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RESUMO

A demanda por carne de frango vem crescendo globalmente, assim como as exigéncias
com relacdo a qualidade microbioldgica do produto final. Associa-se a frequéncia de
Campylobacter spp. em aves as enterites em humanos. O principal reservatorio do
agente € o trato digestivo de animais de diversas espécies, como aves de corte.
Campylobacter spp. possui ampla diversidade genotipica e fenotipica, e apresentam
diversos mecanismos de viruléncia para se aderir e colonizar o epitélio intestinal no
hospedeiro. Apesar de o controle sanitario e biosseguranca implementados nas granjas
refletirem na reducdo de contaminacdo das carcacas no matadouro-frigorifico, esses
procedimentos ndo eliminam o Campylobacter completamente das aves, podendo
comprometer a qualidade microbiolégica do produto final e propiciar casos de
toxinfeccdo de origem alimentar aos consumidores. Esse trabalho tem como objetivo
verificar a ocorréncia de seis genes de viruléncia de Campylobacter jejuni em amostras
de carcacas de frango e em casos de campilobacteriose em humanos. Foram avaliadas
50 amostras de C. jejuni, das quais 25 eram de origem aviaria, provenientes da colecéo
do Centro de Diagnostico e Pesquisa em Patologia Aviaria (CDPA - UFRGS), e 25
eram de origem humana, cedidas pela Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). A técnica
de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi utilizada para detec¢do dos genes iam,
flaA, cdtA, cdtB, cdtC e wlaN. Das amostras analisadas, 92% (23/25) de origem
humana e 88% (22/25) de origem aviaria foram positivas para o gene cdtB, 44% (11/25)
de origem humana e 84% (21/25) de origem aviaria para o gene cdtA; 20% (5/25) de
origem humana e 80% (20/25) de origem aviaria para o gene flaA; 48% (12/25) de
origem humana e 76% (19/25) de origem aviaria para o gene cdtC; 16% (4/25) de
origem avidria para o gene wlaN e 12% (3/25) de origem humana e 4% (1/25) de origem
aviaria foram positivas para o gene iam. Em nenhuma das amostras pesquisadas de
origem humana (0/25) foi observado o gene wlaN. Com este trabalho concluiu-se que 0s
genes pesquisados podem estar presentes em cepas de C. jejuni provenientes de carne de
frango e nas cepas isoladas de casos de infec¢do alimentar em humanos. Ainda assim,
conforme os resultados apresentados, o gene cdtB teve maior frequéncia nas amostras

provenientes de origem humana e aviaria.

Palavras-chave: Salude Publica, Campilobacteriose, Sanidade Avicola, Campylobacter
jejuni, Genes de viruléncia



ABSTRACT

The demand for poultry meat has increased globally, as well as the microbiologic
requirements of the final product. The frequency of Campylobacter spp. in poultry meat
has been related to enteritis in humans. The digestive tract of several animals’ species,
as poultries, is the main reservatory of the agent. Campylobacter spp. has a wide
genotypic and phenotypic diversity, and, in addition to that, it presents several virulence
factors which allow to adhere and colonize the intestinal epithelium of the host.
Although good hygienic and biosecurity practices employed at poultry farms help to
reduce the carcass contamination, these procedures do not completely eliminate
Campylobacter spp. at the slaughterhouses and it may affect the microbiologic quality
of the final product, which may cause alimentary toxinfection cases. This study aims to
verify the occurrence of six virulence genes of Campylobacter jejuni from poultry
carcasses samples and campylobacteriosis cases in humans. 50 samples of C. jejuni
were evaluated, of which 25 were originated from poultry collected at the Centro de
Diagnostico e Pesquisa em Patologia Avidria (CDPA - UFRGS), and 25 were
originated from human samples of the Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).
Polymerase chain reaction (PCR) technique was employed to detect the following
genes: iam, flaA, cdtA, cdtB, cdtC and wlaN. In the samples analyzed, 92% (23/25)
from human origin and 88% (22/25) from poultry for cdtB gene; 44% (11/25) from
human origin and 84% (21/25) from poultry for cdtA gene; 20% (5/25) from human
origin and 80% (20/25) from poultry for flaA gene; 48% (12/25) from human origin and
76% (19/25) from poultry for cdtC gene; 16% (4/25) from poultry for wlaN and gene
12% (3/25) from human origin and 4% (1/25) from poultry were positive for iam gene.
This study concludes that the researched genes may be present in Campylobacter from
poultry meat origin and from isolates of human cases of alimentary toxinfection.
However, according to the results found, the cdtB gene had a higher frequency in
samples of human and avian origin.

Key-words: Public Health, Campylobacteriosis, Poultry Health, Campylobacter jejuni,

Virulence genes
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1. INTRODUCAO

O Brasil € o maior exportador de carne de frango e segundo maior produtor do
mundo, tendo producdo de 13,146 milhdes de toneladas do produto e o consumo per
capita de 43,25 kg no ano de 2015 (ABPA, 2015). Com o crescimento do setor e a
importancia em produzir alimentos seguros, é fundamental que ocorra controle
sanitario nas granjas e nas induastrias, os quais devem ser somados a estudos sobre
possiveis patdgenos de potencial zoonotico. Nos ultimos anos, houve uma modificacéo
no foco da seguranca alimentar, antigamente voltada a residuos quimicos nos
alimentos, e que atualmente passou a dar maior importancia ao envolvimento de
micro-organismos patogénicos para humanos nos alimentos de origem animal.
Todavia, esses agentes, por vezes, sdo inGcuos aos animais, e ndo necessariamente
resultam em doenca clinica (OLIVEIRA et al., 2008).

No Brasil, entre os anos de 2000 e 2014 foram notificados 9.928 surtos de
doencas transmitidas por alimentos (DTA), com 195.753 pessoas afetadas. Em 45,66%
destes surtos, o alimento relacionado nao foi investigado. Alimentos de origem carnea,
tanto bovina, suina e aves, estdo relacionados em 8,72% dos casos notificados
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

A campilobacteriose, doenga em humanos causada por Campylobacter spp.,
esta entre as doencas de origem alimentar mais frequentes no mundo. Embora existam
varios veiculos de contaminacéo, a carne de frango é considerada o principal veiculo
alimentar para esta infeccdo (FAO, 2009). Em alguns paises, o Campylobacter é
isolado com maior frequéncia do que as salmonelas em casos clinicos de
gastroenterites em humanos (WALDROUP, 1996). Segundo estudo publicado pela
WHO (2015), Campylobacter spp. € um dos agentes mais frequentes relacionados a
doencas transmitidas por alimentos.

Nas aves, Campylobacter spp. tem distribuicdo mundial e localiza-se de forma
comensal no trato gastrointestinal, ou seja, na maioria dos casos, as aves néo
desenvolvem doenca clinica (KUANA, 2008). Essas bactérias sdo também comensais
em multiplas espécies de animais selvagens e domesticos, e tém a capacidade de
sobreviver em uma grande quantidade de ambientes (KEENER et al., 2004). A
infeccdo nos humanos ocorre atraves da ingestdo de carnes de aves cruas ou mal

cozidas, de leite ndo pasteurizado, do consumo de agua e de alimentos de origem
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animal e vegetal contaminados, além do contato direto com animais portadores
(KUMAR et al., 2001; SCARCELLI et al., 2005).

Campylobacter spp. é hoje reconhecido como um dos principais agentes
etiologicos de gastroenterite bacteriana em humanos em ambito mundial, porém seu
mecanismo patogénico ndo foi totalmente esclarecido. Isso se deve ao fato de que as
espécies pertencentes ao género possuem ampla diversidade genotipica e fenotipica
(LEMOS, 2010).

Essas bactérias utilizam mecanismos de viruléncia para se aderir e colonizar o
epitélio intestinal e se desenvolverem no hospedeiro. Os genes cdtA, cdtB e cdtC, que
codificam a Citotoxina Letal Distensiva (CDT), e o gene flaA, que codifica proteinas
flagelares, sdo considerados importantes fatores de viruléncia do Campylobacter
jejuni, o qual é a principal espécie envolvida em casos confirmados de
campilobacteriose. Os genes cdtA e cdtC estdo relacionados com a aderéncia e
penetracdo da célula hospedeira, enquanto o cdtB estd envolvido com a producédo da
toxina que causa dano ao DNA através de sua atividade enzimatica, sendo que a
expressdo dos trés genes € requerida para uma plena atividade da toxina (JEON;
ITOH; RYU, 2005). O gene flaA codifica proteinas flagelares, que auxiliam na
quimiotaxia e adesdo do micro-organismo nas estruturas intestinais, e também tem
sido relatado em estudos com isolados de Campylobacter spp. em casos de infeccédo
alimentar. A presenca do gene wlaN € relacionada com a biossintese e variacdo da
estrutura do lipo-oligossacarideo (LOS) e implicado na sindrome de Guillain-Barré
(SGB). Com isso, induz uma resposta imunitaria cruzada entre estes e 0 LOS presente
na superficie deste microrganismo (GILBERT et al., 2008). Outra regido codificada
pelo gene iam, relacionado a invasdo celular, foi identificada em algumas estirpes de
Campylobacter jejuni e Campylobacter coli (CARVALHO et al., 2001).

A presenca de Campylobacter spp. em produtos avicolas tem colocado em pauta
e evidenciado esse agente, tal como as salmonelas, em importantes comités mundiais
(PERDONCINI, 2015). Além disso, o género Campylobacter destaca-se como um dos
principais agentes etioldgicos de diarreia humana e lidera os relatos de DTA
registrados nos Estados Unidos e em diversos paises da Europa (CDC, 2016; EFSA,
2015).

Devido a crescente importancia desse micro-organismo, este trabalho teve como

objetivo verificar a ocorréncia de seis genes de viruléncia (colocar os genes) de C. jejuni
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isoladas de amostras de carcacas de frango e de casos de campilobacteriose em

humanos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histoérico

As bactérias do género Campylobacter foram descritas pela primeira vez pelo
pesquisador alemdo Theodor Von Escherich no ano de 1886. Em sua pesquisa foram
usadas amostras provenientes de célon de neonatos que apresentaram diarreia e
morreram  devido & enfermidade. Nestas amostras foram observadas
microscopicamente bactérias espiraladas denominadas de Vibrio
felinus (ESCHERICH, 1886). Em 1913, ocorreu a primeira identificacdo associada a
abortos em ovinos, sendo confirmado através de testes realizados em 1918 quando
micro-organismos bastante similares aqueles foram identificados em fetos de bovinos
e denominaram de Vibrio fetus (MOORE, 2005). Em 1947, uma gestante sofreu um
aborto causado por uma infeccdo que foi associada ao micro-organismo conhecido na
época como Vibrio microaerofilo. Em 1957, a pesquisadora Elisabeth King descreveu
0 isolamento de um Vibrio spp. em sangue de criangas com diarreia (MOORE,
2005). Finalmente, no ano de 1963, o género Campylobacter, que significa bactéria
encurvada, foi proposto por Sebald e Véron. Estes pesquisadores englobaram nesse
género as bactérias antes denominadas de Vibrio fetus, Vibrio jejunie Vibrio coli
porque avaliaram que esses apresentavam caracteristicas muito diferentes do Vibrio
spp., tanto no metabolismo quanto na composicdo dos pares de bases do material
genético (MOORE, 2005). Campylobacter spp. foi isolado pela primeira vez de
pessoas com diarreia, em 1972 pelos microbiologistas Dekeyser e Butzler, através de
métodos de cultivos mais eficientes para o isolamento de micro-organismos
termofilicos e microaerdfilos (BUTZLER, 2004). Desde entdo, Campylobacter spp.
continua sendo um patégeno relacionado a enfermidade gastrointestinal em humanos
em varios paises (HANSSON et al., 2015; JENSEN; LAWSON; LUND, 2015).

2.2 Campylobacter spp. no plantel brasileiro

Informacdes sobre a prevaléncia de Campylobacter spp. em planteis brasileiros
sdo variaveis, assim como a outros paises. Os planteis brasileiros sdo, na grande maioria
das criagOes, livres das principais doencgas avicolas. Todavia, Campylobacter spp. é

considerado comensal no intestino das aves e ndo como um problema para avicultura no
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campo, Visto que ndo causam prejuizos aos padrdes zootécnicos dos animais (BACK,
2010).

Dados sobre a ocorréncia e disseminacdo desse agente na cadeia avicola séo
escassos e baseados em métodos qualitativos e ndo quantitativos, sendo este ultimo uma
tendéncia por caracterizar melhor a contaminacdo (PERDONCINI, 2015). Estudos
realizados no Brasil demonstraram que a ocorréncia desse patdgeno na cadeia avicola
possui variacdo de prevaléncia (GOMES et al.,, 2006, FONSECA et. al., 2007,
KUANA, 2008, BOUFLEUR, 2009, OLIVEIRA, et al., 2013, HUNGARO et al., 2014,
PERDONCINI et al., 2015).

Segundo Perdoncini (2015), para manter a qualidade dos produtos e atender as
exigéncias dos mercados internacionais, o Brasil dispde de uma ampla legislacdo para o
controle sanitario no campo e no abate de aves de corte, porém carece de normas que

abordem o controle de bactérias do género Campylobacter spp.

2.3 Etiologia

Campylobacter spp. é uma bactéria pertencente a familia Campylobacteraceae,
que atualmente possui 33 espécies e 14 subespécies relatadas (List of Prokaryotic names
with Standing in Nomenclature, 2016). Dentre essas, a espécie C. jejuni pode ser
distinguida através da capacidade de hidrolisar o hipurato (VANDAMME, 2000). Essas
bactérias tém como caracteristicas serem Gram negativas, morfologia em forma de
bastonetes curvos ou espiralados, com formato de “asa de gaivota” ou de “S”, com
dimenséo de 0,2 um a 0,9 um de largura e 0,5 um a 5 um de comprimento (BUTZLER,
2004; DUBRUYNE et al., 2008). Tem melhor crescimento em ambiente de
microaerofilia, com atmosfera de 5 a 7% de O, 10% de CO. e 85% de N2 a temperatura
de 41,5°C. O pH étimo para o desenvolvimento do género Campylobacter situa-se entre
5,8 e 8,0, ficando inativos em pH inferior a 4,9 (BOXALL, 2005).

As unidades formadoras de col6nias mais velhas ou estressadas apresentam
formato celular cocoide, caracterizadas como “Células Viaveis, porém N&o Cultivaveis”
(CVNC) (DUBRUYNE et al.,, 2008). Porém, possuem a capacidade de manter a
viruléncia e reverter este quadro quando o meio de cultivo for adequado (OLIVER,
2005). O formato cocoide e a incorporagédo e/ou a formacédo de biofilmes permite este
micro-organismo sobreviver por longos periodos em ambientes hostis (BUSWELL et

al., 1998). Apesar dos sistemas de agua permitirem sua sobrevivéncia em biofilmes
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junto com outros microcosmos naturais, ndo € frequente o isolamento na &gua,
principalmente quando tratada. Da mesma forma, a ragdo € outro local que néo favorece
o desenvolvimento de Campylobacter, ou seja, ndo é considerado como importante
fonte de infeccdo (HANSSON et al., 2007). A grande maioria dos isolados de
Campylobacter sdo mdveis e apresentam somente um flagelo. Exce¢des sdo observadas
no Campylobacter gracilis, que ndo é mdvel, e no Campylobacter showae, que é
multiflagelar. No entanto, a sua forma tende a alterar-se, tornando-se mais alongada,
quando expostos a concentracGes mais elevadas de oxigénio, 0 que provoca uma perda
da sua capacidade de movimento (BOYSEN; KNOCHEL; ROSENQUIST, 2006).
Apresentam oxidase positiva em todas as espécies, com excecdo do C. gracilis
(VANDAMME; DE LEY, 1991).

Bactérias patogénicas podem crescer em ambiente com temperatura de 37°C,
préxima a dos seres humanos (QUINN et al., 2005). Entretanto, bactérias do género
Campylobacter, em especial C. jejuni e C. coli, por terem caracteristicas termofilicas e
com cultivo fastidioso (JOES, 2010), crescem melhor na temperatura de 41,5°C
(BOLTON et al., 1984; ISO, 2006). C. jejuni apresenta ainda a capacidade de adquirir
tolerdncia adaptativa quando é submetido a estresse subletal. Este mecanismo é
conhecido como ATR (Adaptive Tolerance Response). Ainda assim, possui habilidade
de adquirir ferro, fator necessario para o desenvolvimento e viruléncia para o
hospedeiro (KONKEL et al., 2001).

A tolerancia a bile é outra caracteristica importante, pois os sais biliares séo
reconhecidos pela bactéria como estimulos que sinalizam o ingresso no intestino do
hospedeiro. Entretanto, a bile tem atividade antimicrobiana, sendo de suma importancia
que o agente desenvolva estratégias para escapar desta atividade, como, por exemplo:
bile porinas, bombas de efluxo, proteinas de transporte, entre outros (BHAVSAR;
KAPADNIS, 2007). Para C. jejuni estes processos incluem transporte de nutrientes,
glicosilacao de proteinas e protecdo contra o estresse oxidativo (ATACK, 2009).

A membrana externa permite a passagem de pequenas moléculas através das
porinas e, deste modo, as proteinas presentes no espago periplasmatico sdo mais
expostas as variaces quimicas do meio externo do que as proteinas citoplasmaticas
(BAEK, 2011). Devido ao estresse, as proteinas do periplasma perdem sua forma
original podendo formar agregados e com isso causar injurias celulares. Para prevenir a
agregacdo, existem proteinas auxiliadoras, chamadas de chaperonas, que fazem com que

as proteinas periplasmaticas retornem ao seu estado original. As chaperonas séo
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sintetizadas no citoplasma e sdo ativadas no periplasma. A ativacdo depende do
estimulo externo, em presenca de ambientes hostis (BAEK, 2011).

2.4 Epidemiologia

Bactérias do género Campylobacter encontram-se distribuidas mundialmente
(SHANE; STERN, 2003). As bactérias sdao comensais do trato digestivo de hospedeiros
aviarios, os quais normalmente ndo apresentam sinais clinicos, sendo a alta densidade
um fator facilitador para a disseminagdo do agente entre as aves (ZHANG, 2008). A
transmissdo de Campylobacter spp. entre as aves ocorre principalmente por via
horizontal, por meio do contato com ratos, aves selvagens, cascudinhos, moscas, cama,
equipamentos, pessoas, agua e equipamentos contaminados (BACK, 2010). As fontes
infectantes de Campylobacter spp. para frangos incluem a &gua com a presenca de
biofilmes formado por esta bactéria e a associagdo do Campylobacter spp. com
protozoarios permitem a manutencdo da contaminacdo (PERDONCINI, 2015).

Aves silvestres, insetos, roedores e animais de producdo podem contaminar-se
pela ingestdo de &gua ou racdo contaminada ou através do contato direto entre os
animais. FOmites também contribuem para sua disseminacdo. Ap6s os frangos serem
colonizados, tornam-se a principal fonte de contaminacdo para humanos.
(PERDONCINI, 2015).

Aproximadamente 2 a 4 dias apds o inicio da eliminagdo bacteriana, 90 a 100%
do lote de aves torna-se infectado, devido a alta capacidade de transmissdo horizontal do
agente entre as aves. Apos a infeccdo, o frango elimina a bactéria por véarias semanas
(SHANE; STERN, 2003). Tanto em surtos naturais, como em condic¢Ges experimentais,
aves infectadas com mais de uma semana ndo apresentam sinais clinicos. Esses sao
observados apenas quando pintinhos de um dia s&o inoculados com Campylobacter spp.
e consistem em diarreia e prostracdo (BACK, 2010).

Dados fornecidos pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC, 2016)
indicam que a infeccdo por Campylobacter spp. é a causa mais comum de diarreia
bacteriana nos Estados Unidos da América, afetando 2,4 milhdes de pessoas a cada ano.
Assim, 0 género é apontado como uma das principais causas em todo o mundo,
inclusive em paises desenvolvidos (CDC, 2010), sendo C. jejuni responsavel por 95%
dos casos nos casos de campilobacteriose. Outras espécies termofilicas sdo relatadas em

casos de infeccdo como o C. coli, que é responsavel por 4%, e o C. lari, que representa
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cerca de 1% dos casos diagnosticados (CDC, 2005). Em 2013, a Rede de Vigilancia de
Doengas Transmitidas por Alimentos Active (FoodNet) estimou a incidéncia de 13
casos diagnosticados para cada 100.000 habitantes por ano. A FoodNet (2013)
identificou 6.611 casos de infeccdo, 1.010 hospitalizacdes e 12 mortes decorrentes do
envolvimento do Campylobacter spp. no pais norte americano (CDC, 2014). Em 2016,
estima-se que sejam 14 casos para cada 100.000 habitantes por ano e que houve cerca
76 Obitos relacionados a infeccdo por Campylobacter spp. naquele pais (CDC, 2016).

Na Dinamarca, 95% dos casos registrados de enterite bacteriana foram causados
por C. jejuni (NIELSEN et al., 2000). No Jap&o, C. jejuni foi responsavel por 95% dos
casos de intoxicagdo alimentar no pais (ASAKURA et al, 2007). Na Franca, bactérias
do género Salmonella, associadas as espécies de Campylobacter foram responsaveis por
causar gastroenterites em 71 a 85% de todos os casos de infecces de origem alimentar
no pais em 2005 (VAILLANT, 2005).

Na Europa, C. jejuni € o agente causador de gastroenterite mais notificado
(EFSA, 2015), com cerca de 200 mil casos registrados em surtos decorrentes de
Campylobacter spp., superando, em 4%, os dados encontrados em 2008. No Brasil, a
situacdo ainda é pouco conhecida, uma vez que a pesquisa de Campylobacter spp. nédo é
conduzida como rotina em alimentos envolvidos em casos de toxinfeccdo alimentar
(CARDOSO, 2009).

2.5 Patogenia e sinais clinicos

Em humanos, a dose infectante da campilobacteriose é bastante baixa, sendo
suficiente a ingestdo de 500 células deste patdgeno para a ocorréncia de doenca no
homem (ROBINSON, 1981). O periodo de incubacdo varia de dois a cinco dias, mas
pode se estender por até dez dias (WHO, 2011).

De acordo com CARVALHO (2009), C. jejuni pode desencadear diarreia aquosa
ou muco-hemorragica, através de quatro mecanismos de patogenicidade: motilidade,
aderéncia, invasdo e producdo de toxina. A fase aguda da diarreia tem duracdo de até
trés dias, enquanto as dores abdominais podem persistir por até trés semanas. A
recuperacao é rapida, de geralmente uma semana (SKIRROW; BLASER, 2000).

Entretanto, Campylobacter spp. pode provocar algumas complicacGes e sequelas
a longo prazo, observados ap6és o quadro classico de campilobacteriose. Estas sequelas

envolvem problemas gastrintestinais, reumatoldgicos (Sindrome de Reiter), pulmonares,
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dermatoldgicos, intravasculares, renais, neuroldgicos e abortos (CRUSHELL et al.,
2004). Além disso, o C. jejuni é um dos responsaveis pela sindrome de Guillain-Barré
(SGB) que é uma doenca neuroldgica aguda e auto limitante mediada por linfécitos T
contra a bainha de mielina que recobre os nervos e que resulta na inibicdo da atividade
neural funcional (HADDEN et al., 2001) e a Sindrome de Muller-Fisher (MFS), uma
rara variante da GBS (DUIM et al., 2000; ENDTZ et al., 2000). O mecanismo de
desenvolvimento dessas sindromes envolve a resposta imune ao agente com producédo
de anticorpos especificos voltados aos lipo-oligossacarideos da parede. Todavia,
compostos similares, com exatamente a mesma estrutura molecular, sdo encontrados na
membrana celular das células nervosas humanas. Assim, a estrutura do lipo-
oligossacarideo de C. jejuni imita a estrutura molecular do gangliosideo, e os anticorpos
produzidos em reacdo a membrana da célula de C. jejuni também reagem contra a
membrana das células nervosas. O resultado é o dano do nervo que evolui em paralisia
caracteristica da SGB (REES, 1995).

A campilobacteriose nas aves ndo apresenta sinais clinicos, diferindo de casos
clinicos em seres humanos. Entretanto, nas aves, algumas associacdes de C. coli tem
sido relatadas em casos de hepatites em perus (STEPHENS et al., 1998), lesoes
necréticas de figado causada por Campylobacter spp. (LEMOS et al., 2015) e outras
hepatites em frangos (JENNINGS et al., 2011).

O periodo de incubacdo varia de dois a cinco dias, mas pode se estender por até
dez dias (WHO, 2011). De acordo com CARVALHO (2009) C. jejuni pode desencadear
diarreia, aquosa ou muco-hemorragica, através de quatro mecanismos de
patogenicidade: motilidade, aderéncia, invasdo e producdo de toxina. A fase aguda da
diarreia dura até trés dias e as dores abdominais podem persistir por até trés semanas,
porém a recuperacdo € rapida, de geralmente uma semana. O tratamento com
antibiodticos s6 é recomendado em casos graves da doenca. Repouso e fluidoterapia sdo
indicados para reverter a maior parte da sintomatologia desta doenca, que na maioria
dos casos é auto limitante (SKIRROW,; BLASER, 2000).

Campylobacter spp. possui diversos mecanismos que permitem ndo s adaptar-
se a diferentes hospedeiros (aves, gado e humanos), mas também manipular a resposta
imunitaria, permitindo-lhe estabelecer uma infec¢do cronica, mas assintomatica. Entre
os fatores de viruléncia destacam-se: a variagdo genética, os lipo-oligossacarideos, a
capsula, o flagelo e o sistema de secrecdo associado a este, a toxina CDT e os diversos

fatores implicados na adeséo do micro-organismo a célula-alvo (YOUNG et al., 2007).



19

As variagles genotipicas existentes entre os isolados e as condi¢cdes que 0 meio
oferece para o desenvolvimento bacteriano séo fatores que devem ser avaliados para
melhor caracterizar 0 processo patogénico, a viruléncia e interacdo das estirpes com o
hospedeiro (BACKERT et al., 2013). Apesar dos mecanismos de patogenicidade ainda
ndo estarem completamente elucidados, estima-se que o0s potenciais fatores de
viruléncia deste agente sdo a mobilidade, quimiotaxia, adesdo, invasdo e producdo de
toxinas (SNELLING et al., 2005; BHAVSAR; KAPADNIS, 2007). A Figura 1 mostra a
penetracdo de C. fetus subsp. jejuni em células epiteliais no intestino de aves com

ruptura da membrana.

Figura 1. Fotomicrografia eletronica da penetracdo de C. fetus subsp.
jejuni em células epiteliais no intestino de aves com ruptura da
membrana.

Fonte: Ruiz-Palacios et al., 1981.

2.6 Diagnostico

O diagnéstico definitivo de Camplylobacter spp. pode ser realizado através da
deteccdo desta bactéria nas fezes (BLASER; ENGBERG, 2008) por -cultivo
microbioldgico (CDC, 2016), o qual é considerado o padrdo-ouro para o isolamento e
caracterizacdo de Campylobacter spp. A complementacdo da identificagdo pode ser

realizada com os ensaios bioquimicos e moleculares (PERDONCINI et. al., 2015).
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Todavia, 0s testes bioquimicos para identificacdo da espécie de Campylobacter
tém a limitacdo da ocorréncia de estirpes com reagdes atipicas. Pequenas alteragdes na
quantidade do inoculo, excesso de subcultivos, delegdes no gene hip ou até mesmo a
presenca deste gene mas auséncia de sua transcricdo, podem interferir na correta
identificacdo da espécie (LINTON et al., 1997; KOLACKOVA; KARPISKOVA,
2005).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) € o método utilizado para realizar a
caracterizacdo genotipica do agente e identificar as espécies (DENIS et al., 1999). E
uma alternativa que substitui a identificacdo através de testes fenotipicos que néo
apresentam padrdes caracteristicos para 100% dos isolados da espécie (ZORMAN et al.,
2002). Essa técnica tem se mostrado mais eficiente na recuperacdo de Campylobacter
spp. em relacdo ao método convencional ou técnicas baseadas em ensaios bioquimicos
(ALMEIDA et al., 2011; MARINOU et al., 2012).

2.7 Prevencao e controle

A prevencdo e o controle da colonizacdo de frangos por Campylobacter spp.
passa pelas condi¢cbes de planos de estratégias de biosseguridade nas granjas. Devido a
disseminacdo ser basicamente horizontal, ndo transmitida pela progénie, o foco é
voltado em intervencles e estratégias para evitar a entrada do agente ou reduzir a

contaminacdo nas propriedades avicolas (PERDONCINI et al., 2015).
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3. GENES DE VIRULENCIA

3.1 Genes cdtA, cdtB e cdtC

A Toxina Citoletal Distensiva (CDT) foi primeiramente descrita em 1988
(JOHNSON; LIOR, 1988) e é um dos principais fatores de viruléncia do C. jejuni,
induzindo secrecdo inflamatdria nas células epiteliais do intestino, o que contribui para
o0 desenvolvimento da diarreia (JEON; ITOH; RYU, 2005; ASAKURA et al., 2007). A
CDT é um dos fatores de viruléncia de Campylobacter mais estudados e caracterizados.
Esta toxina € produzida em diversas bactérias Gram negativas, como é o caso de
Escherichia coli, Haemophilus ducreyi, Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Shigella dysenteriae e Helicobacter spp. (GE et al., 2008). A CDT ¢é determinada por
um cluster de trés genes adjacentes cdtA, cdtB e cdtC os quais codificam,
respectivamente, proteinas de 30, 29 e 21 kDa (LARA-TEJERO; GALAN, 2001).

Evidéncias indicam que o gene cdtB codifica a atividade e toxicidade dos
componentes da toxina, enquanto que 0s genes cdtA e cdtC estdo envolvidos na
aderéncia e interiorizacdo na célula hospedeira (ABUOUN et al., 2005). A proteina
produzida pelo gene cdtB potencializa o blogueio do ciclo celular. As proteinas dos
genes cdtA e cdtC transportam a proteina do cdtB e a interiorizam na célula hospedeira.
Uma vez dentro da célula, a proteina cdtB entra no ndcleo e exibe uma atividade de
corte no DNA dupla fita. As células eucaridticas respondem aos cortes no DNA,
blogueando a fase G2/M da divisdo celular, induzindo uma distensdo citoplasmatica que
leva a morte da célula (DASTI et al. 2010).

A presenca dos trés genes do complexo cdt é requerida para plena atividade da
toxina (ASAKURA et al., 2007). MutagOes nos genes cdtA, cdtB ou cdtC que possam
causar perda da funcdo em alguma das trés subunidades inibem a citotoxicidade
bacteriana. Sendo assim, a toxina CDT pode funcionar como um fator de viruléncia em
patdgenos que produzem essa toxina, desde que os genes estejam ativos (SMITH;
BAYLES, 2006). Lee et al. (2003) verificaram que a combinacédo de cdtB e cdtA nao
teve nenhum efeito sobre uma determinada linhagem celular, mas a combinacgéo de cdtB
e cdtC era tdo eficaz quanto a combinagdo das trés proteinas. Estudos de competigdo
indicaram que cdtA e cdtC se ligam ao mesmo sitio na superficie da célula (LEE et al.,
2003).
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3.2 Gene iam

O gene iam € relacionado a invaséo celular e pode ser identificado em algumas
estirpes de Campylobacter spp. (CARVALHO et al., 2001). A anélise da sequéncia
do gene iam apresentada por Carvalho et al. (2001) mostrou que o gene pode codificar
um mecanismo transportador e que o locus iam possui polimorfismo, 0 que acarreta

em diversidade genética de estirpes.

3.3 Gene wlaN

A presenca do gene wlaN em C. jejuni esta relacionada com a biossintese e
variacdo da estrutura do lipo-oligossacarideo (LOS) e implicado na SGB. A ocorréncia
de mutacdo no gene wlaN, que o codifica para uma galactosiltransferase, esta ligado a
diferencas na capacidade de colonizar o trato gastrointestinal de aves, e invadir de
células Caco-2, similares as células epiteliais do intestino humano (MULLER et al.,
2006). C. jejuni é uma das poucas bactérias que possui a capacidade de sintetizar, de
forma enddgena, o acido sialico e incorpora-lo na constituicdo dos LOS, mimetizando a
estrutura presente em gangliosideos humanos. Esse mimetismo pode levar ao
aparecimento neuropatias autoimunes, como a SGB ou MFS, uma vez que s&o
produzidos anticorpos contra a estrutura do LOS, ocorrendo uma reacdo cruzada entre
estes e 0s gangliosideos do hospedeiro (GUERRY'; SZY MANSKI, 2008).

3.4 Gene flaA

O gene flaA codifica a formacdo do flagelo que favorece a motilidade, a
colonizacdo e penetracdo do agente nas criptas intestinais do hospedeiro. Esse codifica
duas proteinas, denominadas flagelina A (codificada pelo gene flaA) e flagelina B
(codificada pelo gene flaB), que parecem estar envolvidas também na adeséo e na
invasdo as células hospedeiras. C. jejuni com auséncia da flagelina flaB (flaA+B-),
consegue se mover e produzir um filamento que possui comprimento equivalente ao de
cepas selvagens. Em contraste, um C. jejuni que ndo apresenta flaA, um mutante (flaA-
B+) ndo é movel e produz um filamento extremamente truncado (GUERRY, 1991).
Mutantes de C. jejuni imdveis, com flagelo incompleto ou com auséncia de flagelo nao

conseguem colonizar o trato gastrointestinal ou requerem grandes quantidades de
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inéculo, em relacdo as cepas moveis com flagelo completo (GUERRY, 2007; LODGE,
2007). Os flagelos desempenham um papel fundamental no processo de aderéncia e
penetracdo nas células epiteliais da mucosa intestinal, bem como no processo de
quimiotaxia (YOUNG et al., 2007). Estudos mostram que a auséncia do movimento
flagelar reflete em reduzida capacidade de aderéncia e auséncia de invasdo. A interacéo
com a microbiota intestinal € um fator que contribui para a interacdo da célula com o
hospedeiro. A presenca de lactobacilos, incluindo o Lactobacillus acidophilus, podem
inibir a expressdo por exemplo, do gene flaA ou interferem com outros genes,
modulando a viruléncia das cepas (DING et al., 2005).

Autores que pesquisaram a presenca do gene flaA encontraram a frequéncia de
até 100% nas amostras testadas, 0 que pode sugerir que o gene flaA € necessario para a
colonizacdo bacteriana do trato digestivo dos animais e permite as bactérias aderirem a
superficie das carcacas de aves contaminadas (BANG et al., 2001; DATTA; NIWA;
ITOH, 2003; WIECZOREK; OSEK, 2008).

Observando a importancia desse micro-organismo no cenario internacional e
nacional em casos de toxinfec¢do de origem alimentar e aos poucos estudos no tocante a
presenca de genes de viruléncia de Campylobacter spp. em amostras de origem humana
e principalmente provenientes de origem aviaria, este trabalho teve como objetivo
verificar a ocorréncia de seis genes de viruléncia de Campylobacter jejuni isoladas de

amostras de carcacas de frango e de casos de campilobacteriose em humanos.
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4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Centro de Diagnostico e Pesquisa em
Patologia Aviaria (CDPA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).
Os equipamentos e estruturas fisicas onde foram desenvolvidos os trabalhos pertencem
ao CDPA e a UFRGS.

4.1 Amostragem

Foram analisadas 50 amostras de Campylobacter jejuni, sendo 25 exemplares
originarios de casos clinicos de campilobacteriose em humanos, cedidas cordialmente
pelo Laboratorio de Zoonoses Bacterianas da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), e
25 amostras de origem aviaria, provenientes da cole¢cdo de Campylobacter spp. do
CDPA-UFRGS. Essas foram isoladas e identificadas a partir de carcagas de frango in
natura coletadas em matadouros-frigorificos da regido sul do Brasil. O APENDICE A

contém a relacdo da origem das amostras de origem aviaria e 0 ano de isolamento.

4.2 Reativacdo das amostras

As amostras estavam armazenadas em nitrogénio liquido e foram reativadas
através do cultivo microbiol6gico. Cada amostra foi suspensa em caldo Brucella e
incubadas em ambiente de microaerofilia (5% 02, 10% CO2 e 85% N2) por 48 h sob
temperatura de 41,5 °C. Apos, as amostras foram plaqueadas em &gar mCCDA
modificado (CM739, Oxoid®) e incubadas em microaerofilia (5% O2, 10% CO; e 85%
N2) por 48h a temperatura de 41,5°C. Depois deste periodo, as colonias foram coletadas
das placas, suspendidas em agua ultrapura, transferidas para microtubos e congeladas a
uma temperatura de -20 °C até o momento da extracdo do DNA.

4.3 ldentificacdo dos genes do complexo CDT, gene iam, flaA e wlaN

O DNA das amostras foi obtido pelo método de extracdo térmica, conforme a
técnica descrita por Borsoi et al. (2009), e empregados em cinco protocolos em
Termociclador (Biocycler — Peltier Thermal Cycler MJ96+MJ96G) listados a seguir.

Protocolo 1: identificacdo dos genes cdtA e cdtC através de duplex-PCR; Protocolo 2:
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identificacdo do gene cdtB; Protocolo 3: identificacdo do gene iam; Protocolo 4:
identificacdo do gene flaA; Protocolo 5: identificacdo do gene wlaN. Os primers
empregados em todas as reacdes estdo descritos na Tabela 1.

Protocolo 1: para a identificacdo dos genes cdtA e cdtC foram otimizados dois
protocolos de PCR baseados nos trabalhos de Datta et al. (2003) e Wieczorek & Osek
(2008). A reacéo final empregada possuiu 30 pLL. composto por um tampao 10X, ImM
de MgCl2, mix de 2,5mM de dNTP’s, 20 pmol/uL dos primers, 2 unidades de Taq
polimerase, DNA e completado o volume final com agua ultrapura. As condi¢fes de
amplificacdo foram: desnaturagéo (5 min a 94 °C), 30 ciclos de desnaturacdo (1 min a
94 °C), anelamento (1 min a 49° C), extensdo (1 min a 72 °C), seguido por extensao
final (5 mina 72 °C).

Protocolo 2: para a identificacdo do gene cdtB foi otimizado protocolo de PCR
baseado no trabalho de Wieczorek & Osek (2008). O controle positivo utilizado foi
uma amostra clinica de Arcobacter sp. positiva para o gene cdtB e como controle
negativo um C. jejuni negativo para este gene. A reacdo final empregada possuiu 30
pL composto por um tampao 10X, 1,5mM de MgCl2, mix de 2,5mM de dNTP’s, 20
pmol/uL. dos primers, 2 unidades de Taq polimerase, DNA e completado o volume
final com agua ultrapura. As condi¢cdes de amplificacdo foram: desnaturacdo (5 min a
94 °C), 30 ciclos de desnaturacdo (1 min a 94 °C), anelamento (1 min a 51 °C),
extensdo (1 min a 72 °C), seguido por extensdo final (5 mina 72 °C).

Protocolo 3: para a identificacdo do gene iam foi otimizado o protocolo de
PCR baseado no trabalho de Carvalho et al. (2001). O controle positivo de C. jejuni
utilizado foi a amostra c+camp CDPA3 da cole¢édo do CDPA/UFRGS, positiva para o
gene iam e como controle negativo C. jejuni negativo para este gene. A reacdo final
empregada possuiu 25 pL. composto por um tampao 10X, 1,5mM de MgCl2, mix de
2,5mM de dNTP’s, 20 pmol/uL dos primers, 4 unidades de Taq polimerase, DNA e
completado o volume final com agua ultrapura. As condig¢des de amplificagdo foram:
desnaturacdo (5 min a 94 °C), 30 ciclos de desnaturac¢do (1 min a 94 °C), anelamento
(2 min a 55 °C), extensdo (1 min a 72 °C), seguido por extenséo final (5 mina 72 °C).

Protocolo 4: para a identificagdo do gene flaA foi otimizado protocolo de PCR
baseado no trabalho de Ertas et al. (2004). O controle positivo utilizado foi C. jejuni
ATCC 33560 e controle negativo um isolado de origem avicola de C. jejuni. A reacao
final foi composta por 25uL com: tampao 10X, 1,2mM de MgCl2, mix de 2,5mM de
dNTP’s, 10 pmol/uL dos primers, 2 unidades de Taq polimerase, DNA e completado
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o volume final com &gua ultrapura. As condic¢bes de amplificacdo foram: desnaturagéo
(5 min a 94 °C), 30 ciclos de desnaturagdo (1 min a 94 °C), anelamento (1 mine 30 s a
48 °C), extensdo (01 min a 72°C), seguido por extenséo final (10 mina 72 °C).

Protocolo 5: para a identificacdo do gene wlaN foi otimizado o protocolo de
PCR baseados no trabalho de Linton et al. (2000). O controle positivo utilizado foi C.
jejuni ATCC 33560 e controle negativo um isolado de origem avicola de C. jejuni. A
reagdo final foi composta por 25ul com: tampao 10X, 1,2mM de MgCl2, mix de
2,5mM de dNTP’s, 10 pmol/uL dos primers, 2 unidades de Taq polimerase, DNA e
completado o volume final com &gua ultrapura. As condigdes de amplificacdo foram:
desnaturacdo (10 mina 95 °C), 25 ciclos de desnaturacdo (30 s a 95 °C), anelamento
(30560 °C), extensdo (1 min a 72 °C), seguido por extensao final (5 mina 72 °C).

Apds amplificacdo, os produtos (amplicons) da PCR dos Protocolos 1, 2,3 e 5
foram submetidos a eletroforese realizada em gel de agarose a 2% e os do Protocolo 4
realizado em gel de agarose a 1,5%, corados com brometo de etidio.

Tabela 1 — Sequéncias dos primers utilizados para deteccdo dos genes pesquisados.

Gene Sequéncia (5°—3’) Am(glrlson Referéncia
FGGATTT CGT ATT AAC ACA AAT
flaA  GGT GC 1700 Er(tgggfl)a'-
R_ CTG TAG TAA TCT TAA ACA TTT TG
iam F - GCG CAA AAT ATT ATC ACCC 518 Carvalho et
R—TTC ACG ACT ACT ATG CGG al. (2001)
wian - TTAAGA GCA AGA TAT GAA GGT G 434 Lintonetal,
R— TGC TGG GTA TAC AAA GGT TGT G (2000)
CdtA F-CCTTGT GAT GCA AGC AATC 370 Wieczorek;
R—ACA CTC CATTTG CTT TCT G Osek (2008)
cgte F - CAG AAA GCA AAT GGA GTG TT 620 Datta et al.
R— AGC TAA AAG CGG TGG AGT AT (2003)
Datta et al.
F - CGA TGA GTT AAA ACA AAA AGAT A
cdtC B TTG GCA TTA TAG AAA ATA CAG TT 182 (2003)
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5. RESULTADOS e DISCUSSAO

As amostras de C. jejuni de origem aviaria e humana analisadas apresentaram
variacdo na frequéncia dos genes pesquisados, conforme descrito na Tabela 2. O gene
wlaN néo foi identificado em amostras de origem humana. Nenhuma amostra continha
todos os genes pesquisados.

A Figura 2 apresenta a eletroforese em gel de agarose 1,5% com os produtos de

amplificacdo visualizados por PCR para 0s genes de viruléncia pesquisados.

10 PM

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo com os produtos de
amplificagdo compativeis com os genes de viruléncia pesquisados. Legenda: PM = marcador de peso
molecular (100pb); 1 e 2 = flaA (1700 pb); 3 e 4 (multiplex — PCR) = cdt A (370 pb) e cdtC (182 pb); 5e
6: cdtB (620pb); 7 e 8: iam (518 pb); 9 e 10: wlaN (434 pb). A seta indica fragmento de 1000 pb.

Tabela 2 — Resultado da pesquisa por genes associados a viruléncia de Campylobacter
jejuni.

Amostras de origem  Amostras de origem Total

Gene humana aviaria Humana e aviaria

(n=25) (%) (n=25) (%) (n=50) (%)
cdtA 11 44 21 84 32 64
cdtB 23 92 22 88 45 90
cdtC 12 48 19 76 31 62
iam 03 12 01 04 04 08
flaA 05 20 20 80 25 50

wlaN 00 00 04 16 04 08
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Em relagdo a presenga ou auséncia concomitante dos genes cdtA, cdtB e cdtC,
os quais codificam a CDT, em amostras de origem humana e aviéria estdo demonstradas

na Tabela 3.

Tabela 3 — Perfil genético para os genes cdtA, cdtB e cdtC de Campylobacter jejuni.

Amostras de origem Amostras de origem Total
Gene humana aviaria Humana e aviaria
(n=25) (%) (n=25) (%) (n=50) (%)
cdtA+ cdtB+
02 08 04 16 06 12
cdtC-
cdtA+ cdtB-
00 00 02 08 02 04
cdtC+
cdtA- cdtB+
01 04 02 08 03 06
cdtC+
cdtA+ cdtB+
09 36 15 60 24 48
cdtC+
cdtA+ cdtB-
00 00 00 00 00 00
cdtC-
CdtA- cdtB+
10 40 00 00 10 20
cdtC-
cdtA- cdtB-
00 00 00 00 00 00
cdtC+

+ presenca do gene, - auséncia do gene.

A Tabela 4 apresenta a correlacdo dos genes positivos nas amostras estudadas.

Tabela 4 — Perfil genético das amostras positivas para 0s genes de viruléncia.

Amostras de origem  Amostras de origem Total
Presenca do . .
humana aviaria Humana e aviaria
Gene
(n=25) (%) (n=25) (%) (n=25) (%)
cdtA+ cdtB+
09 36 15 60 24 48
cdtC+
cdtA+ cdtB+
03 12 15 60 18 36
cdtC+flaA+
cdtA+ cdtB+
00 01 04 01 02
cdtC+flaA+wlaN+
cAredtB 01 04 01 04 02 04

cdtC+flaA+iam+
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+ presenca do gene.
A Tabela 5 apresenta analise estatistica pelo Teste do Qui-Quadrado, que evidencia a
diferenca significativa em relagdo a presenca dos genes flaA e wlaN entre amostras

provenientes de carcaca de frango e casos de campilobacteriose em humanos.

Tabela 5 — Analise estatistica através do Teste Qui-Quadrado.

Humana Animal Teste Qui-Quadrado
Gene
Presente Presente p-valor
CcdtA 11 21 0.0771
cdtB 23 22 0.88209
cdtC 12 19 0.20862
iam 3 1 0.31731
flaA ) 20 0.0027*
wlaN 0 4 0.0455*

* Rejeita-se a hipotese nula de igualdade entre as proporcdes de amostras de origem
humana e animal. Ou seja, ha evidéncias de que ha diferenca significativa ao nivel de
5%.

As variabilidades da presenca dos genes nas amostras pesquisadas corroboram
com a literatura sobre o assunto, por implicar no potencial de viruléncia do C. Jejuni.
Lemos (2010), que afirmou ser o Campylobacter spp. reconhecido como um dos
principais agentes etiologicos de gastroenterite bacteriana em humanos em ambito
mundial, porém seu mecanismo patogénico ainda nédo foi totalmente esclarecido. Isso
se deve ao fato da ampla diversidade genotipica e fenotipica do género. Potenciais
fatores de viruléncia, incluindo estruturas de superficie, estdo previstos na diversidade
genetica que caracterizam cepas distintas de C. jejuni (McCARTHY et al., 2007).
Essas estruturas das bactérias interagem com o tecido e influenciam o C. jejuni a
colonizar o trato gastrointestinal. (FAUCHERE et al., 1986).
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A incidéncia de Campylobacter em produtos avicolas varia de ausente a 100%.
Todavia, a capacidade de cada isolado causar efeito patogénico em seres humanos
difere entre eles (PERDONCINI et al., 2015). A presenca de alguns fatores intrinsecos
e extrinsecos que envolvem o desenvolvimento de diarreia, febre e outros processos
inflamatorios nos animais e nos seres humanos sdo cruciais para a infeccdo por
Campylobacter (VAN VLIET; KETLEY, 2001; ZHANG et al., 2010).

Cardoso (2009) relatou que a situacdo da prevaléncia de Campylobacter spp.
no Brasil ainda é pouco conhecida, uma vez que a pesquisa por esse micro-organismo
ndo e conduzida como rotina em alimentos envolvidos em casos de doengas de origem
alimentar. Recentemente, tem aumentado o nimero de estudos objetivando a detecgdo
dos genes cdt em estirpes de C. jejuni de diferentes fontes. Entretanto, a prevaléncia
desses genes nessa espécie de Campylobacter isolada de diferentes reservatorios e
potenciais fontes de infeccdo, ainda ndo esta plenamente investigada (MARTINEZ et
al., 2006). Assim, sdo poucos os trabalhos que tém como objetivo a deteccdo de genes
de viruléncia em Campylobacter spp. no territorio nacional. Estes dados tornam-se
ainda mais escassos quando relacionados as amostras isoladas em aves.

No presente estudo, foram detectados os trés genes envolvidos na producdo da
CDT sendo 44% (11/25) para o gene cdtA, 92% (23/25) para o cdtB e 48% (12/25)
para 0 cdtC em amostras isoladas de casos de campilobacteriose em humanos. Em
isolados de origem avicola foram encontrados para o gene cdtA em 84% (21/25), 88%
(22/25) para o gene cdtB e 76% (19/25) para o gene cdtC. Neste estudo os trés genes
estiveram presentes, concomitantemente, em 36% (9/25) das amostras de humanos e
60% (15/25) em aviérias.

Em estudo realizado por Perdoncini et al. (2015) foi encontrado 82,85% para a
presenca dos trés genes do cluster CDT - cdtA, cdtB, cdtC - em amostras provenientes
de carne de frango. Em experimento desenvolvido por Martinez et al. (2006), foram
analisados isolados de C. jejuni provenientes de humanos e animais e constataram que
os isolados apresentavam uma elevada prevaléncia (98%) dos trés genes que
codificam a toxina. O mesmo foi observado por Samosornsuk et al. (2007), que
verificaram que os trés genes se encontram igualmente presentes em isolados de fezes
de frangos e aves silvestres. Todavia, no presente trabalho as prevaléncias observadas
em amostras isoladas a partir de carne de frango e de casos de humanos foram
distintas....

Segundo Ripabelli et al. (2009), nem todas as estirpes observadas que possuem
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0s trés genes da toxina CDT apresentaram efeitos citotdxicos em ensaios com células
Hep-2. Apesar da elevada frequéncia dos genes pesquisados nos isolados,
possivelmente nem todos possuem a capacidade de produzir uma toxina ativa.
Segundo Martinez et al. (2006), essencialmente todas as estirpes de C. jejuni
apresentam os genes cdt, e a maioria tem atividade da toxina. Porém, ha exce¢des de
isolamentos que sofrem mutacéo e ndo expressam a atividade do gene. Ainda assim, a
presenca desses genes no genoma das bactérias isoladas de produto avicola e humano,
pode implicar beneficio para o C. jejuni, uma vez que podem estar envolvidos em
outros processos de patogenicidade através de associagdes com demais genes de
viruléncia. A capacidade de aderéncia na mucosa intestinal, invasdo e producdo de
toxinas sdo distintas entre os isolados, e caracteriza a patogenicidade de cada cepa
como dependente de uma gama de fatores (FAUCHERE, 1986; GUERRY, 2007;
GOMZALES-HEIN et al., 2013).

Estudos realizados por Wieczorek e Osek (2008) identificaram 100% de
amostras positivas para o gene cdtB a partir de isolados de Campylobacter de carcacas
de frango. Rozynek et al. (2005) obteve 98,9% de amostras positivas para o gene cdtB
a partir de isolados de frango. Rizal et al. (2010) verificou a partir de isolados de
Campylobacter spp. provenientes de amostras de intestino de frango que em 20%
desses 0 gene cdtB estava presente. Evidéncias indicam que o gene cdtB codifica a
atividade e toxicidade dos componentes da toxina, enquanto que 0s genes cdtA e cdtC
estdo envolvidos na aderéncia e interiorizacdo na célula hospedeira (ABUOUN et al.,
2005). As proteinas dos genes cdtA e cdtC transportam a proteina do cdtB e a
interiorizam na célula hospedeira. Uma vez dentro da célula a proteina cdtB entra no
nicleo e exibe uma atividade de corte no DNA dupla fita (DASTI et al., 2010)
acarretando em morte celular. No presente estudo, foi detectada a presenca do gene
cdtB nas amostras de origem humana sem a presen¢a dos demais genes do cluster
CDT (cdtA e cdtC) em 40% das amostras. Além disso, 36% das amostras de origem
humana apresentaram o gene cdtB isoladamente - sem a presen¢a dos demais genes
pesquisados cdtA, cdtC, wlaN, flaA e iam. Esses dados sugerem que o gene cdtB
isoladamente ou associado a gene de viruléncia ndo pesquisado no presente trabalho,
possibilitaram a invasdo nas células do sistema gastrointestinal e capacitaram ao
desenvolvimento de lesdo no hospedeiro. Corroborando essa hipotese, Jain et al.
(2008) verificaram que a presenca do cdtB em C. jejuni estd associado a aderéncia,

invasdo e a toxicidade nas células Hela e o colon é o principal local de
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desenvolvimento das lesdes. A mutagdo, delecdo ou inser¢do de nucleotideos podem
impedir a identificacdo dos genes (ASAKURA et al., 2007), porém estas sequéncias
ndo caracterizam as cepas como nao propensas a causar lesées (JAIN et al., 2008).

Em estudo conduzido por Perdoncini et al. 2015 foi observado que amostras
positivas para o cluster CDT mais o gene flaA totalizaram 25 amostras (71,42%).
Segundo os autores Osek e Wieczorek (2008), o gene flaA tem sido relatado como
essencial para a motilidade bacteriana, e consequente, adeséo e colonizagéo.

As amostras positivas para os trés genes do cluster CDT - cdtA, cdtB, cdtC e
gene flaA totalizaram 60 % (15/25) das amostras de origem aviaria. Diferentemente do
perfil para 0s outros genes, nas amostras de origem aviaria, todas as que apresentaram
o cluster CDT também continham o gene flaA. A motilidade mediada por flagelo e
secrecdo de proteinas ndo flagelares, que modulam a viruléncia, sdo cruciais para a
patogénese (GUERRY et al., 2007). Todavia, a presenca de lactobacilos, incluindo o
Lactobacillus acidophilus, inibem a expressdo por exemplo do gene flaA ou
interferem com outros genes, modulando a viruléncia das cepas (DING et al., 2005).

Na pesquisa pelo gene flaA foi observado que 80% (20/25) das amostras
isoladas de carcagas de frango foram positivas para esse gene. Bang et al. (2001),
Datta, Niwa & Itoh (2003) detectaram o gene flaA em 100% das amostras testadas,
resultados que podem sugerir que o produto do gene flaA é necessario para a
colonizacao bacteriana do trato digestivo dos animais e permite as bactérias aderirem a
superficie das carcacas de aves contaminadas, conforme estudo relatado por
Wieczorek e Osek (2008).

Nas amostras de origem humana, 20% (5/25) foram positivas para o gene flaA
sugerindo outras vias de contaminacdo por cepas distintas das encontradas em carcaca
de frango ou a presenca de genes distintos dos pesquisados que possivelmente
estariam influenciando na colonizacgéo e penetracdo do agente nas criptas intestinais do
hospedeiro. Outras fontes de infeccdo por Campylobacter em humanos que ndo sejam
relacionadas ao consumo da carne de aves contaminadas tém sido postuladas por
autores que encontraram diferenca nos padrfes de susceptibilidade aos
antimicrobianos entre cepas humanas e de aves (LUBER et al., 2003).

Os genes cdtA e cdtC estdo relacionados com a aderéncia e na penetracdo da
célula hospedeira (JEON; ITOH; RYU, 2005). O gene iam ¢é relacionado a invasao
celular e pode ser identificado em algumas estirpes de Campylobacter sp.
(CARVALHO et al., 2001). Todavia, apenas 4% (1/25) das amostras de origem
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aviaria e 8% (2/25) de origem humana apresentaram 0s trés genes concomitantemente
(cdtA, cdtC e iam). Ainda assim, o gene flaA, relacionado a motilidade, a colonizacéo
e penetracdo do agente nas criptas intestinais do hospedeiro, estava presente em
somente uma das amostras positivas para cdtA, cdtC e iam de origem humana e
presente na amostra de origem aviéria.

No presente estudo, uma amostra (1/25) de origem aviéria e 12% (3/25) de
origem humana foram iam positivas. Em estudo realizado por Rozynek et al. (2005)
para a deteccdo de genes de viruléncia de Campylobacter sp., em amostras
provenientes de criangas com campilobacteriose, 1,6% (1/62) foram iam positivas.
Entretanto, em carcagas de frango, foi observado que, das 53 amostras analisadas, 7%
(9/53) foram positivas para o gene. As baixas prevaléncias da sequéncia iam em
Campylobacter spp. isoladas de criancas assintomaticas, observado por Carvalho et al.
(2001), pode indicar que esse gene € um marcador da gravidade da infeccdo por
Campylobacter. Ainda assim, as diferencas na distribuigcdo de genes cdtA, cdtB e cdtC
e a sequéncia iam encontradas entre isolados de humano e carcaca de frango, sugere
que as infeccbes de Campylobacter spp. nos pacientes pode ter outras fontes de
infecgéo diferentes do consumo de carne de frango (ROZYNEK et al., 2005).

O gene wlaN ndo foi encontrado nas amostras de origem humana, mas teve
presenca em 16% (4/25) das amostras de origem avicola. Em nenhuma das amostras
foi observado o wlaN concomitante com todos os demais genes de viruléncia. A
presenca do gene wlaN é relacionada com a biossintese e variacdo da estrutura do LOS
e implicado na SGB (GILBERT et al., 2008). Em 4% das amostras foi observado a
presenca dos genes cdtA, cdtB, cdtC, flaA e wlaN, o que possivelmente caracterizam
essa cepa com melhor habilidade para infeccdo, aderéncia e invasdo, producdo da
toxina e lesdo no DNA celular e também sinais neuroldgicos tardios em humanos.
Miiller et al. (2007) afirmou que estirpes que ndo apresentam o gene wlaN associado a
outros genes de viruléncia apresenta uma menor ou total auséncia de capacidade de
invasao.

Em estudo conduzido por Datta et al. (2003) foi detectado o gene wlaN em
25% das amostras isoladas de casos clinicos em humano e 23,8% nas de carne de
frango. Santos (2011) pesquisou genes de viruléncia em 50 isolados de fezes humanas
e 37 de carne de frango e encontrou em todas a presenca dos genes do cluster CDT e
gene flaA. Para o gene wlaN a presenca foi detectada em 19,5% dos isolados

analisados. Nas amostras de carne de frango, observou-se uma baixa frequéncia do
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gene wlaN em 8,1% das amostras e para origem humana o gene estava presente em
28% dos isolados. O gene wlaN encontrado nas amostras de carcaca de frango pode
sugerir que esses sdo isolados com maior capacidade para induzir complicacdes pds-
infeccdo em humanos, ja que a presenca de wlaN esta envolvido na expressdo de um
tipo de oligossacarido-GM1 semelhante ao encontrado em gangliosideos humanos; o
que pode induzir a uma resposta imunitéria cruzada entre estes e 0 LOS presente na
superficie do micro-organismo (Gilbert et al., 2008). Todavia, nas amostras isoladas
de campilobacteriose em humanos, ndo foi detectado o gene. Possivelmente essas
amostras possuem menor capacidade de invaséo celular e complicacdes tardias.
Embora a percentagem de isolados positivos para o wlaN tenha sido baixa ou
ausente, continua sendo importante a avaliacdo deste e de outros genes de viruléncia,
bem como as fontes de infeccdo e a resisténcia antimicrobiana, de forma a avaliar a

prevaléncia de estirpes mais propensas ao desenvolvimento da SGB em humanos.
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7. CONCLUSOES

1. A técnica de PCR permitiu identificar os genes do complexo CDT, gene iam,
flaA e wlaN;

2. As amostras de Campylobacter jejuni de origem aviéria e humana analisadas
apresentaram variacao nas frequéncias dos genes pesquisados;

3. O gene cdtB foi 0 mais frequente observado em amostras de frangos e de origem
humana;

4. O gene wlaN ndo foi identificado nas amostras de origem humana;

5. Nesse estudo houve diferenca significativa na presenca dos genes flaA e wlaN
entre amostras provenientes de carcaca de frango e casos de campilobacteriose
em humanos;

6. Em nenhuma amostra foi observada a presenca de todos 0s genes

concomitantemente.
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APENDICE A — Amostras de Campylobacter jejuni (Bacterioteca CDPA): origem e

ano de isolamento.

Amostra Origem Ano de isolamento
1 Carcaca resfriada 2012
2 Carcaga resfriada 2012
3 Carcaca resfriada 2012
4 Carcaga resfriada 2012
5 Carcaca resfriada 2011
6 Carcaga resfriada 2012
7 Carcaca resfriada 2012
8 Carcaga resfriada 2012
9 Carcaca resfriada 2012
10 Carcaga resfriada 2012
11 Carcaca resfriada 2012
12 Carcaga resfriada 2012
13 Carcaca resfriada 2012
14 Carcaga resfriada 2012
15 Carcaca resfriada 2012
16 Carcaga resfriada 2012
17 Carcaca resfriada 2012
18 Carcaga resfriada 2012
19 Carcaca congelada 60 dias 2012
20 Carcaga resfriada 2012
21 Carcaca resfriada 2012
22 Carcaca ap6s a lavagem final 2012
23 Carcaca resfriada 2012
24 Carcaga congelada 2012
25 Carcaca refrigerada 2012




APENDICE B — Amostras de origem humana positivas para os genes pesquisados
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FIOCRUZ
Amostra iam wlaN flaA cdtA cdtB cdtC
n° amostra amostra amostra amostra amostra amostra
1 419 419
2 489 489
3 491 491
4 |42 | 492
5 496 496
6 500 500
7 509 509
8 511 511
9 588 588
10 589 589
11 | 53 | 503
12 596 596
13 598 598 598
14 | 599 | 599 509 509 509 599
15 600 600 600
16 601 601 601
17 602 602 602 602
18 603 603 603 603
19 607 607 607 607
20 611 611 611 611
21 613 613 613 613
22 678 678 678 678
23 679 679 679 679
24 680 680 680 680
25 1495 1495 1495 1495
Total 3/25 0/25 5/25 1125 24025 12125
positivas
Gene iam wlaN flaA cdtA cdtB cdtC

%
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APENDICE C — Amostras de origem aviaria positivas para 0s genes pesquisados

Bacterioteca CDPA
Amostra iam wlaN flaA cdtA cdtB cdtC
n® amostra amostra amostra amostra amostra amostra
1 26 26
2 28
3 29
4 30 30
5 56 56
6 58 58
7 61 61
8 62 62
9 63 63
10 64 64
11 71 71
12 83 83
13 85 85
14 86 86
15 87 87
16 106 106
17 133 133 133 133 133 133
18 145
19 146
20 160
21 161
22 212
23 180
24 190
25 208
Total 1/25 4125 20/25 21/25 22/25 19/25
positivas

Gene iam wlaN flaA cdtA cdtB cdtC
%




