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TRANSMISSAO VERTICAL DE Campylobacter coli EM MATRIZES
PESADAS E AVES LPE

RESUMO - Objetivando investigar a existéncia de transmisséo vertical,
guatro matrizes pesadas e um galo foram artificialmente inoculados via
intraesofagica com Campylobacter coli (FIOCRUZ-RJ), e seus ovos e
embrides foram pesquisados para a presenca da bactéria pelas técnicas
de PCR real time e cultivo em placas. Nestas amostras também foi
verificada a viabilidade e a idade da mortalidade embrionaria.
Paralelamente, 50 ovos SPF (specific pathogen free) foram inoculados na
camara de ar com 10° UFC de C. coli e ap6s incubacao, seus embries
foram submetidos as mesmas analises. Nos embrides e ovos férteis de
matrizes inoculadas, a bactéria somente foi identificada pela metodologia
molecular, mas nos ovos SPF a bactéria foi detectada por ambas as
técnicas. Nao houve relacdo entre a mortalidade embrionaria e
positividade para Campylobacter coli em embries de matrizes inoculadas
via intraesofagica (P<0,05). Porém o mesmo teste (quiquadrado-x?)
mostrou que a presenca da bactéria é causa de mortalidade embrionaria
precoce de embribes provenientes de ovos SPF. Existe boa concordancia
entre o teste de PCR real time e o cultivo em placas em amostras de
fezes de matrizes inoculadas via intraesofagica, e excelente concordancia
guando foram analisadas amostras de embrides SPF oriundos de ovos
inoculados na camara de ar, cujos resultados foram comparados pelo
coeficiente kappa. Em embries de matrizes inoculadas via intraesofagica
a C. coli so foi detectada no protocolo molecular, com positividade baixa,
nao sendo recuperada pela técnica do cultivo em placas. Os resultados
deste estudo permitem concluir que é possivel a transmissao vertical de
C. coli em aves SPF, sendo esta uma via de disseminacdo do agente.
Porém, deve haver algum fator, provavelmente relacionado com a
imunidade materna, que inibe a viabilidade da bactéria no interior de ovos
embrionados provenientes de matrizes pesadas. Assim, apesar de ser um
evento possivel, a via transovarina parece ndo causar danos em embrides
de matrizes ou ser principal via de transmissao de C. coli em lotes de
reprodutoras ja previamente expostas ao agente.

Palavras-chave: Campylobacter coli. Métodos de isolamento.
Mortalidade embrionaria. PCR. Transmisséao vertical.
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VERTICAL TRANSMITION OF Campylobacter coli IN BROILER BREEDER
AND SPF BIRDS

ABSTRACT — Aiming to investigate the existence of vertical transmission,
four matrices and a rooster have been artificially inoculated by esophagus
with Campylobacter coli (FIOCRUZ-RJ), and their eggs and embryos were
surveyed for the presence of bacteria by real time PCR and culture plates.
In these samples was also verified the feasibility and age of embryo
mortality. In parallel, 50 eggs SPF (specific pathogen free) were inoculated
in the air chamber with 10° CFU of C. coli and, after incubation, their
embryos were subjected to the same analysis. In embryos and fertile eggs
inoculated matrices, the bacterium was identified only by molecular
methods, but in SPF eggs, the bacterium was detected by both
techniques. There was no relationship between embryo mortality and
positivity for Campylobacter coli in embryos inoculated’ matrices by
esophagus (P <0.05). But the same test (chisquare-x?) showed that the
presence of bacteria is the cause of early embryonic mortality of embryos
derived from SPF eggs. There is good agreement between the test of real
time PCR and cultivation on plates in fecal samples from inoculated
matrices by esophagus, and excellent agreement in the SPF embryos
samples analyzed from eggs inoculated in the air chamber, which the
results were compared using the kappa coefficient. In matrices embryos
inoculated by esophagus, C. coli was detected only in molecular protocol
with low positivity, not being recovered by the cultive on plates technique.
The results of this study indicate that it is possible vertical transmission of
C. coli in SPF poultry, which is a way of disseminating the agent.
However, there must be some factor, probably related to maternal
immunity, which inhibits the viability of the bacteria inside of embryonated
eggs from broiler breeders. Thus, although being a possible event,
transovarina route seems not to cause damage to embryos of matrices or
be the main route of transmission of C. coli in lots of breeding previously
exposed to the agent.

Key words: Campylobacter coli. Isolation methods. Embryonic mortality.

PCR. Vertical transmission.



1. INTRODUCAO

O Brasil se destaca por ser um importante produtor e exportador mundial
de alimentos ricos em proteina animal, sendo a carne de frango um dos
principais produtos. Esse alimento tem grande relevancia nutricional e
econdmica, porém pode também albergar microrganismos, agentes etiologicos
de doencas alimentares. Estas doencas geram problemas para a saude
humana e, portanto, de importancia para a saude publica. Assim, a industria
avicola deve ter um excelente status sanitario em sua cadeia produtiva para
que todas as fases do processo garantam um produto final de qualidade
adequada.

Na cadeia produtiva da carne de frango, alguns microrganismos sao de
controle obrigatorio, ndo sO pelas exigéncias do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento do Brasil, mas também, por especificacdes dos
paises importadores. Salmonella spp. € um exemplo classico de bactéria em
que a identificacdo, o controle e a notificacdo s&o exigidos. Outros
microrganismos sdo monitorados pelas induastrias importadoras devido a
acordos entre paises exportadores e importadores. Isso exige dos produtores
grande rigor para garantir a concorréncia das empresas. Dentre as bactérias
ligadas a cadeia produtiva, e impactantes na qualidade da carne oferecida ao
consumidor, destaca-se a Campylobacter spp.

Campylobacter spp. € a primeira causa de gastroenterite de origem
alimentar em paises desenvolvidos (MOORE et al., 2005; EFSA, 2009). Dentre
as espécies de importancia para saude humana, C. jejuni e C. coli sédo
responsaveis pela maioria das infeccbes (TAM et al., 2003; MOORE et al.,
2005). Hald e colaboradores (2000) incluiram também C. lari como espécie
envolvida em casos humanos.

Nos paises desenvolvidos, C. jejuni se destaca o agente etiolégico mais
frequente de gastrenterites em humanos (HALD et al., 2000; MOORE et al.,
2005; EFSA, 2009), mas em paises subdesenvolvidos, C. coli € a espécie mais
envolvida tanto em casos humanos (SAKUMA; FRANCO; FERNANDEZ, 1992),
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como em numero de isolamentos frangos (FERNANDEZ; PISON, 1996;
JORGENSEN et al.,, 2002). No Brasil, C. coli foi a segunda espécie mais
isolada por Kuana e colaboradores (2008) em 546 amostras provenientes de
22 lotes diferentes de frango de corte coletadas em granjas e plantas de
processamento em estados do sul.

Devido a importancia da C. jejuni para os paises desenvolvidos muitos
estudos sao voltados para essa espécie. Porém, para C. coli, o niumero de
trabalhos € inferior e pouco se sabe da importancia dessa bactéria na
transmissao nos lotes de frango de frango.

Estudos da epidemiologia de doencas bacterianas aviarias demonstram
gue os agentes etiologicos podem ser transmitidos via horizontal ou vertical. No
caso das espécies de Campylobacter, o entendimento da possibilidade ou nédo
da via vertical na transmissdo do agente € importante para um melhor controle
dos lotes de reprodutoras. Desta forma, muitos estudos em aves sao
conduzidos em paises desenvolvidos. Porém, apesar dos estudos existentes, a
epidemiologia da doenca ainda é causa de discusséo pelos pesquisadores do
assunto. As pesquisas sobre a possibilidade ou n&do da transmissao vertical
deste microrganismo apresentam resultados contraditérios, e ainda nao foi
comprovada. Estudos que contribuam sobre a real possibilidade desta via de
transmissdo sao de grande importancia, principalmente para um pais como o
Brasil, que se destaca como o primeiro exportador de carne de frango do

mundo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Investigar a transmissao vertical de C. coli de matrizes pesadas para a

progénie.

2.2. Especificos

Pesquisar a presenca de C. coli por meio do cultivo convencional e PCR
real time em:

- suabes cloacais de matrizes inoculadas via intraesofagica com C. coli;

- em ovos e embrides de diferentes idades de incubacéo, provenientes
de matrizes artificialmente inoculadas; e em embrides oriundos de ovos SPF
inoculados na camara de ar com C. coli;

- em meconio de pintos oriundos de matrizes inoculadas via
intraesofagica;

- em intestino de pintos recém eclodidos oriundos de ovos SPF
inoculados na camara de ar.

Analisar a associacdo entre a presenca de C. coli e a mortalidade
embrionaria de embrides provenientes de ovos SPF inoculados na camara de
ar e em embrides de matrizes inoculadas via intraesofagica.

Comparar os resultados obtidos para a identificacdo de C. coli pelos

métodos de cultivo convencional e PCR real time.



17

3. REFERENCIAL TEORICO

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

Animais domésticos e seus subprodutos sdo fontes de infec¢do de
Campylobacter spp. para seres humanos e outros animais suscetiveis. A
bactéria € encontrada como comensal no trato gastrointestinal de uma ampla
variedade de espécies como bovinos, ovinos, suinos, cabras, gatos, roedores
silvestres e domésticos, coelhos e, principalmente, de algumas aves industriais
e de vida livre (ZOONOSES REPORT, 2002).

Segundo Germano e Germano (2001) Campylobacter spp. pode
sobreviver durante quatro semanas ou mais em agua a 4°C. Porém, de acordo
com Food Safety and Inspection Service (1997) e Altekruse e colaboradores
(1998) a bactéria ndao se multiplica em agua, apesar de permanecer viavel e
infectante para homens e animais.

Aproximadamente 75% das aves de corte apresentam C. jejuni e/ou C.
coli no intestino, e essa contaminacdo pode estar associada, principalmente, a
entrada da bactéria nos galpdes a partir do ambiente externo (HUMPHREY,
1999). Quando um lote de frango se torna positivo para Campylobacter spp., a
prevaléncia de infeccdo é alta, e pode chegar a 100% das aves testadas
(GREGORY et al., 1997).

Berndtson e colaboradores (1996) verificaram que a positividade para
Campylobacter spp. aumenta com a idade das aves. De acordo com Cox e
colaboradores (2000) ndo ha diferencas significativas entre os sexos das aves
para a ocorréncia de Campylobacter spp. Estes autores sugerem que a
contaminagao na granja pode ser a causa da positividade em carcagas dentro
do abatedouro.
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Em estudo na Suécia, em 18 granjas avicolas, durante um ano, foi
observada uma prevaléncia de 27% para Campylobacter spp. nos plantéis
estudados. Do total, somente duas granjas foram negativas em todas as
amostras, e demonstrou-se que a boa qualidade de manejo nesses galpdes foi
vital para o controle e prevencao da bactéria (BERNDTSON et al., 1996).

No Brasil, os percentuais de isolamentos de C. jejuni e C. coli a partir de
fezes de frangos aparentemente saudaveis variaram entre 25,7% em S&ao
Paulo (CASTRO et al., 1997) a 50% em Santa Catarina (MACHADO; TOSIN;
LEITAO, 1994) e 44,83% em Minas Gerais (MELO et al., 2008). Zaki e Reda
(1995) pesquisaram Campylobacter spp. em frangos de corte e poedeiras,
encontrando positividade de 2,5% e 4%, respectivamente. Os locais de
isolamento foram figado, vesicula biliar e cloaca.

A presenca da Campylobacter spp. nos lotes de frangos de corte
apresenta uma variacdo sazonal. Segundo Lilja e Hinninen (2001), o pico de
isolamentos ocorre nos meses de verdo. Esta sazonalidade sugere um possivel
papel das aves migratorias ou a presenca sazonal de insetos na transmissao
da doenca para as aves (JACOBS-REISTMA, 1994). Willis e Murray (1997)
também encontraram alta prevaléncia (87% a 97% de amostras positivas para
C. jejuni) em aves durante os meses de verao.

De acordo com Young e colaboradores (1999), a colonizacéo cecal por
C. jejuni ocorre quando uma quantidade de 10?> UFC é inoculada oralmente em
frangos de corte. Achen e colaboradores (1998) observaram que a colonizagao
de C. jejuni ocorreu rapidamente quando a bactéria foi inoculada por via oral
em pintinhos apos o nascimento. Depois de 24 e 48 horas da inoculacéo, os
autores verificaram que 50% e 70% das aves, respectivamente, eliminaram a
C. jejuni. Pintinhos de um dia de idade geralmente n&o sédo infectados de forma
natural por C. jejuni (YOUNG et al., 1999). Porém, em muitos lotes, a
colonizacdo ja é detectavel com menos de 10 dias de idade, e continua por
muitas semanas (NEWELL; WAGENAAR, 2000). Em condi¢cbes laboratoriais,
trés dias de contato com inoculacdo artificial sdo suficientes para a
contaminacao da maioria das aves (SHANKER; LEE; SORREL, 1990).
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Como um organismo comensal em aves, Campylobacter spp. coloniza
as células mucosas do intestino e suas criptas (BEERY; HUGDAHL; DOYLE,
1988). As aves podem ter um alto nimero de Campylobacter spp. no intestino
(até 9,0 logio UFC/g de conteudo cecal), sem apresentar sintomas (EVANS,
1997).

A prevaléncia de Campylobacter spp. em carcacas processadas € quase
sempre menor que no trato intestinal das aves (HARIHARAN; MURPHY;
KEMPF, 2004). Hald e colaboradores (2000) isolaram Campylobacter sp em
52% das aves antes do abate e em 24% das carcagas ap0s o0 processamento.
De acordo com Silva Jr. (1995), durante o processo de abate e evisceracéo, a
carcaca pode se contaminar com as fezes do animal, contaminando
equipamentos e utensilios, e comprometendo assim, todas as etapas seguintes
de processamento e industrializacdo. Na saida do chiller, a prevaléncia de
Campylobacter spp. nas carcacas € mais baixa que no inicio do processamento
(BERRANG; DICKENS, 2000).

No Brasil, Franchin e colaboradores (2005) encontraram 91,7% de lotes
de frangos de corte positivos para Campylobacter spp. antes do abate. A
positividade encontrada foi em 79,2% das amostras de penas, 45% das
cloacas, 50% em gaiolas de transporte, 37,5% em camas de aviarios, 33,3%
em suportes para peitos e 25% em agua de lavagem da gaiola.

Modolo e colaboradores (2005) pesquisaram Campylobacter spp. em
carcacas de frangos em Botucatu — SP, e encontraram 72% de positividade em
estabelecimentos de regifes centrais daquela cidade. Nas regides periféricas,
o indice foi de 22%. As propor¢cdes de isolamento nas carcacgas, considerando
somente o0s estabelecimentos positivos foram respectivamente, 38% e 12,5%
nas regiodes centrais e periféricas. Também no Brasil, Aquino e colaboradores
(2002) pesquisaram Campylobacter spp. em carcacas de frango, e a frequéncia
de isolamento foi de 60% (37/62), sendo as prevaléncias de C. jejuni e C. coli
praticamente iguais (aproximadamente 30% cada).

O figado das aves € um importante veiculo de Campylobacter spp. No
sul do Chile, foram analisadas 126 amostras de figado congeladas, coletadas
em varios supermercados e detectado 92,9% de positividade, sendo a C. coli a
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espécie mais isolada (92 amostras), seguida pela C. jejuni (FERNANDEZ;
PISON, 1996).

A transmissao de Campylobacter spp. entre um ciclo de produgéo para o
outro foi estudada por Jacobs-Reistma (1995) em duas granjas de frango de
corte com renovacao da cama de piso, higienizacdo e vazio sanitario. Nesse
estudo longitudinal, os resultados dos isolamentos e sorotipagens nao
permitiram a comprovacado da transmissdo, ja que houve identificacdo de
diferentes sorotipos entre lotes consecutivos, e também lotes negativos
seguidos de ciclos positivos. Para Berndtson e colaboradores (1996), o
aumento da prevaléncia de Campylobacter spp. esta associada ao menor
periodo de vazio sanitario.

A racdo € geralmente inadequada para a sobrevivéncia de
Campylobacter spp. devido ao baixo conteudo de agua (EVANS, 1992). Rosef
e colaboradores (1993) encontraram 50% de positividade em um total de 146
moscas capturadas nos arredores de uma granja avicola, e Hoop e Ehrsam
(1987) isolaram Campylobacter spp. de caixas de transporte de frangos de
corte e, em algumas delas, mesmo apdés a lavagem e desinfecgéo.

A transmissao horizontal por meio da ingestdo da agua contaminada
com Campylobacter spp. parece ser a origem potencial da infeccdo e
reinfeccao entre lotes de frangos de corte (PEARSON et al., 1996). Gibbens e
colaboradores (2001) afirmaram que esta via € o principal fator de risco para a
infeccdo de lotes de frangos por Campylobacter sp.

Bull e colaboradores (2006) utilizaram diferentes técnicas moleculares
para caracterizar cepas de Campylobacter spp. isoladas em sete lotes de
frangos de frangos. Dentre estes lotes, verificou-se que dois apresentaram
alguns isolados indistinguiveis dos encontrados nos lotes de origem das
matrizes. Contudo, esses autores, ndo consideram a transmissao vertical como
a via mais importante devido a proximidade entre lotes de reprodutoras e de
frangos, e também, pela colonizacéo tardia dos lotes de frangos. Também,
encontraram subtipos das bactérias nos frangos, que eram idénticos aos
encontrados fora do aviario tanto antes, quanto ap0s o alojamento. Das

amostras pesquisadas também encontraram relacdo entre racdo, agua e o ar
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dentro do aviario em um lote. Para o autor esses achados sdo importantes
indicios da contaminagcao de Campylobacter nos lotes de frango pelo ambiente.

Segundo Berndtson e colaboradores (1996), a presenca de outros
animais domeésticos nao interfere nos indices de positividade para
Campylobacter spp. em lotes de frangos de corte. Porém, o manuseio de
outras aves parece ser um importante fator de risco. Prevaléncia de
Campylobacter spp. foi 40% em lotes onde componentes da equipe
manusearam outras aves, e 18% onde isso ndo aconteceu. Kapperud e
colaboradores (1993) encontraram como fatores de risco 0 manuseio de outras
aves, e também a manipulacdo concomitante de suinos.

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

As condi¢Bes sanitarias parecem ser também importantes para a menor
prevaléncia de Campylobacter spp. Berndtson e colaboradores (1996)
encontraram 39% de positividade em lotes que mantinham baixo status
sanitario, e 22% em granjas com manejo sanitario mais rigoroso. Citaram como
medidas sanitérias a mudanca de botas e roupas para adentrar na granja. Em
locais em que foram observados vestigios de roedores, detectou-se 40% de
positividade, em contraste a 23% onde isso ndo ocorreu.

Berndtson e colaboradores (1996) estudaram a epidemiologia da
Campylobacter spp. em granjas de frangos de corte analisando fezes dos
animais em lotes subsequentes. Desses lotes, em 16 ocasides, encontraram
dois lotes subsequentes positivos, e dentre estes, em nove foi realizada
sorotipagem dos espécimes. Em seis vezes 0s sorotipos eram idénticos em
ambos os lotes. Os autores sugerem que ha possibilidade da permanéncia de
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Campylobacter spp. de um lote para outro, e ainda, que a lavagem e a
desinfeccado sao suficientes para eliminar Campylobacter spp.

Analisando espécimes de Campylobacter jejuni isolados de cecos, de
cloaca e de ovidutos de 11 galinhas positivas dentro de um lote, Camarda e
colaboradores (2000) encontraram alta diversidade sugerindo uma multipla
exposicdo das aves aos agentes. Porém, em estudos realizados no Reino
Unido, Ayling e colaboradores (1996) concluiram que os lotes raramente sdo
colonizados por mais de um gendétipo. O mesmo gendtipo de C. jejuni pode ser
encontrado no intestino e trato reprodutivo de galinhas, indicando a colonizag&o
ascendente do oviduto através da cloaca (CAMARDA et al., 2000). Mas nem
sempre as cepas do oviduto sdo idénticas as do intestino, sugerindo que
algumas cepas podem preferencialmente colonizar o oviduto, embora isso nao
seja frequente (Di MODUGNO; NASTI; CAMARDA, 1997).

Jacobs-Reitsma (1995) relata que as aves reprodutoras usualmente sao
colonizadas por multiplas cepas de Campylobacter. Maruyama e Katsube
(1990) desafiaram codornas oralmente com C. jejuni (9,6 log.UFC?), e
recuperaram 0s espécimes em ovos. A recuperagdo no trato reprodutivo foi no
magno-istmo e glandula da casca em trés de sete reprodutoras. Todas as
codornas apresentaram-se positivas nas amostras coletadas na cloaca, mas
apenas 28% das cascas dos ovos e 4% do contetudo dos ovos foram positivos.
Uma das trés codornas com trato reprodutivo positivo apresentava focos
brancos no figado, e em outra, o ovario estava contaminado, sugerindo
infecgao sistémica.

Para Hiett e colaboradores (2002) ha diversidade em cepas recuperadas
no trato reprodutivo das aves, e algumas destas séo idénticas as isoladas de
fezes. Estes fatos sugerem a contaminacao ascendente de Campylobacter spp.
do trato reprodutor por meio da cloaca. Zimmer e colaboradores (2003)
compararam por meio das técnicas do PCR-RAPD (Random amplification of
polymormorfhic DNA), espécimes de Campylobacter spp. isolados da agua de
bebida e das aves em trés lotes consecutivos e ndo encontraram semelhanga

entre as cepas.
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Aproximadamente 4% dos ovos de galinha foram experimentalmente
infectados com C. jejuni ap6s imersdo em uma suspensdo com a bactéria.
Porém, o microrganismo nao foi encontrado no conteudo interno dos ovos apés
0S mesmos terem permanecido em contato com cultura de C. jejuni (ALLEN;
MORISHITA; LEY, 2001). Hanninen e colaboradores (1984) recuperaram
Campylobacter spp. em 2% dos embrides de ovos bicados que nao eclodiram.
Experimentalmente, King e colaboradores (1993) observaram que a inoculacao
de algumas cepas de Campylobacter jejuni na membrana corioalantoide de
ovos embrionados de galinhas é letal para o embrido.

Cox e colaboradores (2005) isolaram Campylobacter spp. em 26% dos
foliculos maturos e 13% de foliculos ovarianos imaturos de reprodutoras em
diferentes idades. Jacobs-Reitsma (1995) pesquisaram a presenca da
Campylobacter em suabes cloacais em 43 lotes de reprodutoras de nove
granjas e encontraram um indice de 67% (29/43) de positividade. Nesse
estudo, dois lotes de uma ganja B, e dois lotes de uma granja C tinham a
mesma origem. Porém, os lotes da granja C foram positivos, e 0os da granja B
foram negativos para Campylobacter spp., 0 que sugere o maior risco da
contaminagdo horizontal. Cox e colaboradores (2006) encontraram
Campylobacter jejuni no timo, baco, figado e ceco de reprodutoras apdos quatro
dias de inoculacéo intravaginal ou oral.

Cox e colaboradores (2002) compararam espécimes de Campylobacter
isolados de reprodutoras e de sua progénie por dois métodos genotipicos: a
ribotipagem com a enzima de restricdo Pstl e a sequéncia do DNA de uma
regido varidvel do gene fla A. Os padrdes genéticos encontrados foram
idénticos nos dois métodos. Pearson e colaboradores (1996) realizaram estudo
retrospectivo e prospectivo em lotes consecutivos de seis a oito aviarios
durante os anos de 1984 a 1994, e encontraram alta positividade nos lotes
(35,5%). Porém, o isolamento de sorotipos idénticos em lotes consecutivos foi
baixo, levando a concluir que ndo houve transmissdo entre lotes. Quando
esses autores estudaram os incubatorios que forneciam aves para esses
aviarios (incubatério A e B), observaram que os isolamentos aconteciam

predominantemente em aves provenientes do lote B. Em duas ocasides
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distintas, houve alternancia entre os incubatérios A e B no fornecimento das
aves. Nessas ocasides, os isolamentos também s6 aconteceram em aves
provenientes do lote B, reforcando a conclusdo anterior. Aléem da alta
positividade nas aves do incubatério B, os espécimes isolados mostraram baixa
diversidade de sorotipos. Os autores julgaram que esses dados séo evidéncias
de uma origem comum da C. jejuni, introduzida provavelmente, por
transmisséo vertical.

No Brasil, Fonseca e colaboradores (2006) ndo encontraram positividade
em meconio de pintinhos oriundos de lotes de matrizes positivas para
Campylobacter spp. por técnica de microbiologia convencional. Porém,
Fonseca e colaboradores (2007) em outro estudo encontraram 80% de
positividade utilizando o método de PCR. Os autores sugerem pesquisas
detalhadas para melhor entendimento da transmissdo vertical da
Campylobacter spp. em frangos de corte.

Matrizes de 16 semanas a 14 meses de idade apresentam anticorpos
contra Campylobacter jejuni em titulos variados, e ndo relacionados a idade
das aves. Os ovos provenientes destas matrizes também apresentam
anticorpos para essa bactéria. Frangos de corte possuem altos titulos destes
anticorpos na primeira e segunda semana de vida, porém, na terceira e quarta
semana, os titulos caem substancialmente ou desaparecem, reaparecendo na
quinta semana. A auséncia de anticorpos na terceira semana de vida coincide
com as infeccbes por Campylobacter em muitos lotes de frango de corte
(SAHIN et al., 2001). Esses mesmos autores observaram que o0s anticorpos
reagem com diferentes cepas da mesma espécie, porém, tem reacéo limitada a

espécies diferentes.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. In6culo bacteriano

A cepa utilizada para as inocula¢des experimentais foi Campylobacter coli
originalmente isolada de frangos de criacdo extensiva na cidade do Rio de
Janeiro. A cepa foi isolada, identificada e caracterizada pela Fundagao Osvaldo
Cruz (FIOCRUZ), que forneceu a amostra para o experimento em forma de
cultura pura semeada em superficie de agar para transporte.

A cultura foi reativada por semeadura em caldo Bolton (Oxoid®)
suplementado com 5% de sangue hemolisado incubada em condi¢bes de
microaerofilia (Probac microaerobic generator®) a 37° C por 24 horas. Apds
crescimento procedeu-se a semeada na superficie do éagar CCDA -
Campylobacter Blood-Free Selective Agar base (CCDA) (Oxoid ®) adicionado
de 5% de sangue equino hemolisado, incubado a 37° C por 48 horas nas
mesmas condi¢des de microaerofilia.

Para as inoculagbes experimentais, com auxilio de uma alca descartavel
estéril, colénias puras foram colhidas da superficie do agar e adicionadas a
5mL de solucdo de cloreto de sédio 0,85% esteril. Apdés homogeneizacdo em
vortex, a turbidez da solucédo era comparada a escala de MacFarland para
estabelecer a concentracdo aproximada de células/mL. A partir do nimero de
células estimado eram realizadas diluicbes seriadas até se atingir a
concentracdo estipulada para a inoculacdo. O namero de células (UFC) na
solucéo utilizada para a inoculacgdo foi determinado por meio do PCR real time
BAX System®.
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4.2. Grupos Experimentais

4.2.1. Inoculacdo de C. coli em matrizes de corte e analise do

conteudo interno dos ovos e embrides

Foram utilizadas quatro matrizes de corte e um galo da linhagem Cobb-
Vantress. As aves foram criadas em uma empresa de producdo comercial até a
idade de 29 semanas (203 dias) e apds transferidas para uma baia
experimental localizada no Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia. Antes do alojamento a baia
foi previamente lavada com detergente neutro e agua sob pressdo e
desinfetada com acido peracético 2% aspergido no chdo e paredes. Essas
aves imediatamente antes da transferéncia para a baia apresentaram
negatividade para Campylobacter spp. em suabe cloacal quando analisadas
pelo método de cultivo em placas e PCR real time.

As galinhas foram experimentalmente inoculadas com 10° UFC de
Campylobacter coli (FIOCRUZ) no dia do alojamento (203 dias de idade) e
apos 7 e 24 dias, aos 210 e 227 dias de idade, respectivamente. O galo foi
inoculado somente na idade de 203 dias (dia do alojamento). A inoculacao foi
realizada por meio da via intraesofagica. Durante 28 dias (até 231 dias de
idade) as aves foram monitoradas para a presenca de C. coli por meio de 11
coletas. Para isso, procedeu-se suabe cloacal nas aves apés 3, 5, 7, 10, 12,
14, 18, 20, 24, 26 e 28 dias do alojamento, correspondente as idades das aves
de 206, 208, 210, 213, 215, 217, 221, 223, 227, 229 e 231 dias.

Os ovos das aves inoculadas foram coletados apoés trés dias da
inoculacdo em duas vezes ao dia (inicio da manha e final da tarde).
Anteriormente a coleta havia higienizacdo das maos utilizando lavagem com
sabdo neutro e posterior desinfec¢cdo com alcool gel. Além disso, para contato

com as aves, 0 coletador usou vestimenta e botas previamente higienizadas
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utilizadas apenas para esse fim. Apdés a coleta, os ovos foram imediatamente
desinfetados com solucao de formol 1% por aspersao.

Os ovos foram destinados a cada grupo experimental respeitando a
ordem de coleta. Assim, o primeiro ovo era analisado imediatamente (sem
incubacao), e os posteriores eram incubados e retirados para analise conforme
a ordem: o segundo, apos 24 horas, o terceiro apés seis dias, o quarto apos 13
dias, o quinto apds 17 dias, e 0 sexto aos 21 dias (dia da eclosédo). Apds, o
ciclo era reiniciado, com o sétimo ovo coletado sendo analisado imediatamente,
e 0s outros incubados e analisados ap6s 24 horas, seis dias, 13 dias, 17 dias,
21 dias, e assim repetidamente. Todos o0s ovos eram devidamente
identificados.

Em todas as amostras (vitelo, aloumem e mecoénio) foi investigada a
presenca de C. coli, e os embribes resultantes foram classificados quanto a
viabilidade ou idade de mortalidade embrionéria.

A incubacéo foi realizada em incubadora experimental localizada no
Centro de Bioterismo e Experimentacdo Animal (CBEA) da Universidade
Federal de Uberlandia, durante os meses de maio a julho de 2008. As duas
incubadoras utilizadas para a incubagdo dos ovos controles e teste,
respectivamente, eram monitoradas diariamente quanto a temperatura,
umidade, viragem e ventilacdo (anexo 1 — ficha de controle das incubadoras).
O numero de amostras e 0 material coletado para andlise de cada grupo

experimental pode ser observado na Tabela 1.
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Tabela 1. Nimero e tipo de amostras coletadas para andlise de matrizes pesadas inoculadas
via Intraesoféagica.

Grupo NuUmero de amostras
Galinhas (suabes cloacais) 48 (12° x 4°)
Galo (suabes cloacais) 12 (12% x 1°)
Ovos frescos (albume) 10
Ovos frescos (vitelo) 10
Embrido 24 horas incubacéo (vitelo) 14
Embrido embrionado seis dias incubacéo (vitelo) 16
Embrido embrionado 13 dias incubacéo (vitelo) 13
Embrido embrionado 17 dias incubacéo (vitelo) 13
Contelido saco vitelino de pintos recém eclodidos 10
Mecbnio pintos recém eclodidos 8
Total 154

a- Numero de coletas (sendo uma coleta anterior a primeira inoculacao) “coleta controle”; b-

Numero de aves.

4.2.2. Inoculagdo de C. coli em ovos de aves SPF

Foram utilizados 100 ovos livres SPF, divididos em grupo teste e
controle. No grupo teste, 50 ovos SPF foram artificialmente inoculados com
0,1mL de uma solucéo de cloreto de sédio 0,85% contendo 10° UFC de C. coli
de origem aviéria (isolado FIOCRUZ). A inoculacao foi realizada na camara de
ar, no polo superior, sem rompimento da membrana corioalantéide, utilizando
seringa de insulina estéril. O grupo controle consistiu de 50 ovos SPF
inoculados com 0,1mL de uma solug&o de cloreto de sddio 0,85% estéril, pela
mesma via que 0s ovos do grupo teste, porém sem a bactéria.

Imediatamente apds inoculacdo, os ovos foram incubados em duas
incubadoras experimentais destinadas a cada grupo (teste e controle),
localizadas no CBEA nas mesmas condi¢cdes dos ovos das matrizes.
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Apbs incubacdo por 24 horas, seis ovos foram retirados para andlise.
Aos seis dias, 13 dias e 17 dias foram retirados 10 ovos, e no dia da ecloséo
(21 dias) foram analisados 14 ovos.

Além da analise de C. coli também foi avaliada a idade da mortalidade
embrionéria pelo aspecto morfolégico do embrido, com exce¢do das amostras

coletadas com 24 horas apos incubacéo.

4.3. Analise laboratorial

4.3.1. Preparo das amostras

As andlises foram realizadas no Laboratorio de Biotecnologia Animal
Aplicada da Universidade Federal de Uberlandia. Os ovos foram higienizados
externamente utilizando gaze estéril umedecida em alcool etilico 70% e
analisados em fluxo laminar, onde depois de quebrados assepticamente, eram
depositados em placas de Petri estéreis. Dos ovos frescos e incubados por 24
horas, provenientes das matrizes ou ovos de galinhas SPF, 1mL da albume e
1mL da vitelo eram adicionados a 9mL de caldo Bolton (Oxoid). Do contetdo
dos ovos incubados por seis dias, 13 dias, 17 dias e 21 dias, 1mL do vitelo foi
adicionado a 9mL de caldo Bolton. No dia da eclosdo (21 dias de incubacao),
além da coleta de vitelo nos embrides oriundos de matrizes inoculadas via
intraesofagica retirados com 21 dias de incubacdo eclodidos ou com
mortalidade embrionaria superior a 18 dias, houve coleta de mecénio pela
friccdo do intestino sendo 1g adicionado a 9mL de caldo Bolton. Ja nos
embrides oriundos de ovos SPF inoculados na camara de ar e retirados com 21
dias de incubacéo eclodidos ou com mortalidade embrionéaria superior a 18 dias
foram retiradas amostras do jejuno e do ceco, sendo 1g de cada segmento

adicionado a 9mL de caldo Bolton.
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Todas as amostras acondicionadas em caldo Bolton foram analisadas
imediatamente para presenca de C. coli por técnicas de cultivo convencional

em placas e técnica molecular (PCR real time BAX System).

4.3.2. Anélise molecular

PCR automatizado (BAX System®, Dupont) foi utilizado para verificar a
presenca e quantificar Campylobacter sp. Foi realizado o protocolo direto, com
procedimentos realizados de acordo com as orientacdes do fabricante (USER’S
GUIDE, 2007). No laboratério, imediatamente apdés a chegada, apos
homogeneizacgédo, aliquotas de 5uL das amostras acondicionadas em 9mL de
caldo Bolton foram transferidas para microtubos (Bioexpress, USA) contendo
200pL de solucéo de lise (BAX System®). Estes microtubos foram aquecidos a
37°C por 20 minutos e 95°C por 10 minutos, e depois transferidos para bloco
de resfriamento (2°C a 8°C) durante 5 minutos. Apos resfriamento, 50uL dos
lisados foram transferidos para os tubos de PCR contendo em forma de pelet
(BAX System®), os primers para C. jejuni, C. coli e C. lari, dNTPs, a Tag-DNA
polimerase, corante fluorescente, controle positivo interno e demais reagentes
necessarios para a PCR. Os tubos foram transferidos para o
termociclador/detector, onde o programa pré-estabelecido no hardware do
equipamento foi executado. Ao final do ciclo de amplificacdo e deteccao, o
equipamento automaticamente liberou os resultados na tela do computador
identificando a espécie encontrada e o numero de UFC por grama ou mililitro
da amostra.

A cepa de Campylobacter jejuni ATCC 33291, previamente diluida em

caldo Bolton foi processada em paralelo e considerada controle positivo.
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4.3.3. Pesquisa de Campylobacter sp — cultivo convencional

O protocolo de andlise convencional por cultivo foi realizado de acordo
com Karmali e colaboradores (1986) e Bolton e Robertson (1982), utilizando
caldo Bolton e agar seletivo CCDA - Campylobacter Blood-Free Selective Agar
base (Oxo0id®), ambos adicionados do seus suplementos antibiético (Oxoid ®)
e 5% de sangue equino hemolisado. Como controle positivo, em paralelo ao
processamento das amostras, foi utilizada a cepa de Campylobacter jejuni
ATCC 33291.

Amostras das aves coletadas por suabe cloacal foram estriadas em
duplicata diretamente em agar CCDA (Oxoid®), adicionado com o suplemento
antibiotico seletivo CCDA (Oxoid®) e 5% de sangue de cavalo hemolisado. As
placas foram incubadas em atmosfera de microaerofilia (Probac microaerobic
generator®) em jarras para anaerobiose nas temperaturas de 37C e 42T por
48 horas.

As demais amostras foram enriquecidas em caldo Bolton (Oxoid®) e
incubadas em atmosfera de microaerofilia (Probac microaerobac generator®),
em jarras de anaerobiose a 37C por 24 horas. Apés esse periodo, aliquotas
de cada amostra foram semeadas em dgar CCDA como descrito acima, porém
apenas na temperatura de 37T, e incubadas por 48 h oras.

Amostras positivas em PCR e negativas em cultivo convencional foram
novamente pré-enriquecidas em caldo Bolton sem antibiético com 5% de
sangue de cavalo hemolisado incubadas por 24 horas em atmosfera de
microaerofilia a 37<C. Apés esse periodo, as amostr as foram estriadas em agar
CCDA conforme mencionado acima, agar Brucella (Oxoid) e agar Miller Hinton
(Oxoid). Os dois ultimos foram suplementados com a mistura antibidtica,
sangue de ovino hemolisado e suplemento FBP (Oxoid). As placas foram
incubadas em duplicata a 37°C e 42°C por 48 horas em jarras para

anaerobiose, sob atmosfera de microaerofilia.
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Colbnias suspeitas de pertenceram ao género Campylobacter foram
confirmadas pela coloracdo de Gram para verificar a morfologia em virgula ou

“asa de gaivota”.

4.4. Anélise estatistica

Foi utilizada estatistica descritiva aplicando-se valor relativo em forma de
percentagem para positividade em PCR, cultivo convencional e nimero de
embrides ou pintos viaveis. Para comparacao entre os resultados do cultivo
convencional e PCR foi calculado o coeficiente kappa. Para verificar a relacéo
entre a presenca da bactéria e a mortalidade embrionéria foi utilizado o teste do
quiquadrado.

As andlises das variaveis foram realizadas com o uso do programa
estatistico Biostat 5.0 (AIRES, 2007). Valores de P<0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Campylobacter em suabes cloacais de matrizes inoculadas

com C. coli

Os resultados obtidos para a presenca de Campylobacter em suabes
cloacais realizados nas matrizes e galo selecionados para este estudo indicam
gue nao houve regularidade na excrecéo deste microrganismo (Tabelas 2 e 3).
Animais positivos em uma coleta tornavam-se negativos na subsequente, e
novamente positivos na proxima coleta, sem que as aves fossem novamente
inoculadas.

Duas hipbteses possiveis podem ser especuladas para explicar a
irregularidade na eliminagcdo de Campylobacter observada neste estudo:

1) Apesar de a maioria das espécies encontradas serem Campylobacter
coli, foi identificada espécie diferente daquela inoculada. Assim, as aves
podem ter se infectado com a cepa inoculada, esta tenha sido eliminada
do seu organismo, e depois, tenham sido infectadas por outra cepa
presente do ambiente. Essa hipotese é reforcada, ja que outra espécie,
a Campylobacter jejuni (Tabela 3) também foi identificada em algumas
amostras, tanto em conjunto com C. coli, quanto isoladamente.

2) Outra hipotese esta relacionada com o tipo de amostra coletada. Apesar
de suabes cloacais ou retais serem utilizados para deteccdo de agentes
microbianos, e inclusive serem previstos pelo Programa Nacional de
Sanidade Avicola (BRASIL, 2003), alguns autores afirmam que a
utilizacéo de fezes frescas propicia a deteccdo de um maior numero de
amostras positivas para microrganismos como Salmonella sp, do que o
suabe cloacal ou retal (HIGGINS, 1981; SANDBERG et al., 2003). Ou
seja, consideram suabes cloacais como materiais menos eficientes para
deteccdo de bactérias entéricas quando comparadas a amostras de

fezes. Nao ha na literatura um estudo similar ao realizado neste



experimento para Campylobacter, porém, os achados desse trabalho
permitem supor que h& possibilidade de as aves estarem infectadas,
porém a deteccdo do agente nao foi realizada em todas as coletas por
estas serem realizadas por meio de suabes cloacais. Nesse estudo, a
opcéo pelo uso de suabes em cada animal individualmente, foi devida a
facilidade da coleta, e para diminuir a possibilidade de contaminagé&o

cruzada, mais provavel em uma coleta de fezes.

Tabela 2. Campylobacter sp em suabe cloacal de aves artificialmente inoculadas por via
intraesofagica, utilizando protocolos de analise molecular® e cultivo convencional’.

Aves testes

Inoculactes Protocolo
/idade das  DPI (i Mm* M? M3 m* Galo*

aves andlise
3 Convencional* P N P P N
12/ Molecular® P N P P N
203 dias c Convencional* N N N N N
Molecular® P N P N N
- Convencional* N N N N N
Molecular® N N N N N
10 Convencional* P N P P N
Molecular® P N N P N
1 Convencional* N N N N N
2a/ Molecular® N N N N P
dia210 14 Convencional* N N N N N
Molecular® N N N P N
18 Convencional* P P N N N
Molecular® P P N N N
20 Convencional* N N N N N
Molecular® N N N N P
24 Convencional* N P P N N
Molecular® N P P N N
32/ Convencional* = P P N N
dia 227 26 Molecular® N N P P N
28 Convencional* P N P P N
Molecular® P P P N N

a — PCR real time Bax System® (User’'s Guide, 2007); b — cultivo convencional em placas
(KARMALI et al., 1986); M** — matrizes; N — Negativo; P — Positivo; * inoculado somente no

dia 203; DPI - dias ap’ps inoculacao.
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A deteccao de C. jejuni nas cloacas das aves inoculadas com C. coli
(Tabela 3) pode também ser consequiente destas aves ja estarem infectadas
desde o ambiente de origem. Apesar de terem sido analisadas antes da
infecgao experimental, e todas mostrarem resultados negativos tanto no cultivo
convencional quanto na PCR, a analise foi realizada somente uma vez. Assim,
como os resultados mostraram que o0 microrganismo também né&o foi detectado
em todas as aves inoculadas, e nem em todos os periodos, 0 mesmo pode ter
acontecido com os animais selecionados, que poderiam ser positivos, mas no
momento da analise ndo eliminavam a bactéria. Outros autores encontraram
multiplas cepas em aves reprodutoras (JACOBS-REITSMA, 1995; CAMARDA
et al., 2000). Porém, para Ayling e colaboradores (1996) os lotes raramente sé&o

colonizados por mais de um gendtipo.

Tabela 3. Espécies de Campylobacter isoladas em suabes cloacais de matrizes e galo
inoculados artificialmente via intraesofagica e positivas em analise molecular’.

Aves testadas

Inoculactes/

idade das  DPI m* M? m? m* Galo*
aves
. C. Caoli,
12/ 3 C. coli C.iejuni
dia 203 5 C coli C coli
10 C. coli C.Coli,
C.jejuni
12 C. coli
22/ 14 C. coli
dia210 18 C. jejuni C. jejuni
20 C. jejuni
24 C. coli C'.C.Ol".
38 C. jejuni
dia 227 26 C. cgh C. coli
og G COLCo o C. coll
Jejuni

1 — PCR real time Bax System® (User's Guide, 2007); M** — matrizes; * inoculado

somente no dia 203.
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5.2. Campylobacter nos ovos frescos, embrides e pintinhos
provenientes das matrizes artificialmente infectada S por via

intraesofagica

Campylobacter coli ndo foi detectada em nenhum dos embrides
provenientes dos ovos incubados por 24 horas, 13 dias e 17 dias em nenhuma
das técnicas de anadlise utilizadas para o diagnostico. Porém, houve
positividade em amostras de ovos frescos, em embrides com mais de seis dias
de idade e em mecobnio ou vitelo de pintinhos recém eclodidos, pelo uso da
técnica molecular. Os resultados estdo apresentados nas Tabelas 4, 5 e 6.

Nos ovos frescos, Campylobacter coli foi detectado em 20% (2/10) das
amostras por PCR real time, sendo uma somente na vitelo e a outra, na vitelo e
no albume. Nos embrides de seis dias, a positividade foi de 12,5% (2/16), uma
em embrido viavel e a outra em embrido morto aos cinco dias de incubacéo.
Nos embrides ou pintos recém eclodidos, das dez amostras analisadas, duas
(20%) foram positivas, sendo uma identificada no vitelo e a outra no meconio,
ambas em embrides vivos. Shanker e colaboradores (1990) encontraram duas
aves infectadas no incubatorio apés a inoculacéo de 167 ovos com C. jejuni.

A maior positividade com o uso de técnicas moleculares demonstrada
neste estudo concorda com Hiett e colaboradores (2002), que também
encontraram positividade para Campylobacter jejuni somente pela técnica de
PCR. Andlise de penugem e casca de ovos no incubatério, negativas no cultivo
convencional, foram positivas em 100% e 70%, respectivamente, com 0 uso de
técnicas moleculares. Experimentalmente, outros autores (KING et al., 1993;
ZAKI; REDA, 1995) encontraram positividade para Campylobacter jejuni
associada com mortalidade embrionaria em embrides inoculados, porém, em
condi¢gbes de campo essa relacdo nao foi estabelecida para C. coli. Fonseca e
colaboradores (2007) encontraram 80% de positividade em mecoénio de pintos
de corte oriundos de matrizes naturalmente infectadas com Campylobacter
utilizando técnica de PCR, porém pelo cultivo convencional ndo foi encontrada

positividade nessas mesmas aves.
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Apesar de técnicas de PCR real time serem capazes de detectar o DNA
de células mortas, o método utilizado (Bax System da DuPont®), s6 apresenta
resultados positivos para contagens maiores que 10° UFC.g™* (USER’'S GUIDE,
2007). As contagens obtidas nas amostras por esta técnica variaram entre
1,9x10* UFC.g* a 1,7x10° UFC.g™. Independente da comprovacédo de que as
células detectadas estavam mortas, eram viaveis ou nao cultivaveis (VNC) ou a
metodologia convencional possuir sensibilidade menor que o0 método
molecular, estes resultados indicam que houve multiplicacdo da bactéria pos-

inoculagdo, transmissao vertical ou penetragdo da bactéria atraves da casca.

Tabela 4. Campylobacter em ovos frescos provenientes de matrizes inoculadas via
intraesofagica com Campylobacter coli.

Protocolo de analise

Ovos Amostra Molecular * Convencional 2
Analisada ~ Resultado  Espécie UFC.g *
1 Albume N -- -- N
Vitelo N -- -- N
5 Albume N -- -- N
Vitelo N -- -- N
3 Albume N -- -- N
Vitelo N -- -- N
Albume N -- -- N
4 Vitelo | -- -- N
c Albume P C. coli 1,9X10* N
Vitelo P -- -- N
6 Albume N -- -- N
Vitelo | -- -- N
; Albume P C. coli 8,2X10° N
Vitelo N -- -- N
8 Albume N -- -- N
Vitelo | -- -- N
9 Albume I -- -- N
Vitelo N -- -- N
Albume N -- -- N
10 Vitelo | -- -- N

1 — PCR real time Bax System® (User's Guide, 2007); 2 — cultivo convencional em placas

(KARMALI et al., 1986); N — Negativo; P — Positivo; | — indeterminado (resultado inconclusivo).
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Tabela 5. Viabilidade e presenca de Campylobacter em embrides de seis dias de incubacao,
provenientes de ovos de matrizes inoculadas via intraesofagica com Campylobacter

coli.
Protocolo de anélise
Embrido Molecular Convencional °  Viabilidade
Resultado  Espécie UFC.g * do Embrigo
1 N - - N Vivo
2 N - - N Vivo
3 N - - N Vivo
4 N - - N Vivo
5 | - - N Vivo
6 N - - N Vivo
7 N - - N Vivo
8 P C. coli 1,7 x 10° N Vivo
9 N - - N Vivo
10 N - - N Vivo
11 N - - N Vivo
12 N - - N Vivo
13 N - - N Vivo
14 N - - N ME 4 dias
15 N - - N ME 2 dias
16 P C. coli 4,4 x 10 N ME 5 dias

1 — PCR real time Bax System® (User's Guide, 2007); 2 — cultivo convencional em placas
(KARMALI et al., 1986); N — Negativo; P — Positivo; | — indeterminado (resultado inconclusivo);

ME — mortalidade embrionaria.
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Tabela 6. Viabilidade e presenca de Campylobacter em embrides ou pintos eclodidos ap6s 21
dias de incubacao, provenientes de ovos de matrizes inoculadas via intraesofagica

com C. coli.
Protocolo de analise
Embrido/  Amostra Molecular Convencional * Viabilidade
Pinto coletada  Resultado Espécie UFC.g * do Embrido
1 Vitelo N - - N Vivo
1 Meconio N -- - N
2 Vitelo N -- - N Vivo
2 Meconio N -- - N
3 Vitelo N -- - N Vivo
3 Meconio N -~ - N
4 Vitelo P C.coli  2,8x10" N Vivo
4 Meconio N - - N
5 Vitelo N - - N ME 21 dias
5 Meconio N -- - N
6 Vitelo N -- - N Vivo
6 meco6nio N -- - N
7 vitelo N -- - N ME 4 dias
8 vitelo N - - N ME 19 dias
8 meconio N - - N
9 vitelo N - - N ME 3 dias
10 vitelo N -- - N Vivo
10 meconio P C.coli  4,7x10* N

1 — PCR real time Bax System® (User's Guide, 2007); 2 — cultivo convencional em placas

(KARMALI et al., 1986); N — Negativo; P — Positivo; | — indeterminado (resultado inconclusivo);

ME — mortalidade embrionaria.

N&o houve relacdo entre a mortalidade embrionéria e positividade para

Campylobacter coli (Tabela 7) quando os resultados foram analisados pelo

teste do quiquadrado (x2) Em condi¢cdes experimentais, apds inoculagdo em

ovos, alguns autores concluiram gque a bactéria causa mortalidade embrionaria

(KING et al., 1993; ZAKI; REDA, 1995).

Mas para Jacobs-Reitsma (1995) e

Bull e colaboradores (2006) essa nao € a principal via de transmissao.
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Tabela 7. Influéncia da positividade para C. coli na mortalidade embrionaria (ME) de embrides
provenientes de matrizes inoculadas via intra-esofégica (teste do quiquadrado x°).

Campylobacter

Embrido* Positivos Negativos Total

Viaveis 3 37 40
Mortos 1 11 12
Total 4 48 52

P =0,9243

* Ovos inférteis e com ME inferior a 6 dias de incubac&o ndo foram incluidos.

5.3. Campylobacter no conteddo dos ovos, embrides e pintinhos
provenientes de ovos SPF artificialmente inoculados na camara

de ar

As Tabelas de 8 a 12 mostram os resultados obtidos em técnicas de
cultivo convencional e PCR, com as contagens da bactéria e a viabilidade dos
embrides oriundos de ovos SPF inoculados. Houve alta positividade tanto em
PCR como em cultivo microbiolégico convencional nos embrides do grupo
teste, sendo Campylobacter coli a Unica espécie encontrada. Todas as
amostras do grupo controle em todos os periodos analisados foram negativas.

Em ovos embrionados do grupo teste incubados por 24 horas (Tabela 8),
a positividade foi de 66,66% (4/6) em albume e vitelo pela técnica molecular.
Todas as amostras do grupo controle (vitelo e albume) foram negativas nas
duas técnicas de analise utilizadas. Campylobacter coli foi detectada no albume
e vitelo com contagens variando de 1,0x10* UFC.g* a 3,9x10" UFC.g*. Dos
resultados positivos em albume, em uma amostra a bactéria foi detectada
somente pela técnica molecular (Amostra 4) e nas demais foram detectadas
pelas duas técnicas. Em outra amostra (amostra 2) foi encontrada somente no
vitelo, e as duas técnicas de analise foram capazes de detectar o

microrganismo.



41

A positividade e contagens determinadas neste estudo comprovam que
Campylobacter coli é capaz de atravessar a membrana da casca e atingir o
interior de ovos SPF, e ainda, manterem-se viaveis, cultivaveis e com

capacidade de multiplicacao.

Tabela 8. Presenca de Campylobacter em albume e vitelo de ovos SPF, previamente
inoculados via camara de ar com 10° UFC.mL™ de C. coli e incubados por 24

horas.
Protocolo de andlise
Amostra Molecular Convencional
Ovo coletada Resultado Espécie UFC.g *
1 albume N -- -- N
1 vitelo N -- -- N
2 albume N -- -- N
2 vitelo P C. coli 9,6 x 10° P
3 albume P C. coli 1,0 x 10* P
3 vitelo P C. coli 3,9 x 10’ P
4 albume P C. coli 5,2 x 10" N
4 vitelo P C. coli 7,9x 10° P
5 albume P C. coli 1,9 x 10* P
5 vitelo N -- -- N
6 albume P C. coli 2,4 x10’ P
6 vitelo P C. coli 7,9 x 10° N

1 — PCR real time Bax System® (User's Guide, 2007); 2 — cultivo microbiolégico convencional
em placas (KARMALI et al., 1986); N — Negativo; P — Positivo.

Aos 6 dias, 13 dias e 17 dias de incubacdo, Campylobacter coli foi
detectada nos embrifes por pelo menos uma das técnicas utilizadas em 50,0%
(5/10), 100,0% (10/10) e 80% (8/10) das amostras, respectivamente (Tabelas
9, 10 e 11). Dos cinco embrides de seis dias e positivos para C. coli, dois eram
vidveis, dois eram mortos e um era infértil. Dos dez embrides de 13 dias e
positivos, sete eram inviaveis, um infértil e dois eram viaveis. Ja dos oito

embrides de 17 dias, positivos para a bactéria, todos eram inviaveis.
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Tabela 9. Viabilidade e presenca de Campylobacter em embrides com 6 dias de incubacao
provenientes de ovos SPF, previamente inoculados via cdmara de ar com 10°
UFC.mL™de C. coli, incubados por seis dias.

Protocolo de analise

Embria Molecular Convenciona Viabilidade do
mbrido I Embrido
Resultado Espécie UFC.g ™
1 P C. coli 1,8x10" P ME 5 dias
2 C. coli 3,4x10* P Vivo
3 N - - N Vivo
4 N - - N Vivo
5 N - - N Vivo
6 N - - N Vivo
7 P C. coli 1,8x10’ P Infértil
8 P C. coli 1,4x10° P Vivo
9 P C. coli 9,6x10° P ME 2 dias
10 N -- -- N ME 3 dias

1 — PCR real time Bax System® (User Guide, 2007); 2 — cultivo microbiolégico convencional

em placas (KARMALI et al., 1986); N — Negativo; P — Positivo; ME — morte embrionaria.

Dos dez embrides de seis dias do grupo controle, negativos para a

presenca de Campylobacter nos dois protocolos de anélise, seis estavam

vivos, um infértil, dois tinham morte embrionaria com trés dias e um tinha morte

embrionaria com dois dias.
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Tabela 10. Viabilidade e presenca de Campylobacter em embriées provenientes de ovos SPF,
previamente inoculados via camara de ar com 10° UFC.mL™ de C. coli, incubados

por 13 dias.
Protocolo de analise
Embrido Molecular Convenciona yiapilidade do
Resultado Espécie UFC.g ™ Embrido
1 P C. coli 3,0x10’ P ME 2 dias
2 P C. coli 8,9x10° P ME 2 dias
3 P C. coli 4,6x10° P ME 2 dias
4 P C. coli 3,2x10° P infértil
5 P C. coli 1,1x10° P ME 3 dias
6 P C. coli 2,4x10° P ME 3 dias
7 P C. coli 2,0x10’ P ME 2 dias
8 P C. coli 2,0x10’ P ME 2 dias
9 P C. coli 3,9x10° N Vivo
10 P C. coli 1,1x10° P Vivo

1 — PCR real time Bax System® (User's Guide, 2007); 2 — cultivo microbiologico

convencional em placas (KARMALI et al., 1986); N — Negativo; P — Positivo; ME —

morte embrionaria.

Dos dez embrides de 13 dias do grupo controle, negativos para a

presenca de Campylobacter nos dois protocolos de analise, seis estavam

vivos, um infértil, um tinha morte embrionaria com dois dias, um apresentava

mortalidade embrionaria aos trés dias e outro, morte embrionaria aos dois dias.



Tabela 11. Viabilidade e presenca de Campylobacter em embriées provenientes de ovos SPF,
previamente inoculados via camara de ar com 10° UFC.mL™" de C. coli, incubados

por 17 dias.
Protocolo de analise
Embrido Molecular Conver|1ciona Viagrl‘i%?%%do
Resultado Espécie UFC.g *

1 P C. coli <1,0x10" P ME 2 dias
2 C. coli 5,56x10* P ME 1 dia
3 P C. coli 6,8x10° P ME 4 dias
4 N -- -- N Vivo

5 N -- -- N ME 2 dias
6 P C. coli 1,5x10’ P ME 3 dias
7 P C. coli 2,0x10° P ME 3 dias
8 P C. coli 3,8x10° P ME 3 dias
9 P C. coli 9,7x10° P ME 2 dias
10 C. coli 8,6x10° P ME 2 dias

1 — PCR real time Bax System® (User’s Guide, 2007); 2 — cultivo microbioldégico convencional

em placas (KARMALI et al., 1986); N — Negativo; P — Positivo; ME — morte embrionaria.

Dos dez embrides de 17 dias do grupo controle, negativos para a
presenca de Campylobacter nos dois protocolos de anélise, seis estavam
vivos, dois tinham morte embrionaria com quatro dias, dois tinham morte
embrionéaria com trés dias e um tinha morte embrionaria com dois dias.

Nos embrides de seis, 13 e 17 dias, somente em uma das amostras
(embrido de 13 dias) houve discordancia entre os resultados da técnica
molecular e de cultivo microbiolégico convencional (positivo em PCR e negativa
no método convencional). Nesta amostra, a contagem foi de 3,9x10° UFC.g™, e
em todas as outras positivas nesta idade, para ambos os métodos, as
contagens foram maiores que 1,0x10° UFC.g™. Porém, o nlimero de bactérias
ndo pode ser utilizado para explicar a difrenca entre os métodos de andlises, ja
que um embrido de seis dias com contagem de 3,4x10* UFC.g* e outro de 17
dias, com contagem <1,0x10* UFC.g* mostrou conformidade entre as duas

técnicas.
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Nas amostras provenientes dos ovos incubados por 21 dias, eclodidos,
vidveis ou com mortalidade embrionaria superior a 19 dias de incubacéao,
Campylobacter sp nao foi encontrada em amostras intestinais de jejuno e ceco
ou vitelo. Nesse periodo de incubagdo, Campylobacter estava presente apenas
em embriGes com mortalidade até sete dias de incubacao.

Todas as amostras do grupo controle mostraram resultados negativos, e
das 14 amostras do grupo teste, cinco 35,7% foram positivas, todas em
embrides com mortalidade precoce (Tabela 12). Nestas cinco amostras,
Campylobacter coli foi somente isolada no vitelo, ndo sendo detectada no
jejuno ou ceco.

O conjunto dos resultados de maior positividade, recuperacdo da
bactéria e numero de C. coli observada nos ovos SPF, em comparagdo com a
menor positividade e ndo recuperagdo da bactéria inoculada nos ovos das
matrizes permite especular que algum fator diferencie a sobrevivéncia e
multiplicacdo. As hipdteses para a presenca da bactéria ndo viavel no interior
dos ovos das matrizes sédo provavelmente relacionadas a imunologia das aves.
Sahin e colaboradores (2001) verificaram alto nivel de anticorpos contra
Campylobacter em frangos na primeira e segunda semana, porém, com
declinio ou mesmo desaparecimento na terceira e quarta semana
reaparecendo na quinta semana. A auséncia de anticorpos até a terceira
semana coincide com as infecgdes por Campylobacter em muitos lotes de
frango (STERN, 1992; YOUNG et al.,, 1999; NEWELL; WAGENAAR, 2000)
sustentando que a imunidade materna é uma importante barreira & infeccéo.

Os resultados positivos em PCR nas amostras provenientes das
matrizes, mas sem recuperacao de coldnias, indicam que a C. coli foi capaz de
invadir o ovo, porém, as bactérias ndo foram cultivaveis. Entdo é provavel que
a protecdo materna seja um fator importante para impedir a viabilidade da
bactéria.

Alguns pesquisadores afirmam que a viabilidade de Campylobacter
jejuni é drasticamente diminuida quando a bactéria € inoculada dentro do
albume. Essa foi a hip6tese para explicar resultados negativos em ovos de

galinha por Sahin e colaboradores (2003) em ovos de codorna. Porém, estudos
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in vitro demonstraram que concentracfes de albume tdo altas quanto 94%,
quando adicionados em meio de cultivo incubado por 24 horas, ndo foram
capazes de inibir o crescimento de Campylobacter jejuni (PAULA et al., 2009).

Tabela 12. Viabilidade e presenca de Campylobacter no vitelo de embrifes, ou jejuno, ceco e
vitelo de pintos provenientes de ovos SPF inoculados na cadmera de ar com 10°
UFC.mL™"de C. coli, incubados por 21 dias.

Protocolo de analise

Convencio Viabilidade

Embrido/ Material Molecular
Pinto coletado — 1 nal
Resultado Espécie UFC.g
1 Vitelo N -- -- N
Jejuno N -- -- N ME 20 dias
Ceco N - -- N
5 Vitelo N - - N
Jejuno N -- -- N Eclodido
Ceco N -- -- N
Vitelo N -- -- N Bicado
3 Jejuno N -- -- N Vivo
Ceco N -- -- N
Vitelo N -- -- N Bicado
4 Jejuno N -- -- N Vivo
Ceco N -- -- N
5 Vitelo N - - N ME 3 dias
Vitelo N -- -- N
6 Jejuno N - -- N ME 20 dias
Ceco N -- -- N
7 Vitelo P 3,3x10° C. coli P ME 2 dias
8 Vitelo P 1,2x10° C. coli P ME 2 dias
9 Vitelo P 5,3x10° C. coli P
Vitelo N -- -- N Bicado
10 Jejuno N -- -- N Vivo
Ceco N -- -- N ME 2 dias
11 Vitelo P 2,5x10° C. coli P ME 6 dias
12 Vitelo P 1,1x10’ C. coli N ME 6 dias
Vitelo N -- -- N Bicado
13 Jejuno N - -- N Vivo
Ceco N -- -- N
saco da gema N -- -- N Bicado
14 Jejuno N -- -- N Vivo
Ceco N -- -- N

1 — PCR real time Bax System® (User's Guide, 2007); 2 — cultivo microbiolégico convencional

em placas (KARMALI et al., 1986); N — Negativo; P — Positivo; ME — morte embrionaria.
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Os resultados indicam entdo, que a explicacdo mais provavel seja que
os ovos SPF ndo contenham anticorpos capazes de inibir a viabilidade de C.
coli. Porém, nestes casos, a infec¢cdo causa morte embrionéria precoce,
justificando o fato de a bactéria ndo ser detectada em pintos recém eclodidos.

Das 14 amostras coletadas dos ovos incubados por 21 dias no grupo
controle, negativas para a presenca de Campylobacter nos dois protocolos de
analise, seis eclodiram, trés estavam vivos e bicaram os ovos sem eclodir, um
era infértil, um teve morte embrionaria com um dia, um com quatro dias, um
com seis dias, e um teve morte embrionaria com sete dias.

Pelo teste do quiquadrado (Tabela 13.A) foi demonstrado que houve
maior mortalidade em embriées do grupo teste que do grupo controle. O teste
foi realizado considerando os ovos férteis incubados por seis a 21 dias dos
grupos teste e controle. Considerando somente os embrides do grupo teste, a
comparacao entre a mortalidade embrionaria e amostras positivas e negativas
para Campylobacter coli (Tabela 13.B), demonstrou que embrides positivos
para Campylobacter coli apresentaram maior mortalidade do que aqueles
negativos para o agente. Esses resultados indicam que a mortalidade foi
associada com a presenca da bactéria.

Tabela 13.A. Viabilidade e a presenca para Campylobacter coli em embribes provenientes de
ovos SPF do grupo teste e grupo controle inoculados na camara de ar com 10°
UFC.mL™de C. coli, incubados por 21 dias.

Grupos

Embrido Teste Controle Total

Vivo 15 24 39

Morto 27 17 44

Total 42 41 83
P (x°) = 0,0001

*Qvos inférteis e com morte embrionaria inferior a 6 dias ndo entraram na analise.
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Tabela 13.B. Viabilidade e a presenca para Campylobacter coli em embribes provenientes de
ovos SPF do grupo teste positivo e teste negativo inoculados na cdmara de ar
com 10° UFC.mL™" de C. coli, incubados por 21 dias.

Grupos
Teste Teste
Embrido positivo negativo Total
Vivo 1 14 15
Morto 22 5 27
Total 23 19 42

P (x%) = 0,001

*Qvos inférteis e com morte embrionaria inferior a 6 dias ndo entraram na analise.

Estudos sobre a transmissdo vertical de C. coli assim como a
mortalidade embrionaria induzida pela bactéria sdo incomuns na literatura. Mas
outros estudos com o género Campylobacter ou a espécie C. jejuni foram
explorados por alguns autores. A maior mortalidade embrionaria relacionada a
infeccdo do ovo por Campylobacter esta de acordo com King e colaboradores
(1993) que observaram que a inoculagcdo de algumas cepas de Campylobacter
jejuni na membrana corioalantéide de ovos embrionados de galinhas € letal
para o embrido. Lam e colaboradores (1992) observaram mortalidade em
embrides de perus inoculados com cepas de C. jejuni isoladas de perus
adultos, e em embrides de frangos inoculados com uma cepa originaria de
galinhas, respectivamente. Zaki e Reda (1995), apés inoculacdo, encontraram
0,72% de positividade para C. jejuni em embrides com mortalidade embrionaria
inicial, 1,85% em embrides com mortalidade embrionaria tardia, e 2,15% em
embrides que bicaram os ovos, mas ndo conseguiram eclodir.

A transmissao vertical de Campylobacter sp em aves € discutida por
pesquisadores desse tema. Para Jacobs-Reitsma (1995) e Bull e
colaboradores (2006) essa ndo é a principal via de transmissdo. Porém,
Pearson e colaboradores (1996) utilizando analise epidemiologica e Cox e
colaboradores (2002) por comparacdo de padrdes genéticos da bactéria
isolada nas reprodutoras e sua progénie concordam que a transmissao vertical

pode ser uma importante via de disseminacao de Campylobacter sp em aves.
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5.4. Comparagdo entre as técnicas de andlise e cont agem das

bactérias

O célculo do coeficiente kappa demonstrou boa concordancia entre os
resultados da técnica molecular e de cultivo microbiolégico convencional para
amostras de suabes cloacais de matrizes inoculadas via intraesofagica (Tabela
14).

Tabela 14. Teste kappa relacionando os resultados de PCR e cultivo microbiolégico
convencional em suabes cloacais de matrizes inoculadas via intraesofagica com
10° UFC.g™ de C. coli.

Cultivo PCR
P N Total
P 12 4 16
N 7 32 39
Total 19 36 55

k= 0,5406 p<0,0001

Nas amostras dos embrides provenientes das matrizes inoculadas por
via intraesofagica s6 houve concordancia entre os resultados do método
molecular e convencional de -cultivo em placas quando as amostras
apresentavam resultados negativos. Resultados positivos s6 foram obtidos com
a técnica molecular. Porém, no caso dos resultados obtidos dos produtos dos
ovos SPF, o calculo do coeficiente kappa demonstra que ha uma excelente

concordancia entre os dois métodos de andlise (Tabela 15).

Tabela 15. Teste kappa relacionando os resultados de PCR e cultivo microbiolégico
convencional em embrides e pintos provenientes de ovos SPF inoculados na
camara de ar com 10° UFC.g™ de C. coli.

PCR
Cultivo P N Total
P 32 0 32
N 4 40 44
Total 36 40 76

k= 0,8921 p<0,0001




50

A constatacdo que o meétodo molecular e o cultivo microbiologico
convencional em placas sao equivalentes para a deteccdo de Campylobacter
nos produtos dos ovos SPF discorda de resultados obtidos por Hiett e
colaboradores (2002). Estes autores encontraram maior positividade em PCR
comparado com cultivo microbiolégico convencional quando analisaram
amostras de penugem e casca de ovos. Porém, sdo semelhantes aos
resultados obtidos nos produtos dos ovos provenientes das matrizes, onde a
bactéria so foi detectada pelo método molecular.

Apesar dos resultados positivos para Campylobacter nos produtos dos
ovos provenientes das matrizes pela técnica molecular, foi possivel observar
também que as contagens obtidas eram na maioria das vezes inferiores as
obtidas nos produtos dos ovos SPF. Nestes ultimos, o niumero de bactérias por
grama de embrido de 24 horas, seis dias, 13 dias, 17 dias e 21 dias, em
somente uma das amostras foi maior que 10° UFC.g’. Considerando a
quantidade inoculada (10° UFC.mL™), é possivel afirmar que a bactéria foi
capaz de penetrar no interior dos ovos, sobreviver e se multiplicar. Tal fato é
confirmado pela comprovacédo de que a espécie inoculada nas matrizes foi a
mesma identificada nos ovos ou embrides.

O conjunto dos resultados de maior positividade, recuperagdo da
bactéria e numero de C. coli observada nos ovos SPF, em comparagdo com a
menor positividade e ndo recuperacdo da bactéria inoculada nos ovos das
matrizes permite especular que a presenca de algum fator influenciando a
sobrevivéncia e multiplicacdo da bactéria. As hipbteses para a presenca da
bactéria ndo viavel no interior dos ovos das matrizes podem estar relacionadas
com a imunidade das aves. Sahin e colaboradores (2001) verificaram altos
titulos de anticorpos contra Campylobacter em frangos de corte na primeira e
segunda semana, porém, com declinio ou mesmo desaparecimento na terceira
e quarta semana reaparecendo na quinta semana de idade. A diminuicdo ou
auséncia de anticorpos a partir da terceira semana coincide com as infec¢des
por Campylobacter em muitos lotes de frango (STERN, 1992; YOUNG et al.,
1999; NEWELL; WAGENAAR, 2000), sustentando que a imunidade materna é

uma importante barreira a infeccao.
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Os resultados positivos por PCR nas amostras provenientes das
matrizes, mas sem recuperacao de colbnias, indicam que C. coli foi capaz de
invadir o ovo, porém, as bactérias se mostraram nao cultivaveis. Entdo uma
provavel imunidade passiva ou presenca de anticorpos no interior destes ovos
embrionados deve de alguma forma, oferecer protecdo contra o agente,
reforcando a hiptese de uma protecdo materna.

Alguns pesquisadores afirmam que a viabilidade de Campylobacter
jejuni é drasticamente diminuida quando a bactéria é inoculada dentro do
albume. Essa foi a hip6tese para explicar resultados negativos em ovos de
galinha por Sahin e colaboradores (2003) em ovos de codorna. Porém, estudos
in vitro demonstraram que concentracbes de albume tdo altas quanto 94%,
quando adicionados em meio de cultivo incubado por 24 horas, ndo foram
capazes de inibir o crescimento de Campylobacter jejuni (PAULA et al., 2009).

Os resultados indicam entdo, que a explicacdo mais provavel seja que
como 0s ovos SPF nao contém anticorpos capazes de inibir a viabilidade de C.
coli, nestes casos, a infecgdo causa a morte embrionaria precoce, justificando o

fato da bactéria ndo ser detectada em pintos recém eclodidos.
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6. CONCLUSAO

A transmissao vertical em condi¢bes experimentais mostrou ser uma via
possivel de disseminacdo de C. coli e mortalidade embrionaria precoce em
ovos embrionados de aves SPF, provavelmente relacionado com a imunidade
materna, que inibe a viabilidade da bactéria no interior de ovos embrionados.
Assim, apesar de ser um evento provavel, a transmissao transovarina de
Campylobacter parece ndo ser a causa de danos em embrides de galinhas ou
mesmo ser a principal via de transmissdo de Campylobacter coli em lotes de

reprodutoras pesadas previamente ja expostas ao agente.
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