011 a fevereiro de 2012. Em cada coleta
foram amostrados 20 animais criados e abatidos em trés regides distintas,
correspondentes aos estados de Minas Gerais, Distrito Federal e Goias, totalizando
420 amostras. As amostras foram adquiridas de frigorificos sob inspecéo federal
cujos produtos sao comercializados em todo territorio brasileiro, tanto para o
consumidor final quanto para empresas, na forma de produtos institucionais. A carne
produzida também é exportada para paises como Arabia Saudita, China, Emirados
Arabes e Malasia, além da Africa do Sul e Oriente Médio.

Todas as amostras foram identificadas quanto a data, local de isolamento e
condicdo da amostra (resfriada ou congelada). Nas amostras que possuiam colbénias
tipicas confirmadas no método de coloracdo de Gram foram identificadas as
espécies C. jejuni e C. coli por PCR-multiplex. Ambas as espécies, assim como as
identificadas somente como Campylobacter spp. foram comparados quanto a
similaridade por meio da técnica de RAPD-PCR e verificada sua sensibilidade aos
antimicrobianos pelo teste de difusdo em discos.Todas as estirpes foram avaliadas
quanto a presenca de genes de viruléncia.

Em C. jejuni e C. coli que possuiam genes de viruléncia foi verificada a
expressdo de transcritos associados a viruléncia. A transcricdo dos genes de
viruléncia foi verificada por meio da RT-PCR (reverse transcription-polymerase chain
reaction).

Por fim, foram selecionadas estipes de C. jejuni que possuiam genes de
viruléncia, mas ndo expressaram na RT-PCR, para inoculagdo em células intestinais
de origem humana (Caco-2) para verificar a possivel capacidade de transcricao.
Além disso, as cepas que apresentaram o0 maior somatério de fatores de
patogenicidade foram testadas quanto a capacidade de promover alteracfes
morfoldgicas, como a perda de confluéncia e a distenséo das células Caco-2.
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3.2. Processamento das amostras e isolamento de ~ Campylobacter spp.

O processamento das amostras foi conduzido no Laboratério de
Epidemiologia Molecular da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade
Federal de Uberlandia. Todos os procedimentos foram conduzidos em paralelo com
cepas controle de Campylobacter jejuni (ATCC 33291; IAL 2383; NCTC 11351), e de
C. coli (ATCC 43478).

As carcacas amostradas foram selecionadas aleatoriamente e recolhidas
manualmente usando luvas de latex. As carcagas inteiras foram colocadas
individualmente em sacos de plastico estéreis contendo 400 mL de agua peptonada
0,1% (Difco®) estéril. Aplés, as amostras foram submetidas a um processo de
agitamento e massageamento durante 60 segundos, sendo a massagem mais
vigorosa no pescoco, axila, peito e virilha do animal. Apés a retirada das carcacas, 0
produto das lavagens foi acondicionado em caixas de isopor e transportado ao
laboratorio para posterior processamento.

Para isolamento de Campylobacter spp. foi utilizado o protocolo descrito na
ISO 10272-1:2006, com modificagdes no pré-enriquecimento.

De cada amostra (produto da lavagem da carcaga em agua peptonada) foi
pipetado um volume de 30 mL e adicionado a 30 mL de caldo Bolton (Oxoid ®) em
dupla concentracdo suplementado com 5% de sangue eqiino hemolisado e mistura
antibiotica (10,0mg de cefoperazona, 10,0mg de vancomicina, 10,0mg de
trimetoprim e 25,0mg de cicloheximida). Ap6s incubagdo em atmosfera de
microaerofilia (5% a 15% de oxigénio e 10% de gas carbbnico) (Probac do Brasil®) a
37°C por 44 horas * 4 horas, as amostras foram semeadas em agar Campylobacter
Blood-Free Selective Medium (Modified CCDA- Preston) (Oxoid®) adicionado do seu
suplemento antibiético (16mg de cefoperazona e 32mg de anfotericina B) (Oxoid ®).

Para reduzir a contaminacao, as placas foram encobertas por membrana
filtrante de celulose com poros de 0,45um (Millipore®) e sobre ela foi pipetada uma
aliquota de 300uL da amostra pré-enriquecida. As placas ficaram em repouso por 30
minutos ou até que todo conteddo da membrana fosse filtrado. ApOs a retirada da
membrana as placas foram incubadas a 37° C por 44 horas *= 4 horas em atmosfera

microaerofilia (Figura 1).
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Colbnias com morfologia suspeita de pertencerem ao género
Campylobacter foram subcultivadas para isolamento e confirmadas por coloracao de

Gram modificada (uso da carboxifuccina substituindo a safranina).

Figura 1. Processamento das amostras nas placas. 1la- Membrana filtrante na placa de CCDA. 1b-

Amostra sendo filtrada. 1c- Crescimento de colbnias tipicas de Campylobacter spp. apds incubacao.
3.3. Identificagdo de Campylobacter jejuni e C. coli

A identificacdo genotipica das espécies C. jejuni e C.coli foi realizada por
PCR multiplex.

Para a extracdo do DNA e a realizacdo do PCR foi utilizado o kit DuPont™
PCR Reagent, que contém reagentes para extracdo do DNA (tampéo fosfato e
protease) e para a amplificagcdo da seqiéncia alvo do DNA (microtubos contendo
tabletes com o MgCl,, DNTPs e Tag-DNA polimerase) utilizados para qualquer
reacdo de PCR. Os procedimentos foram realizados de acordo as orientacbes do
fabricante.

Apés o isolamento das cepas, retirou-se dez coldnias de cada amostra e
estas foram colocadas em tubos contendo 2mL de solucdo de NaCl 0,85% (Synth®).
Apds homogeneizacdo em vortex (Phoenix®) por dois minutos, uma aliquota de 5uL
da amostra foi transferida para microtubos (Bioexpress, USA), adicionado 200uL de
solucdo de protease em tampao fosfato (DuPont™ PCR Reagent) e a mistura foi
aguecida a 37°C por 20 minutos. Posteriormente, a mistura foi aquecida a 95°C por
10 minutos em termociclador (Eppendorff®) transferida para bloco de resfriamento
(2°C a 8°C) durante 5 minutos, para obtencdo do DNA.

O preparo da reacdo PCR constou de 19uL do tamp&o fosfato (DuPont™
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PCR Reagent); 20 picomoles do primer C1 e C4 (Invitrogen®) e 40 picomoles de
pg3 e pg50 (Invitrogen®) (Tabela 1) e 25uL do DNA foram transferidos para os tubos
de PCR contendo dNTPs, a Tag-DNA polimerase e demais reagentes necessarios
para a PCR (DuPont™ PCR Reagent).

Tabela 1: Primers utilizados na identificacéo de C. jejuni e C. coli.

Gene Primers Sequéncia5 > 3’ Peso molecular (pb) Referéncia
460 (C. jejuni e C. coli)
pg 50 ATGGGATTTCGTATTAAC (1997)
I C1 CAAATAAAGTTAGAGGTAGAATGT o Harmon et al.
160 (C. jejuni)
C4 GGATAAGCACTAGCTAGCTGAT (1997)

I: indeterminado.

Os tubos foram transferidos para o termociclador (Eppendorf®) para
amplificacdo, obedecendo aos seguintes ciclos: 1 ciclo inicial de desnaturacdo a
94°C por 4 minutos; 25 ciclos de amplificacdo, constituidos de 3 etapas:
desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 47°C por 1 minuto e extensdo a
72°C por 1 minuto; completando com mais 1 ciclo de extens&o final a 72°C por 7
minutos (HARMON et al., 1997).

Os produtos amplificados (8uL) foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, utilizando o tampéo de corrida TBE 0,5x (Invitrogen®) e como
padrdo de peso molecular o marcador de 100pb (Invitrogen®). Os géis de agarose
(Afllymetrix®) foram corados pela solucdo de SYBR® Safe DNA gel stain
(Invitrogen®) e visualizados sob luz UV, no transiluminador (Loccus Biotecnologia)
apos 90 minutos de corrida do gel a 100W de poténcia , 100V de voltagem e 100A
de corrente elétrica.

Em paralelo a prova genotipica, foi realizada a confirmacgéo fenotipica de
Campylobacter jejuni por meio da prova da hidrélise do hipurato de sédio (SILVA et
al., 2007). Uma alcada com inéculo pesado da cultura foi adicionada a 0,4 mL de
solucéo de hipurato de sodio (Inlab®) e a mistura incubada a 37<C por 4 horas em
estufa e depois adicionada de 0,2 mL de solugcdo de ninidrina (Nuclear®). Apos

reincubacao por 10 minutos foi realizada a leitura. C. jejuni € capaz de hidrolisar o
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hipurato.

3.4. Identificacdo de Campylobacter spp.

As cepas isoladas que ndo foram identificadas como C. jejuni ou C. coli
foram submetidas a PCR a fim de confirmar se pertenciam ao género Campylobacter
spp. A técnica foi realizada conforme descrito por LINTON et al., 1997. A Tabela 2

indica a sequéncia do primer utilizado.

Tabela 2: Primer utilizados na identificacdo de Campylobacter spp.

Peso molecular

Gene Primer Sequéncia b’ 2> 3 (pb) Referéncia
16SrRNA 16SrRNA-F ATCTAATGGCTTAACCATTAAAC 857 Linton et al.
(1997)

16S rRNA-R  GGACGGTAACTAGTTTAGTATT

A reacéo foi feita com um volume final de 30pL, sendo composta por 30ng
do DNA extraido, 10mM de Tris-HCL; 50mM de KCI; 2,5mM de MgCI2 e 0,25U de
Tag DNA polimerase; 200uM de cada deoxinucleotideo trifosfatado (DNTP) e 40
picomoles do primer (Invitrogen®).

A amplificacdo foi realizada em termociclador (Eppendorff®) conforme os
ciclos: 1 ciclo inicial a 94°C por 1 minuto; 25 ciclos das 3 etapas: desnaturacédo a
94°C por 1 minuto, anelamento a 60°C por 1 minuto, extens&do a 72°C por 1 minuto;
e 1 ciclo de extenséo final a 72T por 7 minutos (L INTON et al., 1997).

A visualizacdo dos produtos amplificados (8uL) foi feita nas mesmas
condi¢cbes do item 5.3. com utilizagdo de eletroforese em gel de agarose a 1,5%
(Affymetrix®), utilizando o tampéo de corrida TBE 0,5x (Invitrogen®) e como padrao

de peso molecular o marcador de 100pb (Invitrogen®).

3.5. Antibiograma

As cepas isoladas foram submetidas ao teste de sensibilidade aos

antimicrobianos pelo método de difusdo em disco, utilizando protocolo recomendado
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pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2010). A preparacdo e
padronizacao dos inoculos foram realizadas seguindo o método de suspenséao direta
das colbnias. Foram selecionadas 10 a 15 coldnias puras e transferidas para tubos
contendo 2mL de solucdo de NaCl 0,85% (Synth®). A turbidez foi ajustada e
comparada a da solugdo padrdo de MacFarland a 0,5, correspondente a
aproximadamente de 10® UFC/mL. Em seguida, os in6culos foram semeados com
auxilio de suabes estéreis em toda a superficie do agar Mueller Hinton (MH) (Difco®)
acrescido de 5% de sangue equino. As placas permaneceram no fluxo laminar por 5
a 15 minutos, a temperatura ambiente, para que o indculo fosse completamente
absorvido pelo &gar antes da aplicacdo dos discos. ApGs absorcdo, foram
adicionados os seguintes discos de antimicrobianos: amoxacilina (10ug), eritromicina
(15ug), gentamicina (10ug), neomicina (30ug), norfloxacina (10ug), sulfazotrim
(25u0) e tetraciclina (30ug) (Laborclin®).

A incubacéo foi feita em atmosfera de microaerofilia (5% 02, 10% CO2,
85% N2) (Probac do Brasil®) a 37C por 48 horas, em seguida foram medidos os
diametros dos halos de inibicdo (em milimetros). Seguindo os critérios de
interpretacdo dos diametros dos halos foram liberados os resultados da classificacao
do microrganismo como sensivel (S), intermediario (I) ou resistente (R) ao

antimicrobiano testado (Figura 2).

Figura 2: Halos de inibicdo apresentados por quatro diferentes estirpes de Campylobacter spp.

isoladas de frangos. As setas indicam o didmetro dos halos formados na placa.
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3.6. Fatores de viruléncia

Os pares de iniciadores descritos na Tabela 3 foram utilizados na analise
dos fatores de viruléncia relacionados a aderéncia e a invasao celular. O protocolo
utilizado foi o descrito por (ZHENG et al., 2006).

O DNA extraido para a realizagdo da PCR-multiplex também foi utilizado
para a analise dos fatores de viruléncia. O volume final para a reacdo de
amplificacdo (50uL) foi composto por 20ng da solucdo de DNA bacteriano e pelos
reagentes: 10mM de Tris-HCL; 50mM de KCI; 200uM de cada deoxinucleotideo
trifosfatado (DNTP); 5,5mM de MgCl,; 30 picomoles para cada primer e 1,25U de
Tag DNA polimerase (Invitrogen®). Cada gene foi estudado separadamente nas

reacoes.

Tabela 3: Primers para identificacdo dos genes de viruléncia flaA, pldA, cadF e ciaB em

Campylobacter spp.

Genes  Primers Sequéncia5’ 2> 3’ Tamanho (pb) Referéncia

flaA flaA-F ATGGGATTTCGTATTAACAC 1728 Hénel et al. (2004)
flaA-R CTGTAGTAATCTTAAAACATTTTG

pldA pldA-361 AAGAGTGAGGCGAAATTCCA 385 Zheng et al. (2006)
pldA-726 GCAAGATGGCAGGATTATCA

cadF cadFI-F2B TTGAAGGTAATTTAGATATG 400 Zheng et al. (2006)
cadFI-R1B CTAATACCTAAAGTTGAAAC

ciaB ciaBI-652 TGCGAGATTTTTCGAGAATG 527 Zheng et al. (2006)

ciaBl-1159 TGCCCGCCTTAGAACTTACA

O controle positivo de C. jejuni (NCTC 11351) foi usado em todas as
reacoes de amplificacdo, bem como um controle negativo, composto por agua
ultrapura estéril, adicionada a mistura de reacdo, em substituicido ao DNA.

A amplificacdo foi realizada em termociclador (Eppendorff®), obedecendo
aos seguintes ciclos: 1 ciclo inicial a 95°C por 10 minutos; 35 ciclos de amplificacéo,
constituidos de 3 etapas: desnaturagdo a 95°C por 1 minuto, anelamento a 45°C por
1 minuto e extensdo a 72°C por 2 minutos; completando com mais 1 ciclo de
extensdo final a 72°C por 10 minutos (ZHENG et al., 2006). A separacdo e a
visualizacdo dos produtos amplificados foi realizada utilizando a mesma técnica
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descrita para a PCR-multiplex.

3.7. Deteccéo dos genes cdtA, cdtB e cdtC associados a toxina de distensao

celular

A partir do DNA das estirpes de Campylobacter spp., foi realizada a técnica
de Multiplex-PCR com os primers descritos na Tabela 4, conforme descrito por
MARTINEZ et al. (2006).

O volume final para a reagao de amplificacdo foi de 25uL, sendo composto
por 80ng da solucdo de DNA bacteriano e pelos reagentes: 10mM de Tris-HCL,;
50mM de KCI; 200uM de cada deoxinucleotideo trifosfatado (DNTP); 3,0mM de
MgCl,; 20 picomoles para cada primer e 2U de Tag DNA polimerase (Invitrogen®). A
cada reacao foi acrescentado 1 pL de 6leo mineral (Farmax®) a fim de evitar a perda
de reagentes durante a amplificacdo. A PCR-Multiplex permitiu a analise de todos os

genes de forma conjunta.

Tabela 4: Primers para deteccéo dos genes cdtA, cdtB e cdtC em Campylobacter spp.

Genes  Primers Sequéncia5’ 2> 3’ Tamanho (pb) Referéncia

CdtA CdtA-F CTATTACTCCTATTACCCCACC 422 Martinez et al. (2006)
CdtA-R AATTTGAACCGCTGTATTGCTC

cdtB cdtB-F AGGAACTTTACCAAGAACAGCC 531 Martinez et al. (2006)
cdtB-R GGTGGAGTATAGGTTTGTTGTC

cdtC cdtC-F ACTCCTACTGGAGATTTGAAAG 339 Martinez et al. (2006)

cdtC-R CACAGCTGAAGTTGTTGTTGGC

A amplificacéo foi feita em termociclador (Eppendorff®), com as seguintes
etapas: 1 ciclo inicial a 94°C por 5 minutos; 30 ciclos de amplificac&o, constituidos de
3 etapas: desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 57°C por 1 minuto e
extensdo a 72°C por 1 minuto; completando com mais 1 ciclo de extensio final a
72°C por 5 minutos.

A separacao e a visualizacdo dos produtos amplificados foi realizada em gel
de agarose a 1,5% (Affymetrix®) de solucdo TBE a 0,5 vezes (Invitrogen®) e

corados com sybr safe DNA stain (Invitrogen®), utilizando marcador de peso
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molecular de 100pb (Invitrogen®). A visualizacdo das bandas formadas foi possivel
através de transiluminador (Loccus Biotecnologia®), conforme o item 5.3.

As andlises foram realizadas com controle positivo de Campylobacter jejuni
(NCTC 11351) e controle negativo composto por agua ultrapura no lugar do DNA.

3.8. Expressao dos transcritos

A verificacdo da expressdo dos genes de viruléncia foi realizada nas cepas de
Campylobacter spp. que possuiam pelo menos um gene de viruléncia. Para esta
analise, foram utilizados os pares de iniciadores descritos na Tabela 5 e o protocolo
de acordo com LI et al. (2008).

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

vortex (Phoenix®).

Tabela 5: Primers para verificar a expressao dos transcritos ciaB e dnaJ entre os isolados de C. jejuni

e C. coli que possuem genes de viruléncia.

Genes Sequéncia5’ 2> 3’ Peso molecular (pb) Referéncia
ciaB ATATTTGCTAGCAGCGAAGAG 157 Li et al. (2008)
GATGTCCCACTTGTAAAGGTG
dnal AGTGTCGAGCTTAATATCCC 117 Li et al. (2008)
GGCGATGATCTTAACATACA

Em seguida, a solucéo foi centrifugada (Cientec®) a 12.000g por 15 minutos a
4°C. A fase aquosa de cada microtubo foi entdo transferida para novo microtubo,

seguida pela adicdo de 500uL de isopropanol (Dinamica®) e homogeneizacdo em
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vortex (Phoenix®). Os microtubos foram centrifugados a 12.000g por 10 minutos a
4°C e removidos os sobrenadantes.

Foi adicionado 1mL de etanol 75% (Dindmica®) ao pellet formado e
homogeneizado através do vortex (Phoenix®), posteriormente as amostras foram
centrifugadas (Cientec®) a 7.500g por 5 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram
removidos e os pellets de RNA foram secados por 5 minutos a temperatura ambiente
e diluidos em 20uL de agua DEPC (Invitrogen®).

A quantificacdo do RNA foi feita através do aparelho Nanodrop (Thermo
Scientific®) em comprimento de onda de 230nm, observando sempre a relagcéo
260/280 a fim de verificar a integridade do RNA (relacéo entre 1,8-2,0).

A transcricdo reversa foi realizada para cada amostra, utilizando 1ug de RNA
total (200ng/uL), 10 U de inibidor de RNase, 40 U de MMLV-RT (Amersham
Biosciences), 1X de Tampédo da MMLV-RT (Amersham Biosciences), 200 yM de
dNTPs (dGTP, dATP, dTTP e dCTP) e 126 pmoles de oligonucleotideos hexameros
como primers randémicos (Invitrogen®). O volume final de cada reacéo foi
completado para 20 yL com agua tratada com DEPC (Invitrogen®). A solucéo foi
colocada em termociclador (Eppendorf®) a 37C por uma hora. Reac¢des controle
foram realizadas para a verificacdo de possiveis contaminantes exdégenos. O cDNA
foi estocado a -20°C para posterior amplificacao.

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

O controle positivo de C. jejuni (NCTC 11351) foi usado em todas as reagdes
de amplificagcdo, bem como um controle negativo, composto por agua ultrapura
estéril, adicionada a mistura de reacdo, em substituicido ao DNA alvo.

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

A separacao dos produtos amplificados (8uL) foi feita em eletroforese em gel
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de agarose a 1,5% (Affymetrix®), utilizando o tamp&o de corrida TBE 0,5x
(Invitrogen®) e como padrao de peso molecular o marcador de 50pb (Invitrogen®).

Os géis de agarose foram corados e visualizados conforme o previsto no item 5.3.

3.9. Capacidade de expressao de viruléncia em célul as Caco-2

ApoOs a verificacdo da expressdo da viruléncia das estirpes, analisou-se 14
cepas de C. jejuni que possuiam pelo menos trés genes de viruléncia, mas que néo
foram capazes de transcrever pela RT-PCR. Dessa forma, para verificar a possivel
expressao in vitro, estas cepas foram inoculadas em culturas de células Caco-2
(BCRJ:CR069) do banco de células do Rio de Janeiro.

As células Caco-2 sédo oriundas de adenocarcinoma de colon humano
primeiramente isoladas e cultivadas in vitro em 1977 por PINTO et al. (1983). Essa
célula apresenta capacidade de diferenciagdo espontanea em cultivo in vitro
expressando muitas caracteristicas morfolégicas e bioguimicas presentes no
intestino humano (ARTURSON & BORCHARD, 1997).

Durante o crescimento, as células Caco-2 formam uma monocamada de
células cilindricas. Ap6s um periodo, as células se polarizam, com microvilosidades
na borda apical, apresentando, ainda, as jun¢des oclusivas entre células adjacentes
e expressando atividades enzimaticas de hidrolases (PINTO et al., 1983).

As células Caco-2 polarizadas crescidas em garrafas (BD Falcon™) foram
utilizadas para avaliacdo com 24 horas apds a inoculacdo. Havia um controle
negativo composto de NaCl 0,85% (Synth®) e um controle positivo da cepa NCTC
11351 de C. jejuni. Para a infec¢do, uma aliquota de 100uL da solucdo de NacCl
0,85% contendo 10° UFC de cada estirpe foi colocada em uma garrafa (BD
Falcon™) com aproximadamente 80% de confluéncia, contendo 5mL de DMEM
(Invitrogen®) puro. ApoOs a incubacéo, as células foram retiradas com auxilio cell
scraper (BD Falcon™) do interior das garrafas (BD Falcon™) e o conteudo foi
retirado e transferido para microtubos de 2mL contendo as células, as bactérias e o
meio DMEM (Invitrogen®).

O conteudo foi centrifugado a 12.000g (Cientec®) por dez minutos a 4°C. Ao
pellet foi acrescentado 1mL de trizol (Invitrogen®) e as demais etapas foram
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realizadas conforme a extracdo de RNA e a RT-PCR descritas no item 5.8.
3.10. Alteracdes morfologicas em células Caco-2 por C. jejuni

Cinco cepas de C. jejuni que apresentaram o maior somatério de fatores de
patogenicidade (presenca dos cinco genes de viruléncia testados, expressdo de
viruléncia, multirresisténcia antimicrobiana e menor proximidade genética) foram
testadas quanto a capacidade de provocar distensao celular nas células Caco-2 a e
a perda de confluéncia intercelular.

O cultivo das células Caco-2, a inoculagéo e as analises microscépicas foram
realizadas no Centro de Microscopia Eletronica do Instituto de Ciéncias Biomédicas
da Universidade Federal de Uberlandia (ICBIM-UFU).

O cultivo das células foi feito em suplemento MEM (Meio Minimo de Eagle)
(Invitrogen®) com 2mM de glutamato, 1% de aminoacidos néo essenciais e 10% de
Soro Fetal Bovino (SFB) (Vitrocell®). Um total de 10* células por laminula foi
cultivada em placas de cultura com 24 pocos contendo laminula circular (BD
Falcon™), a 37°C em 5% de CO..

Depois de diferenciadas, as células foram infectadas em triplicada com 10°
UFC em cada poco, além do controle positivo (NCTC 11351 — C. jejuni) e do controle
negativo composto de solucdo de NaCl 0,85% (Synth®). As monocamadas
inoculadas foram incubadas por 72 horas a 37°C em 5% de CO, em atmosfera
umedecida (MACCALLUM et al., 2006).

Posteriormente, as laminulas (BD Falcon™) foram avaliadas por andlise
computacional de imagens digitalizadas obtidas em microscopio Olympus BX 40
com uma objetiva de 100X, acoplada a uma camera Olympus Oly 200 conectado a
um microcomputador PC através da placa digitalizadora Datatranslation 3153.

De cada laminula (BD Falcon™), foram medidas aproximadamente 36 células
epiteliais de seis a oito diferentes campos aleatorios e de cada célula foram medidos
0 maior eixo e o eixo perpendicular, utilizando-se o software HL Image (Western

Vision Software).
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3.11. Similaridade entre os isolados pela técnica d e amplificacdo aleatéria do
DNA polimorfico (RAPD-PCR)

A avaliacdo da proximidade genética entre os isolados foi realizada pela
técnica de RAPD-PCR (Random Amplification of Polymorphic DNA), conforme o
protocolo descrito por AKOPYANZ et al. (1992).

O DNA extraido para a realizacdo da PCR-multiplex foi utilizado para o
RAPD-PCR. A quantificacdo do DNA foi feita pelo aparelho Nanodrop (Thermo
Scientific®) sob comprimento de onda de 260nm, observando sempre a relagcéo
260/280 a fim de verificar a integridade do DNA (relacéo entre 1,8-2,0).

Os iniciadores (primers) descritos na Tabela 6 foram wusados na
determinacao do nivel de similaridade entre e dentro das espécies identificadas.

O volume final para a reagdo de amplificacdo foi de 20uL, composto por
10ng do DNA bacteriano e pelos reagentes: 10mM de Tris-HCL; 50mM de KCI;
2,0mM de MgCI2 e 1U de Ultratools DNA polimerase; 200uM de cada
deoxinucleotideo trifosfatado (DNTP) e 30 picomoles do primer (Invitrogen®). Cada
primer foi analisado separadamente e para cada reacéo foi acrescido 1uL de dleo

mineral a fim de evitar a evaporacao dos reagentes durante a amplificacao.

Tabela 6: Primers utilizados no RAPD-PCR dos isolados de Campylobacter spp.

Primers Sequéncia 5’ 2> 3 Referéncia
HLWL 85 ACGTATCTGC Mazurier et al., 1992
1290 GTGGATGCGA Akopyanz et al., 1992

Os controles positivos de C. jejuni (ATCC 33291) e de C. coli (ATCC 43478)
foram usados em todas as reacdes de amplificacdo, bem como um controle
negativo, composto por agua ultrapura estéril, adicionada a mistura da reacdo, em
substituicdo ao DNA alvo.

A amplificagdo obedeceu aos ciclos: 1 ciclo inicial a 92°C por 2 minutos; 35
ciclos das 3 etapas: desnaturacido a 92°C por 15 segundos, anelamento a 36°C por 1
minuto, extensdo a 72°C por 1 minuto; e 1 ciclo de extenséao final a 72T por 5

minutos.
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A separagédo dos produtos amplificados (8uL) foi feita por eletroforese em
gel de agarose a 1,5% (Affymetrix®), utilizando o tampao de corrida TBE 0,5x
(Invitrogen®) e como padrao de peso molecular o marcador de 100pb (Invitrogen®).
Os géis de agarose foram corados e visualizados conforme o item 5.3.

Para verificar a similaridade entre as cepas, 0s géis com 0s produtos
amplificados foram levados ao aparelho de captacdo de imagens (Loccus
Biotecnologia) a analise computacional foi realizada no Programa GelCompar I
(Comparative Analysis of Electrophoresis Patterns), versdo 1.50, Applied Maths
Korthrijk, Belgium. As bandas de fraca, média e forte intensidade captadas pelo
programa foram consideradas na analise e a matriz de similaridade foi obtida por
comparacao entre pares de cepas usando o coeficiente de similaridade de Dice,
adotando-se 1% de tolerancia, para cada primer separadamente. A analise final foi
baseada na média de experimentos (average from experiments). Foi utilizado o
método UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic mean) para a
construcdo do dendrograma, englobando todas as cepas estudadas (MADDEN et
al., 2007).

3.12. Andlise dos Resultados

Todos os resultados foram tabulados e submetidos a estatistica descritiva,
com o célculo dos percentuais de isolamento, resisténcia aos antimicrobianos,
presenca e expressao de genes de viruléncia das estirpes de Campylobacter spp.
Para correlacionar a presenca de genes de viruléncia entre C. jejuni e C. coli foi
utilizado o Teste Exato de Fisher com significancia de 5% (AYRES, 2000).

Todos os célculos foram realizados utilizando o programa Graphpad Prism 5.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Ocorréncia de Campylobacter spp.

Dos 420 frangos congelados e resfriados amostrados, 94 (22,38%) foram
positivos para Campylobacter spp. Destes, 55 (58,5%) foram identificas como
Campylobacter jejuni, 19 (20,2%) como C. coli e 20 (21,3%) como Campylobacter
spp., tanto pelo teste fenotipico, quanto pela analise molecular (Figura 3).

Os resultados de ocorréncia de Campylobacter spp. foram relativamente
menores aos encontrados na literatura. Estudo realizado na Irlanda, no ano de 2008,
constatou-se que de 394 carcacas de frangos resfriadas estudadas, 98% estavam
contaminados com C. jejuni (EFSA, 2010). Em alguns paises membros da Unido
Européia (EU) em 2007, a prevaléncia em carnes de frango frescas foi equivalente a
83%. No Ir&, a prevaléncia foi de 63% e no Japao 45,8% (FAO, 2009).

M G+ E- 1 2 374 5

Figura 3: 3a- PCR-multiplex para identificacdo de Campylobacter jejuni e C. coli em amostras de
carcagas de frangos. M (marcador de 100pb), C+1 (controle positivo para C. jejuni), C+2 (controle
positivo para C. coli), 1 (amostra positiva para C. coli), 2-4 (amostras positivas para C. jejuni), C-
(controle negativo composto de agua ultrapura). 3b- Resultado da PCR para identificacdo de
Campylobacter spp. M (marcador de 100pb), C+ (controle positivo para C. jejuni), C- (controle

negativo composto de agua ultrapura), 1-9 (amostras positivas para Campylobacter spp.).

No Brasil, AQUINO et al. (2002) isolaram C. jejuni e C. coli de 60% das
carcacas de frango resfriadas analisadas, indice de contaminagcdo menor do que o
obtido por KUANA et al. (2008), que obtiveram resultados equivalente a 99% das
carcacas resfriadas contaminadas com Campylobacter spp. FRANCHIN et al. (2007)
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ao analisarem 335 amostras de carcagas resfriadas, agua e equipamentos coletados
em diferentes pontos dentro da linha de abate de frangos de corte e observaram
positividade para Campylobacter em 71,3% das amostras.

A Tabela 7 mostra os resultados de isolamentos por regido de origem dos
frangos. A positividade nas amostras provenientes dos estados de Goias e Distrito
Federal foram relativamente menores, provavelmente devido aos frangos chegarem

congelados para a analise.

Tabela 7. NUumero e porcentagem de espécies de Campylobacter spp. isoladas de trés regifes de

origem dos frangos.

) Frangos resfriados Frangos congelados
Espécie i i _ i Total
Minas G erais Distrito Federal Goiéas
C. jejuni 41 12 2 55 (58,5%)
C. coli 13 4 2 19 (20,2%)
Campylobacter spp. 14 3 3 20 (21,3%)
Total 68 (72,3%) 19 (20,2%) 7 (7,5%) 94 (100%)

Estudo realizado por BOUFLEUR (2009) em Santa Maria (RS), com 36
amostras frescas de figado, coracéo, moela e drumete de frangos obteve 22 (61,1%)
amostras positivas para Campylobacter spp. Apds congelamento dos miudos por
sete dias o autor conseguiu recuperar Campylobacter spp. em apenas trés
amostras. DIMITRAKI & VELONAKIS (2007) salientam que o congelamento inibe o
crescimento de Campylobacter, reduz seus numeros, mas ndo os elimina
completamente das carnes congeladas, podendo a bactéria assumir a forma VNC
(viavel, mas néo cultivavel) em condi¢cdes ambientais adversas (HUMPHREY et al.,
2007). SAMPERS et al. (2009) analisaram o risco do consumo de carne de frango e
seus subprodutos para infeccdo de humanos por C. jejuni. Os autores observaram
gue quando os alimentos eram preparados com o0 uso de carne de frango congelada
0 risco da infeccdo era menor, porém, o uso de pele de frango nas receitas
aumentava o risco de infec¢cdo em 2,2 vezes.

A porcentagem de positividade encontrada neste estudo em amostras
congeladas (26/94 — 27,7%) indica a tolerdncia de Campylobacter as temperaturas
muito baixas. HANEL & ATANASSOVA (2007) isolaram C. jejuni em 68% das

amostras de frangos, as quais foram inoculadas com o agente e congeladas apos
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duas semanas e, em 24% das amostras congeladas por quatro semanas a -20°C.
GEORGSSON et al. (2006), avaliaram o efeito do congelamento sobre a populacéo
de C. jejuni em carcacas de frango e observaram uma redugéo de 2,37 ciclos Log na
contagem do agente apos 31 dias de congelamento, e de aproximadamente 1 ciclo
Lo logo ap6s o congelamento das carcacas. Apesar da reducdo, sabe-se que a dose
para causar doenca em humanos € muito baixa (500UFC) (FONSECA, 2006) e
assim, nem sempre a diminuicdo em numero da bactéria implica em menor nimero
de casos de doentes.

A capacidade de sobrevivéncia de Campylobacter spp. em condicdes
extremas durante o processo produtivo de frangos pode estar associado a habilidade
de fixacdo nas fendas profundas da pele da ave. Esses recessos oferecem
condi¢cbes ideais para a bactéria aderir e suportar as variagcdes de condicbes no
processamento (LEE et al., 1998). JANG et al. (2007) demonstraram que as células
de Campylobacter ndo s6 poderiam persistir nos foliculos das penas como tambéem
seriam capazes de penetrar na pele e se manter protegida por ter o formato espiral.

Embora Campylobacter reduza seu crescimento em temperaturas abaixo de
30C, é capaz de sobreviver em superficies de carne crua a temperaturas de
refrigeracdo e assim constitui um risco para o consumidor. LIGOWSKA et al. (2011)
destacaram que a constituicdo da superficie da carne de frango prolonga a
sobrevivéncia de C. jejuni a 5T, em comparacdo com meios de cultura em
laboratorio, sugerindo que os compostos presentes na carne de frango influenciam
na adaptacao do microrganismo a baixas temperaturas, assim como a transcricao de
genes associados a sobrevivéncia prolongada de C. jejuni.

Os resultados obtidos neste estudo mostram que houve um aumento relativo
na prevaléncia de Campylobacter spp. nos meses de julho, setembro e novembro de
2011 e fevereiro de 2012. N&o ha justificativa para tal achado, e com base nele néo
se pode concluir uma tendéncia sazonal, ja que as coletas ndo ocorreram durante
todo ano e as temperaturas ambientais ndo foram aferidas, mas pode-se inferir a
presenca de picos mensais. A presenca de picos mensais também foi detectada por
HABIB et al. (2012) que obtiveram maiores prevaléncias nos meses de julho e
setembro. Estudos realizados em outras partes o0 mundo, como no Reino Unido e na

América do Norte, também n&o mostraram qualquer evidéncia de sazonalidade
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(NADEAU et al.,, 2002). No entanto, outros estudos mostraram uma tendéncia
crescente de prevaléncia de Campylobacter em carnes de frango, em associacao
com os periodos de verdo (GUERIN et al., 2008; HABIB et al., 2008; JORE et al.,
2010).

4.2. Perfil de suscetibilidade antimicrobiana

O uso desequilibrado de antimicrobianos na medicina humana e em animais
de producao carreia riscos pela selecdo de bactérias resistentes aos mesmos, o que
enfraquece, gradativamente, o emprego da antibioticoterapia. Assim, o uso de
antibioticos na avicultura com objetivos profilaticos e de promocao de crescimento,
proporcionam a liberacdo de residuos no ambiente que por sua vez acabam
aumentando a pressao de selecdo e favorece a emergéncia de microrganismos
resistentes (PALERMO NETO, 2011).

O surgimento de resisténcia antimicrobiana em Campylobacter spp. tem sido
uma preocupacao crescente na saude publica mundial. O isolamento em humanos e
animais, de cepas de Campylobacter resistentes aos antimicrobianos, aumenta a
dificuldade de tratamento das infec¢cbes humanas. Alguns autores associam a
resisténcia de Campylobacter aos antimicrobianos ao uso indevido destes na
producdo animal de aves para a terapia e prevencao de doencas (DECKERT et al.,
2010; BARDON et al., 2011). Além disso, estudos também tém mostrado que os
seres humanos infectados com Campylobacter spp. resistentes a antimicrobianos
tém uma maior duracdo da diarréia quando comparadas com as cepas suscetiveis
(NELSON et al., 2004; HELMS et al., 2005).

Neste estudo foi determinado o perfil de resisténcia antimicrobiana para sete
antimicrobianos pertencentes a seis classes: B-lactamicos (amoxacilina),
aminoglicosideos (gentamicina e neomicina), fluoroquinolonas (norfloxacina),
macrolideos (eritromicina), tetraciclinas (tetraciclina) e sulfonamidas (sulfazotrim).
Entre as drogas testadas, os isolados apresentaram maior resisténcia a amoxacilina
(74,5%), norfloxacina (43,6%), eritromicina (36,2%), tetraciclina (34,0%) e sulfazotrim
(33,0%) e maior sensibilidade & neomicina (97,9%) e gentamicina (95,7%) (Tabela
8).
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Tabela 8. Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos de Campylobacter spp. isolados de carcacas

de frangos refrigerados e congelados.

o Resistente  Intermediério Sensivel
Antibiotico

N (%) N (%) N (%)
Amoxacilina 70 (74,5) 10 (10,6) 14 (14,9)
Eritromicina 34 (36,2) 18 (19,1) 42 (44,7)
Gentamicina 4 (4,3) 0 90 (95,7)
Neomicina 2(21) 0 92 (97,9)
Norfloxacina 41 (43,6) 6 (6,4) 47 (50,0)
Sulfazotrim 31 (33,0) 6 (6,4) 57 (60,6)
Tetraciclina 32 (34,0) 0 62 (66,0)

N — ndmero de cepas; % - porcentagem de resisténcia antimicrobiana.

bY

Devido a natureza autolimitante de campilobacteriose, antimicrobianos
geralmente ndo sdo recomendados para o tratamento, exceto em casos graves,
onde fluoroquinolonas e macrolideos sdo as opcdes de tratamento de escolha
(BUTZLER, 2004; YATES, 2005). Apesar disso, a frequéncia de resisténcia a estas
classes é comprovada no presente trabalho, jA que representam o segundo e
terceiro antibidéticos com maior porcentagem de resisténcia (norfloxacina — 43,6%;
eritromicina — 36,2%). Outros estudos realizados nos Estados Unidos, na Pol6énia e
demais paises da Unido Européia também confirmam essa tendéncia (GUPTA et al.,
2004;. ROZYNEK et al., 2008;. NARMS, 2007). European Food Safety Authority
(EFSA, 2010) publicou que 20-64% dos isolados de Campylobacter provenientes de
carnes de aves eram resistentes a fluoroquinolona.

Diferentemente, ZHAO et al. (2010) encontrou resisténcia mais comum a
tetraciclina (46,6%), com baixa porcentagem para eritromicina (2,8%) em isolados de
Campylobacter de amostras de frangos resfriados. Assim como, DECKERT et al.
(2010) e BARDON et al. (2011) que afirmaram que a resisténcia a eritromicina é
normalmente baixa em Campylobacter spp.

No presente trabalho, os baixos niveis de resisténcia apresentados pelos
isolados para os antibidticos da classe dos aminoglicosideos (gentamicina e
neomicina) podem ser justificados pelo fato destes antibiéticos ndo serem utilizados

rotineiramente na producdo de frangos. Assim, a rara utilizacdo destes antibiéticos
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permite que a pressdo seletiva seja reduzida nestes tipos de bactérias conferindo
menores frequéncias de resisténcia a estas drogas (BORGES, 2009).

A Tabela 9 demonstra o numero e a frequéncia das estirpes de C. jejuni, C.
coli e Campylobacter spp. resistentes aos antibidticos testados. Os resultados
denotam que as porcentagens de resisténcia em C. coli foram maiores que em C.
jejuni, com excecdo apenas da gentamicina, antimicrobiano da classe dos

aminoglicosideos, para o qual todos os isolados de C. coli foram sensiveis.

Tabela 9: Numero e porcentagem de resisténcia antimicrobiana nas diferentes espécies de

Campylobacter isoladas de frangos embalados.

L . Campylobacter
C.jejuni C. coli

Antibiético spp.
N/55 (%) N/19 (%)

N/20 (%)
Amoxacilina 34 (61,8) 16 (84,2) 20 (100,0)
Eritromicina 14 (25,5) 7 (36,8) 13 (65,0)
Gentamicina 2 (3,6) 0 2 (10,0)
Neomicina 0 1(5,3) 1(5,0)
Norfloxacina 26 (47,3) 9 (47,4) 6 (30,0)
Sulfazotrim 12 (21,8) 7 (36,8) 12 (60,0)
Tetraciclana 18 (32,7) 10 (52,6) 4 (20,0)

N- nimero de cepas resistentes. %- porcentagem em relacdo ao total de cepas isoladas por espécie.

Estes resultados sdo comparaveis a outros que mostram que a resisténcia é
geralmente mais comum em C. coli do que em C. jejuni, incluindo a resisténcia as
fluoroquinolonas e macrolideos (GE et al., 2003; PEZZOTTI et al., 2003; THAKUR &
GEBREYES, 2005; THAKUR et al.,, 2006; LITTLE et al., 2008; BORGES, 2009;
FRAQUEZA, 2009).

O nivel de resisténcia a amoxacilina observado nas cepas foi elevado, com
61,8% em C. jejuni, 84,2% em C. coli e 100,0% em Campylobacter spp. Resultados
similares a estes foram também observados em isolados de outros paises
(ANDERSEN et al., 2006; ENGBERG et al., 2001; FALLON et al., 2003; RONER et
al., 2004). A resisténcia de estirpes de Campylobacter spp. a este antibidtico esta
relacionada com a producdo de B-lactamases, no entanto, outros mecanismos de
resisténcia a amoxacilina podem ocorrer de forma simultdnea como a modificacao

das proteinas de ligacdo de penicilinas e cefalosporinas e, consequentemente, a
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impermeabilidade da bactéria a este antibidtico. A existéncia de uma bomba de
efluxo de antibidticos para o exterior das bactérias pode ser considerado uma outra
forma de resisténcia aos antibidticos p-lactamicos (FALLON et al., 2003; YAN et al.,
2005).

O padrdo de resisténcia observado para sulfazotrim foi de 21,8% para C.
jejuni, 36,8% para C. coli e 60,0% para Campylobacter spp. A resisténcia as
sulfonamidas em bactérias Gram-negativas é, normalmente, devida a aquisicao de
um plasmideo que permite a resisténcia a farmacos por transferéncia horizontal
entre bactérias, resultando na diminuicdo da afinidade para este tipo de antibiético
(AARESTRUP & ENGBERG, 2001; YAN et al., 2005). Ja a atuacdo do trimetoprim
baseia-se na ligacao e inibicdo da enzima dihidrofolato redutase. A resisténcia a este
antibidtico é devida a aquisi¢do do gene dfr originario de transferéncia horizontal que
nao sao inibidos pelo trimetoprim (AARESTRUP & ENGBERG, 2001).

As tetraciclinas eram referidas no passado como uma alternativa terapéutica
para o tratamento de infeccbes por Campylobacter spp. em humanos. Varios autores
referem que eram também utilizadas em escala mundial, tanto em doses
terapéuticas como em doses subterapeuticas, em alimentos para animais de
producdo (WHO, 2001; AARESTRUP & ENGBERG, 2001, ALLOS, 2001; FALLON et
al., 2003). Neste estudo, foram detectados niveis de resisténcia a tetraciclina na
ordem de 32,7% em C. jejuni, 52,6% em C. coli e 20,0% em Campylobacter spp.

Ao analisar a resisténcia antimicrobiana sob uma perspectiva da origem da
amostra (Figura 4) observou-se que houve semelhanga nas porcentagens de
resisténcia antimicrobiana das estirpes isoladas das trés regides para 0sS
antimicrobianos: amoxacilina (75%, 68,4% e 85,7%), gentamicina (4,4%, 0% e
14,3%), neomicina (2,9%, 0% e 0%) e tetraciclina (39,7%, 21,1% e 14,3%),
respectivamente, para amostras provenientes de Minas Gerais, Distrito Federal e
Goias.

No Distrito Federal e em Goias, os isolados apresentaram maiores
porcentagens de resisténcia ao macrolideo eritromicina, com valores de 52,6% e
71,4%, respectivamente. JA as cepas oriundas de frangos resfriados, de Minas
Gerais, apresentaram resisténcia de 27,9% ao mesmo antibidtico (Figura 4). A

elevada resisténcia aos macrolideos de estirpes oriundas de frangos congelados



41

caracteriza mais um importante fator de viruléncia para estas cepas, ja que trata-se
de uma droga de escolha no tratamento de campilobacteriose.

O estabelecimento da relacdo entre o uso de antibidticos na medicina
veterinaria e a resisténcia aos antimicrobianos em bactérias contaminantes de
alimentos é um assunto complexo e controverso. Apesar disso, alguns estudos
evidenciam que o uso de antibiéticos em animais, tanto como agentes terapéuticos
como promotores de crescimento, leva a um aumento do risco de ocorrerem
transferéncias de bactérias resistentes aos antibioticos ao homem
(LUANGTONGKUM, 2006; MSFFG, 2008).

As estirpes isoladas das carcacas oriundas de Goids apresentaram
resisténcia aos antibioticos norfloxacina e sulfazotrim equivalentes a 71,4% e 57,1%,
respectivamente. Esses valores encontraram uma disparidade quando comparadas
as de Minas Gerais (42,6% e 32,4%, respectivamente) e as do Distrito Federal
(36,8% e 26,3%, respectivamente) (Figura 4).

As diferencas nas porcentagens observadas nas trés regides podem estar
relacionadas a multiplos fatores, como sazonalidade, o ambiente de criacdo, as

formas de manejo e a caracteristica da propria cepa (EFSA, 2009).
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Figura 4. Porcentagem de resisténcia aos antimicrobianos de cepas de Campylobacter spp. isoladas
de carcacas de frangos provenientes das regides de: MG (Minas Gerais), DF (Distrito Federal) e GO
(Goids). AMO (amoxacilina), ERI (eritromicina), GEN (gentamicina), NEO (neomicina), NOR
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(norfloxacina), SUT (sulfazotrim) e TET (tetraciclina).

O aparecimento de estirpes multirresistentes, principalmente em bactérias
Gram negativas, constitui atualmente um problema muito discutido em medicina
humana. A apresentacdo de multirresisténcia intrinseca e/ou adquirida nestes
microrganismos pode ser considerada quando ha resisténcia a pelo menos trés
classes de antimicrobianos (POOLE, 2004). A Figura 5 demonstra a frequéncia de
resisténcia antimicrobiana levando-se em consideracdo o numero de antibioticos.
Pode-se observar que 19/94 (20,2%) das cepas isoladas apresentaram padréo de
multirresisténcia (pelo menos trés classes de antimicrobianos). A resisténcia em
simultaneo a varios tipos de antibidtico € considerada relativamente rara. Quando
ocorre, acredita-se que esteja relacionada com a presenca de uma bomba né&o
seletiva que permite o fluxo dos antibiéticos para o exterior da bactéria e aumenta o

padréo de resisténcia de duas a quatro vezes (FALLON et al., 2003).
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Figura 5: Distribuicdo das cepas de Campylobacter spp. isoladas de carcacas de frangos de acordo

com o nimero de antibidticos a que é resistente.

A Tabela 10 evidencia a existéncia de estirpes de Campylobacter spp. com
resisténcia mdultipla a antibioticos. A resisténcia ao B-lactamico amoxacilina e a
fluoroquinolona norfloxacina foi comum a 28,7% (27/94) dos isolados. Por outro lado,
a resisténcia conjunta ao macrolideo e a fluoroquinolona, antibiéticos utilizados no

tratamento de infecgcbes humanas € uma caracteristica partilhada por 19,1% (18/94)
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das cepas, sendo seis C. jejuni, seis C. coli e seis Campylobacter spp. Apenas uma
estirpe de Campylobacter spp. apresentou resisténcia a todos os antibioticos
testados. Além desta, sete cepas (quatro C. coli e trés Campylobacter spp.)
apresentaram resisténcia a todos o0s antimicrobianos com excecdo dos

aminoglicosideos (gentamicina e neomicina).

Tabela 10: Distribuicdo das estirpes de Campylobacter spp. isoladas de carcacas de frangos quanto a

resisténcia aos grupos de antimicrobianos.

Espécie —n (%)

ibi6ti i ; Total — N=94
Antibidticos — Resisténcia C. jejuni C. coli Campylobacter spp. n (%)
N=55 N=19 N=20

AMO 34 (61,8) 16 (84,2) 20 (100,0) 70 (74,5)
AMO NOR 14 (25,4) 7 (36,8) 6 (30,0) 27 (28,7)
NOR ERI 6 (10,9) 6 (31,6) 6 (30,0) 18 (19,1)
AMO NOR ERI 3(5,4) 5 (26,3) 6 (30,0) 14 (14,9)
AMO ERI SUT 6 (10,9) 5 (26,3) 11 (55,0) 22 (23,4)
AMO NOR ERI TET 1(1,8) 4(21,1) 3 (15,0) 8 (8,5)
AMO NOR ERI SUT 1(1,8) 4(21,1) 6 (30,0) 11 (11,7)
AMO NOR ERI SUT TET 0 4 (21,1) 3(15,0) 7(7,4)
AMO NOR ERI SUT TET GEN 0 0 2 (10,0) 2(2,1)
AMO NOR ERI SUT TET GEN NEO 0 0 1(5,0) 1(1,1)

N — namero total de cepas; n — nimero de cepas resistentes; % - porcentagem de cepas resistentes.
AMO (amoxacilina), ERI (eritromicina), GEN (gentamicina), NEO (neomicina), NOR (norfloxacina),
SUT (sulfazotrim) e TET (tetraciclina).

Ao comparar os padroes de multirresisténcia entre C. jejuni e C. coli, verifica-
se que C. jejuni tende a ter porcentagens menores aos da C. coli (Tabela 10). Esse
fato também foi observado por THAKUR et al. (2006), MENA et al. (2008), POINTON
et al. (2008) e BORGES (2009) que avaliaram que para qualquer combinacao
grupos de antibidticos testada a porcentagem de multirresisténcia das estirpes de C.
coli foi sempre superior a das C. jejuni. Esse padrdo de multirresisténcia de C. coli
pode estar relacionado com a pressao seletiva exercida sob a populacdo
(LUNGTONGKUM et al., 2006).
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4.3. Fatores de Viruléncia

Recentemente, tem aumentado o nimero de estudos objetivando a detecc¢ao
de genes de viruléncia em estirpes de Campylobacter spp., principalmente em C.
jejuni e em C. coli. O conhecimento dos mecanismos de infeccéo, de viruléncia e os
fatores de risco para a infeccdo pelo microrganismo € de grande importancia no
conhecimento da epidemiologia e patogenia da campibacteriose (MARTINEZ et al.,
2006).

O presente estudo detectou a presenca dos genes: flaA, pldA, cadF, ciaB e o

complexo CDT, conforme observado nas Figuras 6 e 7.

o M : floAl pldAl codFl cioBl floA2 pldA? codF?2 cioB2 M

527ph B
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Figura 6: Gel de PCR demonstrando a presenca dos genes flaA, pldA, cadF e ciaB. M (marcador de
peso molecular de 100pb), C- (controle negativo, composto por agua ultrapura em substituicdo ao
DNA alvo); flaAl, pldAl, cadF1l e ciaBl (presenca dos genes no controle positivo — C. jejuni NCTC
11351) e flaA2, pldA2, cadF2 e ciaB2 (presenca dos genes em uma amostra de C. jejuni isolada de

frango resfriado).
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Figura 7: Gel de PCR demonstrando a presenca dos genes cdtA,cdtB e cdtC. M (marcador de peso
molecular de 100pb); C+ (controle positivo de C. jejuni NCTC 11351); C- (controle negativo, composto
por agua ultrapura em substituicdo ao DNA alvo); 1, 4-9 (cepas de C. jejuni isolados de frangos,
positivas para o complexo CDT); 2-3 (cepas de C. jejuni isolados de frangos, negativas para o

complexo CDT).

A Tabela 11 demonstra a freqiéncia de cada um dos genes estudados. Das
94 cepas isoladas, incluindo C. jejuni, C. coli e Campylobacter spp., 45 (47,9%)
apresentaram o gene flaA, 42 (44,7%) o gene pldA, 43 (45,7%) o gene cadF, 42
(44,7%) o gene ciaB e 37 (39,4%) os genes responsaveis pela CDT. Em nivel de
espécie foi possivel constatar que C. jejuni foi significativamente (p<0,05) mais
virulenta que C. coli para todos os genes estudados.

Tabela 11: Porcentagem de genes de viruléncia em Campylobacter spp. isolados de carcacas de

frangos
Espécie
Total (N=94)
Gene C. jejuni (N=55) C. coli (N=19) Campylobacter spp. (N=20) n (%)
n (%) n (%) n (%)
flaA 41 (74,5) 4(21,1) 0 45 (47,9)
pldA 35 (63,6)" 5 (26,3)° 2 (10,0) 42 (44,7)
cadF 37 (67,3)° 6 (31,6)" 0 43 (45,7)
ciaB 37 (67,3)" 4 (21,1) 1 (5,0) 42 (44,7)
CDT 36 (65,5)° 1(5,3)* 0 37 (39,4)

N — ndmero total de cepas; n — nimero de cepas que possuem o gene de viruléncia; % - porcentagem
de cepas com gene de viruléncia; * cepa de C. coli que apresentou o0s genes cdtA e cdtB, mas ndo o

cdtC; letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste de Fisher.
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A presenca de diferentes combinagbes de determinantes de genes de
viruléncia indica que cepas de Campylobacter com potencial patogénico
diversificado estdo presentes na carne de frangos (THAKUR et al., 2010).

Diante dos dados, € evidente constatar que C. jejuni tem uma vantagem sobre
C. coli e Campylobacter spp. em causar casos clinicos em seres humanos
principalmente devido a presenca de determinantes de viruléncia importantes que
Sa0 essenciais para executar a sua patogenia. Estatisticamente (p<0,05), C. jejuni
apresentou-se superior a C. coli em relacdo a todos os genes estudados (Tabela 11).
THAKUR et al. (2010) afirmaram que informagdes como estas podem ajudar a
explicar o fato de C. jejuni ser muito mais comum como causa de infec¢gdes humanas
(90% -95%) do que C. coli (5% -10%).

Em geral, as diferencas marcantes na prevaléncia dos genes de viruléncia
entre C. jejuni e C. coli sugere que nem todas as cepas de Campylobacter
provenientes de frangos resfriados e congelados sdo capazes de causar doencas
em seres humanos. Essas variacdes nas caracteristicas de patogenicidade dos
isolados observados neste estudo, incluindo a adesédo, motilidade, invaséo e genes
de producdo de toxinas, também foram relatadas previamente por COOTE et al.
(2007), FEARNLEY et al. (2008) e THAKUR et al. (2010).

A presenca do gene flaA foi detectada em 45/55 (74,5%) das cepas de C.
jejuni, em 4/19 (21,1%) das C. coli e em nenhuma Campylobacter spp. Este gene é
responsavel pela motilidade flagelar da bactéria e caracteriza um importante fator de
viruléncia em Campylobacter na invasdo e adesdo celular (MALIK-KALE et al.,
2007). As variacbes observadas em cepas com auséncia dessa caracteristica
indicam reducao severa na motilidade, que pode reduzir a colonizacdo da mucosa
intestinal de humanos e frangos (KONKEL et al., 2004).

THAKUR et at. (2010) obteve valores semelhantes aos observados neste
estudo, com porcentagens entre 50-95% para o gene flaA em 262 C. jejuni e 98 C.
coli. As cepas estudadas pelos autores foram isoladas de humanos, peito de frango
e carne de peru moida em lowa, Estados Unidos. Em constraste, HANNING et al.
(2010) encontraram uma positividade de 100% para o gene flaA em 105 isolados de

carcacas de frangos, sendo 65 C. jejuni, 31 C. coli e 9 Campylobacter spp.
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RIPABELLI et al. (2010) estudaram 29 C. jejuni e 36 C. coli isolados de alimentos,
animais e humanos e todas as cepas apresentaram o gene flaA pela analise por
PCR, assim como DATTA et al. (2003) e ZHENG et al. (2006) em amostras de
carnes de frangos.

A baixa porcentagem encontrada em comparagdo com a maior parte dos
estudos indica que provavelmente ha variacbes na composicdo do flagelo nas
estirpes flaA-negativas. O flagelo em Campylobacter é composto por um corpo
basal, gancho, e filamento. O filamento flagelar € composto de duas proteinas: FlaA
e FlaB, sendo FlaA a subunidade mais importante (ALM et al., 1993), jA que a
motilidade e a expressdo do FlaA (codificada pelo gene flaA) sdo claramente
necessarios para a invasao maxima de células eucarioticas e para a translocacéao de
Campylobacter em células polarizadas (WASSENAAR et al.,, 1991; GRANT et
al.,1993). Porém, HENDRIXSON et al. (2001) observaram que uma cepa deficiente
em FlaA é capaz de montar um filamento incompleto composto exclusivamente da
proteina flagelina oriunda de FlaB. Além disso, o gene flaB possui um papel
importante na variagdo antigénica com influéncia no aumento da motilidade sob
diferentes condicbes ambientais (WASSENAAR et al. 1994). GRANT et al. (1993)
constataram que a estrutura flagelar desempenha um papel importante na
interiorizacdo que € independente da motilidade. Portanto, a baixa motilidade,
determinada pela auséncia do gene flaA em algumas cepas, ndo reduz totalmente o
potencial invasivo do microrganismo.

O uso de PCR na determinacgéo da presencga/auséncia de genes é um método
eficiente e econdmico e utilizado rotineiramente (BANG et al., 2003; DATTA et al.,
2003; MULLER et al., 2006; TALDUKER et al., 2008; RIPABELLIA et al., 2010). No
entanto, a presenca ou auséncia de um gene néo deve ser interpretada somente
pela PCR. A metodologia Southern Blot pode ser utilizada em conjunto com a PCR
para confirmar resultados. Portanto, os resultados deste estudo s6 permitem inferir
que 0 gene estava ausente, ou que algumas cepas sdo PCR-negativas, ou que 0s
iniciadores néo hibridaram devido a alteracdes de nucleotideos na sequéncia alvo.
Além disso, o fendtipo ndo pode ser determinado pela presenca ou auséncia de um
gene porque 0s niveis de expressdao podem variar muito de estirpe para estirpe
(PICKETT et al., 1996; GILBERT & SLAVIK, 2004; DEUN et al., 2007). Dessa forma,
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0 processo de colonizacdo e viruléncia ndo é totalmente compreendido, mas pode
ser caracterizado pela atuacdo conjunta de varios genes sendo expressos em uma
complexa rede de genes altamente reguladas (ATACK & KELLY, 2009).

Em C. jejuni houve proximidade entre as porcentagens de positividade para
0s genes pldA (63,6%), cadF (67,3%), ciaB (67,3%) e o complexo CDT (65,5%). C.
coli apresentou 26,3% das cepas positivas para pldA, 31,6% para cadF, 21,1% para
ciaB e 5,3% para CDT. Os isolados de Campylobacter spp. exibiram apenas os
genes pldA e ciaB, nas porcentagens de 10% e 5%, respectivamente (Tabela 11).

No presente estudo, a porcentagem de positividade para o gene pldA foi de
44,7% (42/94). Valores semelhantes também foram encontrados por HANNING et al.
(2010) com prevaléncia de 56% do gene pldA em C. jejuni oriundas de amostras
ambientais e de carcacas de frangos na Etiépia. THAKUR et al. (2010) obtiveram
porcentagens entre 5-75% de positividade para o gene pldA em isolados humanos e
de carne de frangos, com maiores valores em C. jejuni isolados de humanos.
Entretanto, BISWAS et al. (2011) encontraram pldA em 94,23% dos 52 C. jejuni
isolados de pacientes clinicos no Canada. De maneira similar, TALUKDER et al.
(2008) e ZHENG et al. (2006) detectaram a presenca de pldA em 300 isolados de C.
jejuni e C. coli obtidos a partir de pacientes com enterite em Bangladesh, no primeiro
estudo, e em diferentes isolados de C. jejuni e C. coli obtidos a partir de frangos,
perus, suinos e bovinos, no segundo.

O gene pldA estd relacionado a invasdo celular e a codificacdo de uma
proteina envolvida na sintese de fosfolipase da membrana externa (ZIPRIN et al.,
2001). Fosfolipases constituem um subgrupo de enzimas lipoliticas que tém a
capacidade de hidrolisar uma ou mais ligactes éster em fosfolipideos promovendo
ruptura da membrana celular em eucariotos (WAITE, 1996; SONGER, 1997). A
proteina oriunda do gene pldA esta localizada na membrana externa da bactéria e
possui propriedade hemolitica, podendo ser responsavel por danos nos tecidos
durante a infeccao por C. jejuni ou C. coli (SONGER, 1997; WASSENAAR, 1997,
MATOBA et al., 2002). Estudos desenvolvidos por GRANT et al. (1997) e ZIPRIN et
al. (2001) demonstraram que a auséncia de pldA em C. coli mostrou uma reducéo
significativa na atividade hemolitica e em C. jejuni promoveu uma diminuicdo na

capacidade de colonizacdo cecal em frangos.
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Observou-se que 45,7% das 94 cepas apresentaram o gene cadF. Em C.
jejuni, a positividade foi de 67,3% (37/55). RIZAL et al. (2010) detectaram 88,33% de
positividade em 60 C. jejuni isolados de intestinos de frangos nos estados de
Meghalaya e Assam, na india. Assim como THAKUR et al. (2010), nos Estados
Unidos (EUA), que observaram que entre 60-100% dos isolados possuiam o gene
cadF com superioridade para C. jejuni em relacdo a C. coli. Diferentemente, BISWAS
et al. (2011) no Canada, HANNING et al. (2010) na Etiopia, e RIPABELLI et al.
(2010) na Italia, que comprovaram a presenca de cadF em todas as cepas de
Campylobacter spp. estudadas.

O gene cadF codifica uma proteina que interage com a fibronectina da matriz
extracelular do hospedeiro, participando da colonizacdo da superficie celular. A
adesina CadF € uma proteina de membrana externa de 37kDa encontrada
principalmente em C. jejuni que se liga a receptores especificos da superficie
basolateral da célula hospedeira maximizando a invasdo. Essa interacdo permite a
translocacdo da bactéria mantendo a barreira epitelial intacta (MONTEVILLE et al.,
2003).

A positividade para o gene ciaB foi de 44,7% (42/94), para C. jejuni a
porcentagem foi de 67,3% (37/55). De maneira semelhante ao encontrado no
presente trabalho, HANNING et al. (2010) observaram 40% de positividade para o
gene ciaB nos 105 isolados de Campylobacter spp. oriundos de amostras ambientais
e de carcacas de frangos na Etiopia. Em Portugal, SANTOS (2011) obteve 87% de
cepas de C. jejuni com ciaB provenientes de 87 amostras de frangos e de fezes
humanas. Contudo, foram detectadas maiores porcentagens de ciaB por BISWAS et
al. (2011) e TALUKDER et al. (2008) em amostras de pacientes clinicos e por
ZHENG et al. (2006) em amostras de aves, com valores de 92,31%, 95% e 91%,
respectivamente.

O gene ciaB codifica a proteina CiaB de 73-kD que estd associada ao
mecanismo de exportacdo da flagelina. Essa proteina esta ligada a destruicdo de
microtubulos promovendo a entrada e permitindo a mobilidade da bactéria no interior
da célula hospedeira. O mecanismo de invasdo produzido por CiaB induz a
desestruturacdo de microtibulos motores e microfilamentos celulares, além da

fosforilacdo de proteinas tirosina citoplasmaticas, que sdo sinalizadoras de reacdes
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em cascata, promovendo disturbios celulares de forma a potencializar a motilidade
intracitoplasmatica sem restricdes (RIVERA-AMILL et al., 2001).

O complexo CDT foi identificado por BANG et al. (2004) ao avaliar 117
estirpes de C. jejuni oriundas de carcacas de perus em proporc¢des diferentes, com
101 (86,3%) positivas para o gene cdtA, 102 (87,2%) para o gene cdtB e 110 (94%)
para o gene cdtC, valores estes maiores ao encontrado no presentes estudo, que foi
de 44,7% (42/94) em relacdo a todas as cepas e de 67,3% (37/55) para C. jejuni.
Porcentagens menores foram observadas por CARVALHO (2009) no Brasil em 13
estirpes de C. jejuni, provenientes de frangos de corte e hortalicas, com positividade
de 38,46% (5/13) para todos os genes do complexo CDT. Assim como, HANEL et al.
(2007b) que pesquisaram na Alemanha a toxina citoletal distensiva em perus e
encontraram os trés genes cdt em 9/13 (53%) das estirpes de C. jejuni isoladas.
KRUTKIEWICZ & KLIMUSZKO (2010) avaliaram a presenca dos genes cdtA, cdtB e
cdtC em 63 isolados de C. jejuni e C. coli de fezes de frangos e de caes com
porcentagens de 75%, 87,5% e 75%, respectivamente, na Polbnia.

Resultados superiores para o complexo CDT foram encontrados por
HANNING et al. (2010) em 48 cepas de C. jejuni isoladas de carcacas de frangos na
Etidopia, em que todas possuiam todos os genes cdt. Assim como, EYIGOR et al.
(1999) que detectaram os genes cdt em 69/70 (99%) das estirpes de C. jejuni
isoladas de carcacas de frango de quatro diferentes supermercados dos EUA. Na
Dinamarca, BANG et al. (2001) detectaram o gene cdtB em 111/114 (97,3%) das
estirpes de Campylobacter spp. isoladas de fezes de frangos. No Japéo, DATTA et
al. (2003) identificaram os trés genes cdt em 100% das 111 estirpes de C. jejuni
isoladas de amostras clinicas humanas, carnes de frango e fezes de frangos e
bovinos.

A atividade da toxina CDT codificada pelos genes cdt (cdtA, cdtB e cdtC)
ocorre por meio da potencializacdo do bloqueio do ciclo celular por meio de cdtA
com o auxilio da proteinas dos genes cdtA e cdtC, que funcionam como
subunidades diméricas que transportam a proteina do cdtB e a interiorizam na célula
hospedeira. Uma vez dentro da célula, a proteina CdtB entra no nucleo e exibe uma
atividade semelhante & DNase-l, resultando em cortes na fita dupla do DNA. As

células eucarioticas respondem aos cortes no DNA, bloqueando a fase G2/M da
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divisdo celular, inibindo a divisdo mitética e induzindo uma distensao citoplasmatica
que leva a morte da célula. A presenca dos trés genes cdt € requerida para uma
plena atividade da toxina. Mutacées nos genes cdtA, cdtB ou cdtC que possam
causar perda da funcdo em alguma das trés subunidades, impedem a célula
bacteriana de induzir uma citotoxicidade (MARTINEZ et al., 2006; SMITH &
BAYLES, 2006; JEON et al., 2005; ASAKURA et al., 2007).

Segundo MARTINEZ et al. (2006), essencialmente todas as estirpes de C.
jejuni apresentam 0s genes cdt, e a maioria tem atividade da toxina. Porém, ha
excecOes de raros isolamentos que sofrem mutagao e ndo expressam a atividade do
gene. Estes mesmos autores sequenciaram e caracterizaram cepas-cdt negativas
em seu estudo, e constataram a presenca de pseudogenes cdtA, cdtB e cdtC, que
apresentavam delecdes em seu codigo sequencial. Com este resultado, os autores
afirmaram que € provavel que essas dele¢cbes sejam mais comuns do que o
esperado. ASAKURA et al. (2007) também observaram que alguns genes cdt ndo
sao identificados devido a mutacbes como delecdo, insercdo ou substituicdo de
nucleotideos, e sugerem que essas mutacdes podem afetar a atividade da toxina.
BANG et al. (2003) relatam que a producéo da toxina € baixa ou negativa quando hi
mutacdes em regides do gene cdt, porém, segundo PARK (2002), mesmo algumas
estirpes sendo mutantes cdt-negativas, ainda mantém alguma atividade toxigénica.

No entanto, € importante mencionar que a presenca ou auséncia de alguns
genes ndo pode ser utilizada para prever se uma espécie particular de
Campylobacter é virulenta ou ndo, e que mais estudos precisam ser realizados para
se chegar a conclusdes validas. Além disso, um resultado negativo por PCR pode
ser causado por variacdo de sequéncia no local de ligacdo do primer e n&o indica
necessariamente a auséncia de um gene. Isto é uma limitacdo do método de PCR
para detectar regides alvo e pode ter um impacto sobre os dados que devem ser
interpretados cuidadosamente (THAKUR et al., 2010).

Ao avaliar de forma descritiva a relacdo entre a resisténcia antimicrobiana a
macrolideos e fluoroquinolonas com a presenca de genes de viruléncia em C. jejuni
observou-se que de 34/55 (61,8%) cepas que possuiam resisténcia antimicrobiana a
um ou ambos antibidticos, 28/34 (82,4%) possuiam pelo menos um gene de
viruléncia além do flaA, e 21/34 (61,8%) possuiam quatro ou todos 0s genes
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estudados. Porém, estatisticamente, ndo foi encontrada nenhuma ligacdo entre
essas variaveis (p>0,05). Da mesma forma, um estudo relatou a auséncia de
qualquer associacdo entre a resisténcia antimicrobiana, as propriedades de
viruléncia e o perfil genotipico de C. jejuni isoladas de humanos e de aves (VAN
DEUN et al., 2007). Porém, THAKUR et al. (2010) observaram associactes
significativas entre a viruléncia, o perfil de resisténcia para doxaciclina e o gendétipo
de Campylobacter, este mesmo padrao nao foi observado para ciprofloxacina. Estes
mesmos autores evidenciaram a importancia em mencionar que a associacao entre
viruléncia e resisténcia antimicrobiana pode ser dependente da populagao
bacteriana, da estirpe, da origem, e outros fatores importantes que devem ser
levados em conta antes de fazer interpretacdes validas.

Das 94 cepas testadas para a presenca de genes de viruléncia, 56 (59,6%)
apresentaram pelo menos um gene de viruléncia, sendo C. jejuni com 46/55 (83,6%)
cepas, C. coli com 8/19 (42,1%) e em Camplobacter spp. 2/20 (10,0%). A Tabela 12
mostra detalhes relacionados ao nimero de genes encontrados por estirpe em cada

uma das especies.

Tabela 12: Porcentagem de cepas de Campylobacter isoladas de frangos que possuem de um a

cinco genes de viruléncia testados.

) Espécie
Quantidade _ i Total (N=56)
C. jejuni (N=46) C. coli (N=8) Campylobacter spp. (N=2)
de genes n (%)
n (%) n (%) n (%)
1 8 (17,4) 3(37,5) 1 (50,0) 12 (21,4)
2 2(4,3) 1(12,5) 1 (50,0) 4(7,1)
3 6 (13,0 3(37,5) 0 9(16,1)
4 10 (21,7) 0 0 10 (17,9)
5 20 (43,6) 1(12,5) 0 21 (37,5)
Total 46 8 2 56

N — ndmero total de cepas com pelo menos um gene de viruléncia; n — nimero de cepas que
possuem diferentes quantidades de genes de viruléncia; % - porcentagem de cepas com 0s genes de

viruléncia.

Os dados apresentados evidenciam que 20/46 (43,6%) das cepas de C.
jejuni possuem todos os genes de viruléncia estudados, 0 que ndo € observado nas

mesmas proporc¢des em C. coli (1/8 — 12,5%) nem em Campylobacter spp. (0). Trata-
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se de mais um fato que comprova o maior poder patogénico de C. jejuni sobre as
demais espécies em causar casos clinicos em seres humanos, devido as
importantes propriedades de viruléncia que sao essenciais para eliciar a sua
patogenia (THAKUR et al., 2010).

Ao analisar a presenca dos genes entre os isolados de Campylobacter spp.
levando-se em consideracéo o local de isolamento (Minas Gerais, Distrito Federal e
Goias) e a condicdo da amostra (proveniente de frango congelado ou resfriado)
observa-se que das 56 cepas de Campylobacter spp. que possuiam genes
associados a viruléncia 40 (71,4%) eram provenientes de amostras de frangos
resfriados e 16 (28,6%) oriundas de frangos congelados.

Devido a quantidade de estirpes isoladas de amostras congeladas (26) em
relacdo ao identificado em amostras resfriadas (68), é possivel constatar que foi
detectada uma porcentagem equivalente a 61,5% (16/26) de cepas que
apresentaram genes de viruléncia em amostras de frangos congelados, sendo que
em carcacas de frangos resfriados foi de 58,8% (40/68). A Tabela 13 mostra a
distribuicdo dos genes de viruléncia das cepas isoladas de carcacas de frango

conforme o local de origem das amostras.

Tabela 13: Porcentagem de cepas de Campylobacter spp. isoladas de carcacas frangos que

possuem os genes de viruléncia pesquisados distribuidas conforme o local de origem.

Origem de isolamento

) Frangos resfriados N=40 Frangos congelados N=16
Espécie Total N=56
Minas Gerais Distrito F ederal Goiéas
N=40 n(%) N=12 n(%) N=4 n(%)
C. jejuni 35 (87,5) 9 (75,0) 2 (50,0) 46
C. coli 5(12,5) 2 (16,7) 1 (25,0) 8
Campylobacter spp. 0 1(8,3) 1(25,0) 2

N — ndmero total de cepas com genes de viruléncia; n — ndmero de cepas por espécie; % -

porcentagem encontrada em cada espécie.

De acordo com a Tabela 13, pode-se inferir que a porcentagem de cepas de
C. jejuni com genes de viruléncia em amostras de Minas Gerais (87,5%) foi maior do
gue o observado no Distrito Federal (75,0%) e em Goias (50,0%). Ja em C. coli e em

Campylobacter spp., as porcentagens foram maiores no Distrito Federal (16,7% e
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8,3%) e em Goias (25,0% para ambos) do que o detectado em Minas Gerais (12,5%
e 0), respectivamente. A compreensdo do maior potencial patogénico a nivel
molecular em C. jejuni e C. coli em relacdo as origens de isolamento, a manifestacao
de doenca e a associacdo de fatores de viruléncia ainda ndo foram bem elucidados
(COOTE et al., 2007). Dessa forma, estudos mais amplos sdo necessarios para
fornecer maiores informacdes sobre outros mecanismos patogénicos especificos
ainda ndo bem definidos (RIPABELLI et al., 2010).

4.4. Expressao de genes associados a viruléncia

Propriedades potenciais de viruléncia em Campylobacter incluem motilidade,
quimiotaxia, colonizacdo, capacidade de adesao, invasao e translocacao epitelial,
termotolerancia, sobrevivéncia intracelular e producdo de toxinas (YOUNG et al.,
2007). A regulacdo da expressdo génica dessas propriedades de patogenicidade &
dependente de varios fatores intrinsecos ao microrganismo, mas também esta
relacionada a sensibilidade a pequenas variagbes do ambiente, tais como a
disponibilidade de nutrientes e mudancas de temperatura (GANDRAA et al., 2008).

A avaliacdo da transcricdo de genes associados a viruléncia € um fator que
reforca o0 poder patogénico das cepas encontradas. Assim, a presenca dos
transcritos mostra que o microrganismo esta se transcrevendo para uma possivel
expressao desses genes. A avaliacdo dos transcritos foi realizada nas 56 cepas de
Campylobacter spp. que apresentaram genes de viruléncia. As Figuras 8 e 9 ilustram
os resultados encontrados para os genes ciaB e dnaJ, respectivamente.

A analise realizada por RT-PCR constatou a presenca de transcritos de
viruléncia em 32/56 (57,1%) das cepas avaliadas. Deste total, 87,5% (28/32)
tratavam-se de genes expressos por C. jejuni e 12,5% (4/32) por C. coli. A Tabela 14
evidencia o niumero de cepas que expressaram o0s genes estudados. Em C. jejuni foi
possivel constatar que 8/28 (28,6%) apresentaram apenas transcritos do gene ciaB,
2/28 (7,1%) somente expressao para dnalJ e 18/28 (64,3%) para ambos 0s genes.
Ao avaliar C. coli observa-se que todas (4/4) expressaram transcritos para ambos 0s

primers em estudo.



55

A transcricdo do gene ciaB esta envolvida na invasdo de células epiteliais
(POLY & GUERRY, 2008). CHANG et al. (2011) relataram que a infeccéo de C. jejuni
requer a proteina Ciab para a internalizacdo eficiente da bactéria nas células
hospedeiras.

As proteinas oriundas do gene dnaJ apresentam uma importante funcdo na
superacao de variacdes bruscas de temperatura, de forma que o microrganismo se
torne capaz de sobreviver e adaptar-se a nova temperatura (STINTZI, 2003). A
resposta ao choque térmico esta associada ao desempenho na colonizacao do trato

intestinal e a sobrevivéncia bacteriana a altas temperaturas (KONKEL et al., 1998).

Figura 8: Gel de PCR demonstrando a presenca da expressao de transcritos de viruléncia de ciaB
em cepas de C. jejuni isoladas de carcacas de frangos. M (marcador de peso molecular de 50pb,
Invitrogen); C+ (controle positivo de C. jejuni NCTC 11351); 1-10 (estirpes de C. jejuni isoladas de

frangos positivas para a expressao do gene ciaB).

117pb

Figura 9: Gel de PCR demonstrando a presenca da expresséo de transcritos de viruléncia de dnaJ
em cepas de C. jejuni isoladas de carcacas de frangos. M (marcador de peso molecular de 50 pb,
Invitrogen); C+ (controle positivo de C. jejuni NCTC 11351); 1-10 (estirpes de C. jejuni isoladas de

frangos positivas para a expresséo do gene dnald).
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Tabela 14: Presenca e porcentagem de transcritos de viruléncia em Campylobacter spp. isolados de

amostras de frangos.

Espécie
Genes de _ i Total — N=32
. C. jejuni C. coli Campylobacter spp.
expresséo n (%)
N=46 N=8 N=2

Apenas ciaB 8 - - 8 (25,0)
Apenas dnad 2 - - 2 (6,25)
ciaB e dnaJ 18 4 - 22 (68,75)
Total —n (%) 28 (60,9) 4 (50,0) 0 32 (100,0)

N — numero total de cepas com expressao de transcritos; n — nimero de cepas que expressam 0S

genes em cada espécie; % - porcentagem encontrada para expressao por espécies.

Vale ressaltar que foram avaliadas 46 cepas de C. jejuni, oito cepas de C.
coli e duas de Campylobacter spp. Desse total, 60,9% (28/46) das estirpes de C.
jejuni foram capazes que expressar transcritos para 0s genes ciaB e/ou dnalJ e em
C. coli a porcentagem foi de 50,0% (4/8).

Recentemente tem havido um interesse crescente na determinacdo dos
efeitos ambientais sobre a viruléncia e transcricdo de genes em patdégenos de
origem alimentar (BERGHOLZ et al., 2009; OLESEN & JESPERSEN, 2010;
OLESEN et al., 2009; 2010; RIEU et al., 2010), porém muito pouco se sabe sobre
esses parametros em Campylobacter (LIGOWSKA et al.,, 2011; MA et al., 2009;
PHONGSISAY et al., 2007; XIE et al., 2011).

Neste estudo, as analises realizadas avaliaram a presenca de transcritos
sobre condi¢bes normais, sem submeter o microrganismo a nenhuma condicao de
estresse, nem em cultura de células ou inoculando em animais. O fato de algumas
cepas nao expressarem transcritos para 0s genes ciaB e/ou dnaJ pode estar
explicado por POLI et al. (2012) que afirmaram que as diferentes estirpes de C.
jejuni e de C. coli podem assumir diversas propriedades para modular sua viruléncia
podendo ser mais patogénica do que outras dependendo da situacdo que sao
submetidas, logo, possuem capacidades diversas para causar doenca e lidar com o
estresse.

A expressao de fatores de viruléncia € regulada de forma a impedir a sua
producdo desnecesséaria e também como forma de escape do sistema imunoldgico

do hospedeiro. A presenca de habilidades especificas em C. jejuni influencia na
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superficie bacteriana, no metabolismo e no comportamento, contribuindo para a
viruléncia, permitindo a rapida alteracdo de seu fenotipo (MOURIK, 2011). Estudos
realizados por STINTZI et al. (2005) e WOODALL et al. (2005) confirmaram grandes
diferencas na transcricdo de genes in vitro e sob condi¢cbes de crescimento in vivo.

O estudo dos sistemas de regulacdo que explicam o comportamento de C.
jejuni em diferentes condicbes ambientais esta aumentando devido aos rapidos
avancos da gendmica e da protedbmica (PARKER et al., 2006; HOFREUTER et al.,
2006; PARKHILL et al., 2000; PEARSON et al., 2007). Véarios perfis de transcricao
em C. jejuni mantida sob uma variedade de condi¢cdes de crescimento indicam uma
variacdo consideravel na expressdo do gene (ANDERSEN et al., 2005; CARRILLO
et al., 2004; ELVERS et al., 2005; GAYNOR et al., 2005; HENDRIXSON, 2006;
HOLMES et al., 2005; MACKICHAN et al., 2004; MOEN et al., 2005; PALYADA et al.,
2004; RAPHAEL et al., 2005; STINTZI et al., 2005; STINTZI, 2003; WOODALL et al.,
2005; WOSTEN et al., 2006; WOSTEN et al., 2010; MOURIK, 2011), apoiando a
idéia de que a regulacdo dos genes é essencial para a manutencdo da sobrevivéncia
de C. jejuni. Nos ultimos anos, uma série de sistemas de transducdo de sinais que
podem contribuir para a adaptacdo bacteriana foram identificados em C. jejuni
(MACKICHAN et al., 2004). Este microrganismo desenvolveu um repertério de
mecanismos especificos que permitem uma ripida adaptacdo metabdlica, além das
alteracbes no crescimento e no comportamento nos diversos ambientes
(frango/homem), o que explica as diferencas na patologia quando comparada a
outras enterobactérias como Salmonella e Shigella (MOURIK, 2011).

MA et al. (2009) avaliaram a expressao da viruléncia associada aos genes
cdtB, cadF e ciaB ao submeter C. jejuni ao estresse nutricional. A transcricdo de cdtB
foi observada somente nos periodos de 2 a 6 horas, enquanto que a expressao de
cadF e ciaB foi bastante reduzida entre 24 e 48 horas sob estresse nutricional.
Distintamente, a exposi¢cdo ao 6xido de zinco (ZnO), um aditivo alimentar ndo afetou
significativamente a transcricdo dos gene cdtB, cadF e ciaB (XIE et al.,, 2011).
RIVERA-AMILL et al. (2001) afirmaram que a expressao dos genes que codificam as
proteinas Cia esta sujeita a regulacdo ambiental, tal como observado na cultura em

células eucaridticas, as quais possuem componentes que induzem essa transcricao.
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KONKEL et al. (1998) e REID et al. (2008) ao analisarem proteinas de
choque térmico, tais como ClpP e DnaJ, constataram que sua sintese varia com a
temperatura de forma que um aumento subito na temperatura aumenta
consideravelmente sua sintese. Ja durante o estresse submetido pelo choque frio,
0S genes de traducdo de proteinas de choque térmico reprimem sua expressao
(BEALES, 2004).

A distribuicdo dos transcritos de viruléncia quanto a origem (Minas Gerais,
Distrito Federal e Goias) e condigcdo da amostra em que Campylobacter spp. foi
isolada (frango congelado e frango resfriado) pode ser observada na Tabela 15.
Pode-se constatar que 55,0% (26/40) estirpes que possuiam genes de viruléncia
isoladas de frangos em Minas Gerais expressaram a caracteristica de invaséo (ciaB)
e/ou termotolerancia (dnaJ). No Distrito Federal e em Goias, observou-se que 33,3%

(4/12) e 50,0% (2/4) das cepas transcreveram estes genes, respectivamente.

Tabela 15: Distribuigdo por local de origem da frequéncia e porcentagem de transcritos de viruléncia

de C. jejuni e C. coli isolados de carcacas de frangos congeladas e resfriadas.

Origem de isolamento

Amostras resfriadas Amostras congeladas
Genes de Total
Minas Gerais N=26 D. Federal N=4 Goias N=2
expresséo n(%)
C.jejuni C. coli C.jejuni C.coli C.jejuni C.coli
n(%) n(%) N(%) n(%) n(%) n(%)
Apenas ciaB 7 - 1 - - - 8 (25,0)
Apenas dnaJ 1 - - - 1 - 2(6,2)
ciaB dnal 14 4 3 - 1 - 22 (68,8)
Total 22 (68,8) 4(12,5) 4(12,5) 0 2(6,2) 0 32 (100,0)

N — ndmero total de cepas com expressao de transcritos; n — nimero de cepas que expressam 0S

genes em cada espécie; % - porcentagem encontrada para expressao por espécie.

Os dados da Tabela 15 indicam uma menor transcricdo para o gene dnad
guando se compara ao gene ciaB. Provavelmente, esse fato pode estar relacionado
a baixa expressao de genes de choque térmico quando as bactérias sdo submetidas
ao estresse a 4C e -20C (BEALES, 2004). De acordo com STINTZI &
WHITWORTH (2003), em geral, a expressao de cerca de 13% do genoma

bacteriano € significativamente alterado no choque frio. Estes mesmos autores
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afirmaram que, apesar disso, Campylobacter apresenta mecanismos de tolerancia e
adaptacdo as baixas temperaturas que incluem a aquisicdo ou a biossintese de
moléculas crioprotetoras, levando a altera¢cdes da composicao lipidica da membrana
de forma a manté-la viavel nessas condi¢des.

C. jejuni € capaz de se adaptar e sobreviver a uma vasta gama de
condi¢cdes ambientais, de forma ubiqua e persistente, apesar de ter um genoma
relativamente pequeno, uma temperatura Otima elevada para seu crescimento, uma
sensibilidade para os niveis elevados de oxigénio atmosférico e uma necessidade de
meios enriquecidos e seletivos para seu crescimento (PARK, 2000). Portanto, é
essencial para C. jejuni ter a capacidade para responder rapidamente as mudancas
nas condicbes ambientais através de uma série de sistemas especializados. Estes
sistemas funcionam de forma a promover um ajuste de seu transcriptoma de forma a
modificar e facilitar uma resposta a condigdo submetida que se traduz em mudanca
fisica (LODGE, 2007).

A resposta de C. jejuni as mudancas de temperatura é talvez o tema mais
investigado quanto ao seu sistema regulatério. Campylobacter pode ser encontrada
em uma vasta gama de temperaturas ambientais desde alimentos
congelados/refrigerados (-20C/4C) até o trato gas trointestinal das aves (42<C). Por
conseguinte, € evidente supor que C. jejuni possui ambos os mecanismos de defesa
ao frio e a altas temperaturas. Varias proteinas de tolerancia as variacbes de
temperatura foram identificadas em C. jejuni, porém ndao ha homologia com as
mesmas encontradas em outras enterobactérias, como E. coli (RATH & JAWALLI,
2006).

A habilidade de invasdo em células por Campylobacter € um requisito
importante em sua patogenia (SOSULA et al., 1988). A maxima transcricdo de genes
associados a invasdao, como 0 caso de ciaB, ocorre quando as cepas estdo em
contato com células do epitélio intestinal do hospedeiro de forma que C. jejuni se
torna mais habil a sintetizar e secretar um conjunto de proteinas CiaB, designadas
como antigenos de invasdao de Campylobacter (RIVERA-AMILL et al., 2001;
KONKEL et al., 2004). A presenca de proteinas CiaB aumenta a gravidade da
doenca com o desenvolvimento de sintomas diarréicos 24 horas apds o contato,
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diferente de cepas com auséncia de traducdo dessas proteinas que desenvolvem
esse sintoma somente apos trés dias de incubagcdo (KONKEL et al., 2001).

Os resultados apresentados nesse estudo concretizam a variacdo
observada na transcricdo de genes em Campylobacter. E importante ressaltar que
embora a maioria dos trabalhos atribuam uma maior énfase para expressao em C.
jejuni, o presente estudo destaca a importancia também relevante a C. coli na
trancricdo de genes associados a viruléncia que potencializam sua patogenia. A
submissdo a diferentes condicdes podem promover variagbes no transcriptoma
desses agentes como forma de superacdo e adaptacdo ao ambiente a fim de

permitir sua sobrevivéncia e multiplicagéo.

4.5. Transcricdo de genes de viruléncia em  C. jejuni apos infeccdo em células

Caco-2

Do total de 46 cepas de Campylobacter jejuni que possuiam genes de
viruléncia, 18 (39,1%) n&o foram capazes de transcrever os genes ciaB e dnaJ nas
condi¢cBes normais. Dessa forma, 14/18 estirpes foram selecionadas para inoculacdo
em células Caco-2, por apresentarem pelo menos trés dos genes de viruléncia
estudados (flaA, pldA, ciaB, cadF e complexo cdt).

A Tabela 16 caracteriza as 14 cepas submetidas ao cultivo em células que
nao apresentaram transcritos, mas apresentaram genes de viruléncia. Destas, 9/14
(64,3%) C. jejuni apresentaram todos os genes de viruléncia estudados.

Apos a cultura em células, foi possivel constatar que 2/14 (14,3%) cepas
passaram a expressar o gene ciaB. Trata-se das cepas de numero 13 e 46, que
apresentaram todos os genes estudados. Quanto ao gene dnaJ, sua transcri¢ao foi
detectada em todas as cepas testadas. As Figuras 10 e 11 ilustram a expressao dos
transcritos dos gene ciaB e dnaJ nas cepas testadas 24 horas ap0s inoculacdo em

células Caco-2.
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Tabela 16: Caracterizagcdo, quanto a origem e a presenca de genes de viruléncia, das cepas de C.
jejuni isoladas de carcacas de frangos, que ndo apresentaram transcritos de viruléncia, inoculadas em

células Caco-2.

Identificagcdo Genes Origem/Condicao da
C.jejuni flaA pldA cadF ciaB cdtABC amostra
7 + - + - + Minas Gerais/resfriado
9 + + + + + Distrito Federal/congelado
11 + + + + + Minas Gerais/resfriado
12 + + + + + Distrito Federal/congelado
13 + + + + + Minas Gerais/resfriado
17 + + - + + Minas Gerais/resfriado
29 - + + + - Minas Gerais/resfriado
32 + + + + + Minas Gerais/resfriado
35 + + + + + Minas Gerais/resfriado
37 + + + + - Minas Gerais/resfriado
39 + + + + + Distrito Federal/congelado
40 + + + + - Distrito Federal/congelado
45 + + + + + Minas Gerais/resfriado
46 + + + + + Minas Gerais/resfriado

+: presenca do gene; -: auséncia do gene.

0 M C+ 7 9 11 12 13 17 29 32 35 37 359 40 45 46

V4

Figura 10: Gel de RT-PCR para expressdo de ciaB das cepas de C. jejuni apés inoculacdo em
células Caco-2. M (marcador de peso molecular de 50pb, Invitrogen); C+ (controle positivo de C.
jejuni NCTC 11351); 13 e 46 (estirpes de C. jejuni positivas para a transcricdo do gene ciaB); 7-12 e

17-45 (estirpes de C. jejuni negativas para a transcricdo do gene ciaB).
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Figura 11: Gel de RT-PCR para expressao de dnaJ das cepas de C. jejuni apés inoculacdo em
células Caco-2. M (marcador de peso molecular de 50pb, Invitrogen); C+ (controle positivo de C.

jejuni NCTC 11351); 7-46 (estirpes de C. jejuni positivas para a transcricdo do gene dnaJ).

LI et al. (2008) realizaram um estudo com cepas de C. jejuni oriundas de
frangos e de humanos e avaliaram a expressdo dos genes ciaB e dnal ap0s
inoculacdo em células intestinais de embribes de frangos (CEICs). Os autores
observaram um aumento significativo na expressdo de todos o0s genes além de
constatarem que alguns componentes secretados durante a cultura séo
responsaveis pela regulacdo dessa expressdo. Para o gene dnaJ houve maior
expressao nas bactérias em suspensao no cultivo quando comparada a transcricéo
de ciaB, assim como o presente estudo.

O cultivo das estirpes sob condicdes de maiores temperaturas, ambiente
adequado (5%CO02), com a presenca de nutrientes e células que permitam o
desenvolvimento de sua patogenia, podem ter contribuido para a expressdo dos
genes ciaB e dnaJ. POLI et al. (2012) afirmaram que quando C. jejuni € mantida a
baixas temperaturas seu potencial de viruléncia é reprimido. E, de acordo com
STINTZI (2003), a manutencéo de C. jejuni sob temperaturas elevadas promove uma
mudanca global em seu transcriptoma, constatando seu perfil transitorio. Estes
dados, explicam a presenca de transcricdo dos genes ciaB e dnaJ nas cepas de C.
jejuni, isoladas de frangos resfriados e congelados, somente apds inoculagdo nas
células Caco-2 mantidas em temperaturas elevadas (37<C).

O gene dnaJ desempenha um papel importante na traducdo de proteinas
ligadas a termotolerancia em C. jejuni, permitindo que o microrganismo seja capaz
de colonizar células em altas temperaturas, equivalentes a 46<C (KONKEL et al.,
1998), o que justifica a elevada transcricdo deste gene apoés inoculacdo em cultura

de células Caco-2 ha 37°C a 5% de CO,, observada no presente trabalho, ja que



63

anteriormente as cepas estavam submetidas baixas temperaturas nas carcagas de
frangos (4°C e -20°C) e na cultura de células as bactérias encontraram melhores
condi¢cbes para expressarem sua viruléncia.

A expressao de transcritos do gene ciaB pode estar relacionada a presenca
de componentes especificos das células eucaridticas hospedeiras, que induzem a
sintese e secrecdo da proteina CiaB (RIVERA-AMILL et al., 2001).

A transcricdo apds a cultura em células Caco-2 para o gene ciaB (2/14 —
14,3%) foi consideravelmente baixa em relacdo ao observado para dnaJd (14/14 —
100%). Esse fato concorda com os resultados encontrados por POLI et al. (2012),
gue ao inocularem em células Caco-2 trés cepas distintas de C. jejuni, isoladas de
frangos e humanos, submetidas a uma variacdo na temperatura de 4<C para 37C
durante 24 horas, constataram que a capacidade de invasdo nao foi afetada pela
mudanca na temperatura pela técnica de RT-PCR para o gene ciaB.

Estudo realizado por CHAISOWWONG et al. (2012) comprovou que células
viaveis nao-cultivaveis (VNC) de C. jejuni, que assumiram essa caracteristica apos
submissdo a temperatura de 4T, adquiriram a capacidade de invadir células
humanas do epitélio intestinal (Caco-2) in vitro, constatada pela deteccdo de altos
niveis de expressao de genes de viruléncia, tais como ciaB. Dessa forma, os autores
concluiram que, apesar do estado de células VNC promovido pelo estresse a baixas
temperaturas, C. jejuni mantém sua viruléncia podendo eventualmente levar a
doenca em humanos, caracterizando uma preocupacdo potencial a seguranca
alimentar.

MOEN et al. (2005) investigaram padrdes de expressao génica global de C.
jejuni que foi cultivada a 5T por sete dias, e encontrar am uma elevada repressao na
expressdo génica. Em contraste, um grande numero de genes envolvidos no
metabolismo energético aumentou sua transcricdo quando as cepas foram
cultivadas a 25<C, indicando que a C. jejuni necessita de maiores temperaturas para
efetuar suas funcdes fisiologicas. Dessa forma, a tensdo sob baixas temperaturas
poderia ter induzido a reducdo da expressdo de genes de viruléncia no presente
estudo. Portanto, as bactérias podem reduzir sua transcricAio em ambientes

estressantes e elevar a mesma ao encontrar condi¢des favoraveis.
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Além disso, o transcriptoma de C. jejuni apresenta um sistema de
transducdo de sinais que permite sua adaptacdo as diversas situacfes sendo mais
eficaz in vivo do que in vitro (MOURIK, 2011). Dessa forma, em condi¢des in vivo
seria possivel obter um maior nimero de cepas com transcricdo para o gene ciaB.

Apesar da auséncia de fatores de viruléncia que séo tipicos a maioria dos
outros enteropatdogenos, C. jejuni apresenta um repertério de mecanismos
sofisticados que permitem sua adaptacédo metabolica e alteracbes no crescimento de
forma rapida nas diferentes condicdes ambientais em que sdo submetidos. Essa
aptiddo permite a deteccdo dos diferentes comportamentos em andlises de
transcricdo génica, de forma a determinar e explicar as diferencas observadas na
patologia pelas diversas estirpes (MOURIK, 2011).

Os estudos sobre os parametros relacionados a transcricdo de genes de
viruléncia em C. jejuni sdo escassos. Dados sobre andlises de RT-PCR e de cultura
em células Caco-2 apresentam-se como ferramentas Uteis para diferenciar os
potenciais de viruléncia em cepas de C. jejuni (POLI et al., 2012). Dessa forma, o
presente estudo destaca a capacidade de Campylobacter para modular o seu
potencial de viruléncia, alterando sua expresséo génica conforme a condi¢cao que lhe

€ imposta.

4.6. Alteracdes morfologicas em células Caco-2

As células Caco-2 tém sido usadas como um modelo do epitélio intestinal
para a interacdo de C. jejuni com seu hospedeiro (EVEREST et al., 1992; KONKEL
et al., 1992; HARVEY et al., 1999). Essas células tém propriedades semelhantes aos
enterocitos do colon, com formacédo de bordas em escova com microvilosidades e
juncdes intercelulares, que garantem a resisténcia transepitelial, exibindo assim as
mesmas propriedades do epitélio intestinal do hospedeiro. Além disso, elas séo
utilizadas como modelos que caracterizam o epitélio de absor¢cdo com capacidade
de transporte de fluidos (DELIE & RUBAS, 1997).

A selecdo das cepas para a inoculacdo nas células foi baseada nas
caracteristicas de viruléncia e na similaridade filogenética. Entre as cepas de C.

jejuni que possuiam mais caracteristicas de viruléncia (Tabela 17), e proximidade
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genética inferior a 80% (Figura 12), foram selecionadas cinco para inoculagdo em
células do epitélio intestinal humano (Caco-2), que correspondem aos nameros de
identificacdo 08, 25, 30, 34 e 36. ApOs incubacdo por 72 horas observou-se a
ocorréncia de alteracbes na morfologia das células quando comparadas ao controle

negativo, conforme demonstrado na Figura 13.

Tabela 17: Caracterizagdo, quanto a resisténcia antimicrobiana e a presenca e expressao de genes

de viruléncia, das cinco cepas de C. jejuni mais virulentas selecionadas para inoculacdo em células

Caco-2.
Resisténcia o Presenca de
Numero o ) Presenca de genes de viruléncia i
Antimicrobiana transcritos
da cepa : i
ERI NOR flaA pldA cadF ciaB cdtABC ciaB dnal

08 R S + + + + + + +

25 S S + + + + + + +

30 S R + + + + + + +

34 S R + + + + + + +

36 S R + + + + + + +
ERI — eritromicina; NOR — norfloxacina; R — resisténcia; S — sensibilidade; + - presenca do gene ou do
transcrito.

1290 HLWL RAPD-1290 RAPD-HLWL

=
=1 o o o =
=1 = @ @ =
PSR PRSP R N W |

ﬂ': el el 08- C jejuni Distrito Federal — Frango congelado — 18/07/2011
sis gl | 25- C.jejuni Minas Gerais Frango resfriado 15/09£2011
oa I ] | | 36 - C jejuni Winas Gerais Frango resfriado 11#1142011
453‘1: ' l H 30- C jejuni Winas Gerais Frango resfriado 09¢11/2011

¥ ' [ : 34 - C jejuni Winas Gerais Frango resfriado 09¢11/2011

Figura 12: Dendrograma das cepas de C. jejuni que mais apresentaram caracteres de viruléncia, pela

técnica de RAPD-PCR com os primers 1290 e HLWL, utilizando a média de experimentos (average
from experiments) com tolerancia de 1,5% e método UPGMA com otimizagao de 80%, pelo programa

GelCompar.

Na avaliacdo morfolégica foi verificada diferencas na confluéncia das
células. Antes da infeccdo, todas as laminulas foram avaliadas quanto a confluéncia
apresentavam-se diferenciadas e confluentes. Apés infeccdo, tanto controle positivo
como todas as cepas tiveram perda de confluéncia em quase toda sua totalidade
(Figura 13).
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Figura 13: Fotomicrografia em microscopia Optica de luz em objetiva de 100x, ilustrando a atuagao

de C. jejuni nas células Caco-2. 13a — Controle negativo, contendo somente as células do epitélio
intestinal humano. 13b — Controle positivo composto pelas células inoculadas com C. jejuni NCTC
11351. 13c e 13d — Células inoculadas com as cepas de C. jejuni, correspondentes aos nimeros 08 e

36, respectivamente.

A Figura 14 demonstra a presenca de C. jejuni de forma aglomerada nas

células Caco-2, provavelmente atuando no processo de invasdo e colonizacdo

celular.

Figura 14: Fotomicrografia em microscopia Optica de luz em objetiva de 100x com aglomeracdes de
C. jejuni (cepa de numero 25) nas células Caco-2, demonstrando sua propriedade invasiva, conforme

evidenciado nas setas.
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A perda de confluéncia ou juncdo entre as células, observada tanto no
controle positivo quanto no grupo teste e ilustrada nas Figuras 13, 14 e 15, também
foi relatada por MACCALLUM et al. (2005) que detectaram a perda das juncdes de
oclusdo entre as células ap6s contato com C. jejuni por 24 horas. Os autores
enfatizaram a importancia dessas junc¢des na integridade celular, refletindo na perda
da capacidade de transporte de fluidos e eletrélitos entre as células, levando a perda
da funcdo. Dessa forma, se estas observacdes sdo manifestadas in vivo, € provavel

gue possam contribuir para a sintomatologia clinica da campilobacteriose.

Figura 15: Fotomicrografia em microscopia 6ptica de luz em objetiva de 40x de C. jejuni (cepa de

namero 25) em células Caco-2 com evidéncia de total perda da confluéncia intercelular.

O elevado tempo de contato com as células, equivalente a 72 horas, pode
ter favorecido a completa perda de confluéncia entre elas. O tempo necessario para
C. jejuni para interromper as juncdes intercelulares in vitro € maior que o observado
em Salmonella Typhimurium (JEPSON et al, 1995) e Escherichia coli
enteropatogénicas (BERKES et al., 2003). Porém esse fato ndo reduz as habilidades

de alteracdes na fisiologia das células por C. jejuni além de todas as implicacdes
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resultantes na patogenia causada por estes microrganismos (MACCALLUM et al.,
2005).

A integridade juncional das células €é pouco mencionada em
campilobacteriose. No entanto, a histopatologia de biopsias intestinais de doenca
aguda mostra intensa infiltracdo de neutrofilos na mucosa infectada e nas fezes
diarréicas (SKIRROW & BLASER, 2000), que presumivelmente tiveram de
atravessar o epitélio intestinal, que € facilitada através da atuacdo bacteriana no
alargamento das juncdes intercelulares (MACCALLUM et al., 2005).

Todos os aspectos levantados quanto as alteracdes na morfologia celular
estdo diretamente relacionados a evolucdo da doenca (BACON et al., 2000). Dessa
forma, a analise das cepas na cultura de células caracteriza um importante indicador

de patogenicidade em C. jejuni.

4.7. Similaridade entre os isolados

A tipagem molecular de Campylobacter spp. tem sido utilizada para apoiar 0s
estudos sobre a epidemiologia de infec¢cdes causadas por esse microrganismo
(AQUINO et al.,, 2010). Apesar da utilizagdo das técnicas como eletroforese em
campo pulsado (pulsed-field gel electrophoresis) e a tipagem de seqiéncia
multilocus (multilocus sequence typing) serem altamente padronizados, os métodos
baseados na reacdo em cadeia da polimerase, como RAPD-PCR também
apresentam sucesso na discriminacdo de C. jejuni e C. coli (ZORMAN et al., 2006;
MADDEN et al., 2007).

AQUINO et al. (2010) classificaram o0 método de RAPD-PCR como o melhor
em relacdo ao seu poder discriminatorio, uma vez que a técnica apresentou uma
maior diversidade genética quando comparada ao teste do ERIC-PCR.

A andlise de similaridade entre as cepas pelos dendrogramas demonstrou a
grande diversidade em C. jejuni e C. coli para ambos os primers testados, 1290 e
HLWL. Houve divergéncia quanto ao poder discrimitério dos primers em relacéo as
espécies, sendo HLWL mais distinto em C. jejuni e C. coli e 1290 em Campylobacter
spp., pela andlise utilizando coeficiente de similaridade de Dice.

As Figuras 16, 17 e 18 demonstram a proximidade genética dos isolados de
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cada uma das espécies para ambos o0s primers. A analise comparativa foi realizada
pelo coeficiente de similaridade de Dice na forma de dendrogramas que
discriminaram os grupos semelhantes filogeneticamente para cada um dos primers.
A avaliacéo final foi baseada na média de experimentos (average from experiments),
utilizando os dois primers pelo programa GelCompar.

A andlise dos dendrogramas demonstrou que para todas as espécies nao
foram detectados clones com 100% de homologia. Porém, a identificacéo de clusters
com similaridade superior a 80% foram considerados como pertencentes a um
mesmo genotipo.

Para cada espécie foi identificado os genotipos e os clusters, sendo que estes
foram comparados considerando o local de isolamento, a data da coleta, as
caracteristicas fenotipicas, tais como resisténcia antimicrobiana e expressao de
transcritos de viruléncia, e genotipicas, que incluem a presenca dos genes flaA,
pldA, cadF, ciaB e cdtABC.

Foram identificados 15 clusters em C. jejuni correspondentes aos perfis de A-
O com similaridade filogenética superior a 80%, conforme consta na Figura 16.
Também foram detectados 18 gendtipos distintos, que comprovam a elevada
diversidade genética entre os 55 isolados.

Quanto ao local de isolamento, foi possivel constatar que os perfis D, E, J, K,
L e O apresentaram estirpes oriundas da mesma regiao, e, coincidentemente, todas
de Minas Gerais. Todavia, 0 mais predominante foi a presenga de clusters com
cepas provenientes de frangos de locais distintos, nos grupos A, B, C, F, G H, I, M e
N. Este fato indica que ha transferéncia dos diferentes genoétipos entre trés regides
estudadas e provavelmente para os demais estados do pais além das diferentes

nacdes que importam os produtos do Brasil.
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Figura 16: Dendrograma dos 55 isolados de C. jejuni oriundos de frangos resfriados e congelados,

pela técnica de RAPD-PCR com os primers 1290 e HLWL, utilizando a média de experimentos

(average from experiments) com tolerancia de 1,5% e método UPGMA com otimizacéo de 80%, pelo

programa GelCompar. Perfil A — cluster com 81,8% de homologia, composto por um subgrupo com

94,2% de similaridade. Perfil B — cluster com 89,6% de homologia, composto por um subgrupo com

92,8% de similaridade. Perfil C — cluster com 93,0% de homologia. Perfil D — cluster com 81,0% de
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homologia, composto de dois subgrupos com 88,8% e 85,5% de similaridade. Perfil E — cluster com
84,8% de homologia, composto de dois subgrupos com 92,7% e 90,0% de similaridade. Perfil F —
cluster com 92,5% de homologia. Perfil G — cluster com 90,7% de homologia. Perfil H — cluster com
86,5% de homologia. Perfil | — cluster com 85,9% de homologia. Perfil J — cluster com 94,4% de
homologia. Perfil K — cluster com 81,3% de homologia. Perfil L — cluster com 89,2% de homologia,
composto por um subgrupo com 97,1% de similaridade. Perfil M — cluster com 93,7% de homologia.

Perfil N — cluster com 81,1% de homologia. Perfil O — cluster com 98,7% de homologia.

A comparacao referente a data da coleta das amostras indica que os perfis B,
C, G, J, K, M e O representam clusters com cepas isoladas no mesmo dia de coleta,
sendo que os grupos J, K e O possuem estirpes de mesmo lote, respectivo para
cada perfil. Estes trés clusters inferem a possibilidade de contaminacdo cruzada em
alguma etapa do processo produtivo, que promoveu a presenca de cepas com
elevada similaridade nos diferentes frangos do mesmo lote. Os demais grupos, A, D,
E, F H, I, L e N, possuem estirpes de lotes diferentes, que fazem sugerir uma
provavel negligéncia a normas de biosseguridade, que podem ter contribuido para a
persisténcia do microrganismo ao longo da cadeia produtiva. Esta hipétese pode ser
sustentada na observacéo do cluster E, que possui 84,8% de similaridade, composto
por quatro estirpes provenientes de frangos de Minas Gerais identificadas nos
meses de setembro e novembro de 2011 e janeiro e fevereiro de 2012, comprovando
a persisténcia do gendtipo por pelo menos seis meses.

No que se refere as caracteristicas fenotipicas é importante ressaltar a
resisténcia antimicrobiana as drogas de escolha no tratamento de campilobacteriose
(macrolideo e fluoroquinolona). Apenas o cluster G, com homologia de 90,7% entre
seus isolados, apresentou resisténcia ao macrolideo eritromicina nos seus
componentes. A resisténcia a fluoroquinolona (norfloxacina) foi detectada de forma
geneérica nos grupos D, E, I, J, K, N e O, sendo que para os perfis D e E esse carater
nao foi determinado em todos os membros, mas sim em um subgrupo, com
proximidade genética de 88,8% e 92,7%, respectivamente.

A transcricdo de genes de viruléncia, com ou sem inocul¢cdo em células Caco-
2, foi comum aos clusters G, H, J, N e O para o gene dnaJ e A, C, E e K para ambos
0s genes (ciaB e dnaJd). Para os grupos A e E esse padrao foi encontrado somente

nos subgrupos com similaridade filogenética de 94,2% e 92,7%, respectivamente.
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A andlise das caracteristicas genotipicas referentes a presenca de genes de
viruléncia constatou-se que os perfis B, C, E, H, J, N e O apresentaram todos 0s
genes de viruléncia em comum (flaA, pldA, cadF, ciaB e cdtABC). Contudo, para os
grupos B e E este fato so foi determinado nos subgrupos com homologia de 92,8% e
92,7%, respectivamente. O subgrupo com proximidade genética de 94,2% do cluster
A apresentou os genes pldA, cadF e ciaB em comum. Para o cluster G a presenca
dos genes flaA, cadF, ciaB e cdtABC foi padréao do grupo. Os genes cadF e ciaB e os
genes flaA e cdtABC foram detectados nos perfis K e L, respectivamente.

A andlise do dendrograma das 19 cepas de C. coli permitiu a deteccao de trés
clusters, identificados pelos perfis A, B e C e 12 gendtipos distintos. Esses
resultados comprovam o elevado nivel de diversidade genética entre os isolados de
C. coli (Figura 17).

O perfil A apresentou isolados de locais distintos, sendo um de Minas Gerais e
outro do Distrito Federal. Além disso, as amostras de frango foram coletadas em
datas diferentes, conforme descrito na Figura 17. Quanto as caracteristicas
fenotipicas, a resisténcia antimicrobiana as drogas de escolha no tratamento
humano (macrolideo e fluorquinolona) foi comum ao grupo.

A presenca de um subgrupo com homologia de 95,4% foi detectada no cluster
B, sendo este composto por cepas oriundas de um mesmo lote de Goids, o que faz
sugerir que houve transmissao horizontal das estirpes com este gendtipo entre os
frangos durante o processamento ou producdo primaria. Ja a outra estirpe
pertencente ao grupo B diverge das demais, ja que é proveniente de Minas Gerais e
foi coletada em data distinta.

Um padréo diferente foi encontrado no perfil C, em que ambas as cepas foram
isoladas de Minas Gerais, porém de lotes distintos. E possivel que a permanéncia
deste gendtipo entre lotes consecutivos seja conseqiiéncia da ndo adequacgdo das
normas de biosseguridade de um lote para o outro.
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Figura 17: Dendrograma dos 19 isolados de C. coli oriundos de frangos resfriados e congelados, pela
técnica de RAPD-PCR com os primers 1290 e HLWL, utilizando a média de experimentos (average
from experiments) com tolerancia de 1,5% e método UPGMA com otimizagao de 80%, pelo programa
GelCompar. Perfil A — cluster com 83,5% de homologia. Perfil B — cluster com 83,6% de homologia,

composto por um subgrupo com 95,4% de similaridade. Perfil C — cluster com 86,5% de homologia.

Em Campylobacter spp. observou-se maior homologia entre os 20 isolados.
Foram identificados trés clusters (A, B e C) e trés gendtipos distintos. Dois perfis sdo
compostos por duas cepas cada e o outro por 13 estirpes com similaridade
filogenética de 87,1%. Este dado faz sugerir que provavelmente trata-se de isolados
de uma mesma espécie. A baixa proximidade genética encontrada em trés genétipos
isolados, estirpes de numero 83, 88 e 92, pode indicar espécies diferentes das
demais (Figura 18).

Os perfis A e C apresentaram padrdes semelhantes, com estirpes oriundas de
Minas Gerais, de lotes diferentes e encontradas em uma variacdo de tempo de cinco
meses. Provavelmente, ndo houve uma limpeza adequada do ambiente de
processamento dos frangos ou na granja.

Véarios subgrupos foram detectados no cluster B, sendo todos com
similaridade filogenética superior a 92,0%, com cepas oriundas das trés regides e de
datas de coleta distintas. O subgrupo com homologia de 98,3% apresentou

caracteristica comum de resisténcia a eritromicina.
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Figura 18: Dendrograma dos 20 isolados de Campylobacter spp. oriundos de frangos resfriados e
congelados, pela técnica de RAPD-PCR com os primers 1290 e HLWL, utilizando a média de
experimentos (average from experiments) com tolerancia de 1,5% e método UPGMA com otimizacao
de 80%, pelo programa GelCompar. Perfil A — cluster com homologia de 85,8%. Perfil B — cluster com
homologia de 87,1%, composto de quatro subgrupos maiores com similaridade de 93,2%, 94,2%,
98,3% e 92,7%. Perfil C — cluster com homologia de 92,2%.

A diversidade genética observada pelo RAPD-PCR em C. jejuni e C. coli
também foi relatada por WORKMAN et al. (2008) em isolados de Campylobacter de
carne de frangos e de pacientes clinicos em Bridgetown, Barbados. AQUINO et al.
(2010) encontraram extrema heterogeneidade nos isolados de C. jejuni e C. coli de
humanos e diferentes animais no Rio de Janeiro, Brasil. Estudos realizados por
MADDEN et al. (2007) e RIDLEY et al. (2008) mostraram ampla diversidade
gendmica em cepas de Campylobacter, sendo o primeiro referente a cepas de C. coli
isoladas do trato gastrointestinal de suinos no momento do abate em Belfast, Reino
Unido, e o segundo sobre a instabilidade genética de C. jejuni isoladas de intestino
de frangos.

Essa variacdo genotipica pode ser devido a exposicdo a mais de uma fonte
de contaminacédo durante o processo produtivo de frangos ou a alteracdes genéticas
na populacdo bacteriana apés a colonizacdo (WORKMAN et al., 2008). Além disso,

Campylobacter spp. tem uma capacidade natural de transformacdo, de sofrer
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rearranjos gendmicos que também podem explicar este aumento na diversidade
genética (RIDLEY et al., 2008). Outras razdes incluem a contaminacdo de amostras
com multiplas cepas e a contaminacao cruzada (ZORMAN et al., 2006; WORKMAN
et al., 2008).

A persisténcia de cepas com alta porcentagem de similaridade filogenética em
diferentes lotes também foi relatada PETERSEN & WEDDERKOPP (2001) que
analisaram 94 cepas de Campylobacter de amostras fecais de frangos. Os autores
afirmam que as cepas podem estar presentes tanto no ambiente do aviario quanto
em locais préoximos. Estudos realizados em varios paises europeus identificaram
fatores de risco como a falta de condi¢cées de higiene adequadas e a presenca de
insetos e roedores como indicativos da permanéncia do microrganismo na cadeia
produtiva de frangos (BERNDTSON et al., 1996; HALD et al., 2000). E também
possivel que o problema seja relacionado com a manipulacdo do material da cama
utilizada nos lotes, ja que C. jejuni tem capacidade de sobreviver em residuos
animais (KEARNEY et al., 1993). As condicdes de abate também podem ser
responsaveis pela presenca de estirpes com elevado grau de homologia em
amostras de mesmo lote, como 0s equipamentos utilizados no processamento dos
animais e a contaminacgéo cruzada (WORKMAN et al., 2008).

Neste estudo, grupos genealdgicos semelhantes foram encontrados nas trés
regides estudadas, indicando provavel associacao de gendtipos nos diferentes locais
do pais e possivelmente nas na¢des importadoras. em diferentes locais do pais e
provavelmente nas nac¢des importadoras dos produtos, tais como Arabia Saudita,
China, Emirados Arabes e Malasia, além da Africa do Sul e Oriente Médio. A
evidéncia de linhagens altamente similares circulantes no territorio nacional e
possivelmente internacional pode indicar uma capacidade de Campylobacter em agir
de forma difundida, como uma rede de transmissdo global em humanos.
SHEPPARD et al. (2010) também analisaram 742 C. jejuni e 261 C. coli oriundas de
carnes de frangos por meio de investigacdo epidemioldgica molecular e observaram
elevada semelhanca entre os isolados da Holanda, Estados Unidos e Senegal,
revelando a difusdo internacional de linhagens altamente proximas
filogeneticamente.

Estudo realizado na Coréia com 173 isolados de C. jejuni determinou clones e
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grupos com alta semelhanca genética de diferentes paises e de tempos distintos,
sugerindo uma distribuicao global de cepas semelhantes. Os autores ainda revelam
a persisténcia de gendtipos comuns por periodos de até quatro anos (KU et al.,
2011). Dessa forma, a presenca de grupos de C. jejuni com homologia, provenientes
de carnes de frangos nacionais e importadas, indica provavel contaminagao cruzada
e possibilidade de transmissédo aos humanos (NADEAU et al., 2002; ZORMAN et al.,
2006).

Contrariamente ao presente trabalho, no qual observamos a presenca de
cepas de regides diferentes agrupadas em um mesmo cluster, WASSENAAR et al.
(2009) avaliaram 293 cepas de C. jejuni oriundas de trés regides européias (Pais
Basco, Noruega e Islandia) e observaram extensa diversidade de gendtipos ao
analisar geograficamente, indicando fortes divergéncias regionais. Os autores
afirmaram que as diferencas regionais, tais como as condi¢cdes climéticas, sao
fatores que diferenciam as linhagens de C. jejuni.

No presente estudo, a frequéncia de caracteristicas fenotipicas e genotipicas
que foram associadas em mesmo cluster foi mais predominante em C. jejuni. A
correlacdo entre o carater fenotipico e genotipico em Campylobacter spp. representa
um dado importante na investigacao epidemioldgica e sdo poucos os estudos que
estabelecem essa relacdo. MOORE et al. (2003) avaliaram o grau de similaridade
fenotipica e genotipica em Campylobacter isoladas de frangos (135) e humanos (54)
na Irlanda do Norte. Os autores concluiram que determinados fendétipos e genotipos
foram vistos apenas em seres humanos e outros foram encontrados somente em
frangos.

A correlacdo entre a diversidade genotipica e a resisténcia aos antibioticos
associados a fenotipos de viruléncia foi evidenciada nos dados apresentados neste
trabalho. SANAD et al. (2011) estabeleceram essa mesma relagéo ao investigarem
181 cepas de Campylobacter spp. isoladas de bovinos nos EUA. Em C. jejuni, 0s
autores observaram prevaléncia de clusters com capacidade de invasédo e
colonizacéo intracelular, ja em C. coli a resisténcia antimicrobiana a drogas de
escolha no tratamento humano foi mais comum entre 0s grupos genéticos.

Estudo realizado por ZAUTNER et al. (2011) fundamentou-se na

caracterizacdo genotipica com base na presenca ou auséncia de seis marcadores
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genéticos de viruléncia em combinacdo com a analise de tipagem molecular pelo
MLST em 266 C. jejuni provenientes de humanos, frangos, bovinos e perus. Os

genadtipos formados apresentaram caracteristicas proprias quanto a sua origem e

sua viruléncia.



78

5. CONSIDERACOES FINAIS

A alta incidéncia de campilobacteriose em paises desenvolvidos e sub-
desenvolvidos instigou a investigagdo da patogenia do microrganismo. Além do
sistema imune do hospedeiro, a viruléncia de Campylobacter spp. desempenha um
papel decisivo na evolugcéo da doenca. O presente estudo destacou as propriedades
fenotipicas e genotipicas de varias linhagens Campylobacter spp. isoladas de
amostras de frangos, além da potencial atuacdo na patogénese da doenca em
humanos.

As porcentagens de isolamento encontradas nas carcacas de frangos, ou
seja, no produto final, indicam os riscos potenciais ao consumidor, ja que se tratam
de cepas que resistiram ao processamento dos frangos. Isto refor¢ca a necessidade
de implementacédo de programas de controle mais rigorosos gque promovam a
implantagcdo de normas de biosseguridade desde a granja até o produto final de
forma a garantir a saude do consumidor.

Os perfis de multirresisténcia observados indicam a necessidade de
monitoramento sistematico de Campylobacter no pais. Deve-se priorizar uma analise
continua da prevaléncia e da resisténcia antimicrobiana de isolados de frangos.

A avaliagdo da presenca de diversos fatores de viruléncia, como o0s
associados a adesao, invasdo, motilidade e producado de toxina, aléem da transcricéo
dessas propriedades permitiu a constatacédo do alto potencial patogénico das cepas,
principalmente em se trantando de C. jejuni. Além disso, as variacdes observadas
conforme a condicdo de cultura do microrganismo demonstraram a capacidade
desta espécie em modular seu potencial de viruléncia, por meio da alteracéo de seu
transcriptoma.

A diversidade genotipica observada nas espécies isoladas revelou que
provavelmente existem varias fontes de infeccdo das aves e contaminacdo das
carcacas durante o processo produtivo.

A perda de confluéncia celular pelas cepas mais virulentas mostra que nao
s6 h& genes de viruléncia. Essas bactérias também levam a alteracdes fenotipicas
importantes o que in vivo provavelmente refletirh em sintomas clinicos.

A variedade de cepas de Campylobacter spp. demonstrou elevado grau de
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diversidade fenotipica e genotipica. A variacdo na transcricdo de genes evidenciou
os diferentes padrbes e consequentes riscos aos consumidores. A compreensao da
base molecular dos padrdes de viruléncia das cepas isoladas, associada as
consequéncias bioldgicas da diversidade genética entre as linhagens designou um
estudo de suma importancia para o entendimento da gravidade da doenca. Dessa
forma, estes resultados e os dados adicionais futuros obtidos a partir de
comparacdes com isolados de humanos e de outros animais podem formar uma
base para o desenvolvimento de estudos baseados nos genotipos e suas fontes de
infeccdo para investigar o perfil das cepas circulantes no pais além da origem da
campilobacteriose humana e promover intervencbes em saude publica e melhor

compreensao da epidemiologia da doenca.
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