UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOCIENCIA ANIMAL

FELIPE PEREIRA DE MELO

Pesquisa de Campylobacter spp. e genes de viruléncia em carcacas de frangos

comercializadas em Recife-PE.

Recife
2020



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOCIENCIA ANIMAL

FELIPE PEREIRA DE MELO

Pesquisa de Campylobacter spp. e genes de viruléncia em carcacas de frangos

comercializadas em Recife-PE.

Dissertacao apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Biociéncia Animal da
Universidade Federal Rural de Pernambuco,
como pré-requisito para a obtencdo do grau de
Mestre em Biociéncia Animal.

Area de Concentrac&o: Biotecnologia na Linha
de Microbiologia e Parasitologia Aplicadas.

Orientadora: Profa. Dra. Mércia Rodrigues
Barros.

Co-orientador: Prof. Dr. Marcelo Mendonca

Recife
2020



Dados Internacionais de Catalogacédo na Publicacédo
Universidade Federal Rural de Pernambuco
Sistema Integrado de Bibliotecas
Gerada automaticamente, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

F315

Melo, Felipe Pereira de Melo

Pesquisa de Campylobacter spp. e genes de viruléncia em carcagas de frangos comercializadas em
Recife-PE. / Felipe Pereira de Melo Melo. - 2020.

55 f.

Orientadora: Mercia Rodrigues Barros.
Coorientador: Marcelo Mendonca.
Inclui referéncias.

Dissertagéo (Mestrado) - Universidade Federal Rural de Pernambuco, Programa de Pds-Graduag&o em
Biociéncia Animal, Recife, 2020.

1. Campilobacteriose. 2. Biologia molecular. 3. Produtos Avicolas. 4. Viruléncia. |. Barros, Mercia
Rodrigues, orient. Il. Mendonca, Marcelo, coorient. Ill. Titulo

CDD 636.089




Felipe Pereira de Melo

Pesquisa de espécies de Campylobacter e genes de viruléncia em carcacas de

frangos comercializadas em Recife-PE.
Dissertacao apresentada ao Programa de Pd4s-
Graduacdo em Biociéncia Animal da
Universidade Federal Rural de Pernambuco,

como pré-requisito parcial para a obtencdo do
grau de Mestre em Biociéncia Animal.

Area de Concentracdo: Biotecnologia na Linha
de Microbiologia e Parasitologia Aplicadas.

Aprovada em 19 de fevereiro de 2020

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Mércia Rodrigues Barros
Departamento de Medicina Veterinaria — UFRPE
(Orientadora)

Prof. Dr. José Wilton Pinheiro Junior
Departamento de Medicina Veterinaria — UFRPE
(Membro Titular)

Profa. Dra. Belchiolina Beatriz Fonseca
Universidade Federal de Uberlandia — UFU



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus, pelo milagre da vida e por tornar possivel
tudo que tenho vivido até o dia de hoje.

Agradeco a minha familia, aos meus pais Dorgival e Rosangela, pela
educacdo, cuidado e apoio ao longo dessa trajetéria. A minha querida irma,
Fernanda por cada palavra de incentivo e oragdo. Aos demais familiares que de uma
forma ou de outra me incentivaram a prosseguir. A minha noiva Thatyane, pelo
companheirismo, cuidado, atencdo e amor nos momentos mais dificeis vividos.

Agradeco a todos do Laboratorio de Inspecdo de Carne e Produtos
Derivados, bem como, do Laboratorio de Doenca Infectocontagiosas, nos homes da
Profa. Andrea Paiva, Goretti, Prof. Rinaldo, Prof. Wilton Jr, Renata e Givanildo e
tantos outros, pela ajuda e execucdo desse projeto. A todos os companheiros e
companheiras da Ornitopatologia, pelo apoio nas mais diversas formas.

A Profa. Mércia Barros, pela paciéncia e cuidado durante todo periodo de
orientagao.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)
pelo financiamento da bolsa de mestrado.

A Colecio de Campylobacter da FIOCRUZ (CCAMP) pelo envio de cepas.

A Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), por toda a guarida
me dada no decorrer da pos-graduacao.



De tudo o que se tem ouvido, o fim é: Teme a
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RESUMO

O presente estudo, avaliou a prevaléncia de Campylobaccter jejuni e Campylobacter
coli e genes de viruléncia em carcacas de frango in natura, resfriadas, congeladas,
figado e moela comercializadas em mercado publicos e supermercados. Foram
obtidas 10 amostras de carcacas com figado e moela comercializadas nas formas in
natura, resfriadas e congeladas, com duas diferentes marcas comerciais, totalizando
90 amostras. As amostras foram analisadas pelas metodologias de cultura e
isolamento e PCR convencional. A PCR foi utilizada em dois momentos distintos. No
primeiro, a técnica foi aplicada para deteccédo de C. jejuni e C. coli em amostras
provenientes do cultivo e isolamento, e no segundo momento, em amostras oriundas
do caldo de enriguecimento utilizado para cada amostra. Das 90 amostras
analisadas, C. jejuni foi a espécie mais prevalente com 28,8% das amostras
positivas, ja C.coli foi positiva em 15,6% das amostras. Na andlise de prevaléncia
das espécies em amostras de mercados publicos, C. coli foi mais prevalente que C.
jejuni, apresentando 16,7% de amostras positivas. Nas amostras de supermercados,
C. jejuni esteve mais prevalente, com 36,7% de positividade. Com relacdo a forma
de comercializagdo das carcacgas, C. jejuni foi detectada em todas as formas de
comercializacdo (in natura, resfriadas e congeladas), porém, com maior prevaléncia
(43,3%) em amostras resfriadas, diferente de C. coli que ndo foi detectada em
amostras congeladas, e apresentou maior prevaléncia (16,7%) em amostras in
natura. Entre os diferentes produtos avicolas (carcaca, figado e moela), ambas as
espécies foram detectadas. C. jejuni esteve mais prevalente (53,3%) nas amostras
de figado, seguida das amostras de pedacos (36,7%) e moela (33,3%). C. coli
apresentou menores prevaléncias comparado a C. jejuni, com maior prevaléncia nas
amostras de pedacos (10%) e igual prevaléncia nas amostras de figado e moela
(3,3%). Foram pesquisados cinco genes de viruléncia referentes a adeséo (Pebl,
JIpA, CadF, CapA) e invasdo (CiaB). Em ambas as espécies foi detectado a
presenca dos diferentes genes. O gene CiaB foi o mais prevalente em C. jejuni
(70,2%) e C. coli (71,4%), seguido do gene CadF (72,9%) (50%). As demais
prevaléncias detectadas foram: Pebl (43,2%) (50%), JIpA (48,6%) (42,8%) e CapA
(21,6%) (28,5%). A partir da deteccdo dos genes foram tragados 20 perfis de
viruléncia (P-1 a P-20), variando desde a presenca de todos 0s genes até a
auséncia dos mesmos. A contaminacdo de carcacas de frango em abatedouros, os
tratamentos pos-abate, controle de temperatura, gerenciamento de higiene durante o
processamento ou armazenamento constituem os principais fatores associados a
infeccdo pelo patdgeno. Os diferentes perfis de viruléncia somados aos fatores
citados potencializam o0 risco no surgimento de casos e/ou surtos de
campilobacteriose, caso medidas apropriadas sdo sejam implementadas. Portanto, é
imprescindivel que haja uma vigilancia continua da presenca desse patdégeno e de
seus genes associados nos produtos avicolas, e que medidas de controle devem ser
estabelecidas partindo do campo até a industria, reforcando também que deve haver
0 monitoramento das medidas e praticas de manipulacdo no mercado consumidor,
afim de reduzir a contaminacdo dos produtos e iminentes riscos de infeccéo.

Palavras-chave: Campilobacteriose, Biologia molecular, Produtos Avicolas,
Viruléncia.



ABSTRACT

The present study evaluated the prevalence of C. jejuni and C. coli and virulence
genes in fresh, frozen, frozen chicken, liver and gizzard carcasses sold in public
markets and supermarkets. Ten samples of carcasses with liver and gizzard were
sold in fresh, chilled and frozen forms, with two different commercial brands, totaling
90 samples. The samples were analyzed using culture and isolation methodologies
and conventional PCR. PCR was used at two different times. In the first, the
technique was applied to detect C. jejuni and C. coli in samples from cultivation and
isolation, and in the second, in samples from the enrichment broth used for each
sample. Of the 90 samples analyzed, C. jejuni was the most prevalent species with
28.8% of positive samples, whereas C.coli was positive in 15.6% of samples. In the
analysis of species prevalence in samples from public markets, C. coli was more
prevalent than C. jejuni, presenting 16.7% of positive samples. In supermarket
samples, C. jejuni was more prevalent, with 36.7% positivity. Regarding the form of
commercialization of the carcasses, C. jejuni was detected in all forms of
commercialization (in natura, chilled and frozen), however, with a higher prevalence
(43.3%) in chilled samples, different from C. coli that it was not detected in frozen
samples, and had a higher prevalence (16.7%) in fresh samples. Among the different
poultry products (carcass, liver and gizzards), both species were detected. C. jejuni
was more prevalent (53.3%) in liver samples, followed by pieces of pieces (36.7%)
and gizzards (33.3%). C. coli had lower prevalences compared to C. jejuni, with
higher prevalence in the samples of pieces (10%) and equal prevalence in the
samples of liver and gizzards (3.3%). Five virulence genes related to adherence
(Pebl, JIpA, CadF, CapA) and invasion (CiaB) were investigated. In both species,
the presence of different genes was detected. The CiaB gene was the most prevalent
in C. jejuni (70.2%) and C. coli (71.4%), followed by the CadF gene (72.9%) (50%).
The other prevalences detected were: Pebl (43.2%) (50%), JIpA (48.6%) (42.8%)
and CapA (21.6%) (28.5%). From the detection of the genes, 20 virulence profiles
were drawn (P-1 - P-20), ranging from the presence of all genes to the absence of
them. Contamination of chicken carcasses in slaughterhouses, post-slaughter
treatments, temperature control, hygiene management during processing or storage
are the main factors associated with infection by the pathogen. The different
virulence profiles added to the aforementioned factors increase the risk in the
appearance of cases and/or outbreaks of campylobacteriosis, if appropriate
measures are implemented. Therefore, it is essential that there is a continuous
surveillance of the presence of these pathogens and their associated genes in
poultry products, and that control measures must be established starting from the
field to the industry, also reinforcing that there must be monitoring of handling
measures and practices. in the consumer market, in order to reduce product
contamination and imminent infection risks.

Keywords: Campylobacteriosis, Molecular Biology, Poultry Products, Virulence.
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1. INTRODUCAO

A cadeia produtiva de frango de corte ocupa posi¢cao relevante na economia
mundial e brasileira. Atualmente, a produ¢cdo mundial de carne de frango encontra-
se estimada em torno de 100.000 milhées de toneladas (ABPA, 2019). Dentro do
montante produzido, os Estados Unidos (EUA), Brasil e China destacam-se como 0s
maiores produtores respondendo por cerca de 60% da producdo mundial, sendo
40% da producdo mundial efetuada por inUmeros outros paises (USDA, 2019).
Nesse cenario, 0 Brasil esta classificado como segundo maior produtor, e maior
exportador de carne de frango, produzindo cerca de 13,3 milhdes toneladas em
2019 (EMBRAPA, 2019).

A busca por melhorias nos parametros sanitarios é de fundamental
importancia, para assim obter um produto com alta qualidade e livre de patégenos,
assegurando a saude dos consumidores e atendendo as exigéncias dos mercados
externo e interno. Dentro da industria avicola como em outras atividades do ramo
alimenticio, falhas nos processos de higienizacdo constituem um desafio para
manutencdo da inocuidade dos alimentos, pois podem favorecer a permanéncia de
microrganismos e a contaminacao do produto final (MELO et al., 2017).

Dentre os varios microrganismos patogénicos transmitidos por alimentos que
estdo presentes na producdo avicola destacam-se 0s representantes do género
Campylobacter. As principais espécies associadas as infeccbes de origem alimentar
em humanos sao Campylobacter jejuni subs. jejuni, C. coli, C. lari, C. upsaliensis
(HOUNG et al., 2001; FOSTER et al., 2004). As espécies C. jejuni e C. coli sdo
identificadas predominantemente em surtos desse tipo de infec¢do, que por sua vez
€ reconhecida como um problema de saude publica em vérias partes do mundo
(MARINOU et al., 2012; EFSA, 2015).

A infeccdo causada por Campylobacter spp., denominada campilobacteriose,
€ considerada uma zoonose, tendo como reservatorios animais selvagens e
domésticos. As aves, especialmente os frangos de corte, sdo o0s principais
reservatorios naturais de Campylobacter spp. Estudos epidemiol6gicos indicam que
a carne de frango é a principal via de transmissdo deste microrganismo para
humanos (OH et al., 2015; PRACHANTASENA et al., 2016).
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Os métodos convencionais de isolamento de Campylobacter spp. de
amostras de alimentos utilizam meios de enriquecimento seletivo com posterior
cultivo em meios sélidos seletivos. Tais métodos requerem tempo e, apds 0
isolamento € necessario o uso de testes bioquimicos, soroldgicos ou moleculares
adicionais para identificagdo do microrganismo (CORRY et al., 1995).

Os métodos moleculares, como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
vém sendo extensivamente aplicada para deteccéao, identificacdo e quantificacéo de
agentes infecciosos, e neste caso em especial Campylobacter (OLIVEIRA et al.,
2005). A técnica da PCR permite a amplificagdo de uma regido pré-selecionada de
DNA, unindo rapidez, sensibilidade e especificidade no diagnostico (MOORE et al.,
2005).

Mundialmente, as notificacdbes de campilobacteriose em humanos sé&o
escassas, e estima-se que a taxa real de infec¢éo seja muito superior a relatada. No
Brasil ndo existem programas nhacionais de vigilancia que investiguem a
campilobacteriose a campo ou o0s padrdes microbiologicos e moleculares para
detectar Campylobacter spp. em alimentos, possibilitando dessa forma a ocorréncia
de surtos de origem alimentar com esse microrganismo (CISCO et al., 2017). Sendo
assim, o uso de técnicas de deteccdo e identificacdo deste microrganismo s&o
ferramentas que podem e devem ser utilizadas para sinalizar sobre a qualidade
microbioldgica de produtos avicolas, sendo importante a implementacdo de medidas
de controle durante os processos de abate e pds-abate, de prevencao nas granjas,
além de acdes educativas junto ao mercado consumidor a respeito do consumo

seguro dos produtos avicolas e assim evitar possiveis problemas de saude publica.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Agente etioldgico

O género Campylobacter junto com os géneros Arcobacter e Sulfurospirilum
constituem a familia Campylobacteraceae, composta por microrganimos com baixo
percentual de Guanina e Citosina (G+C) em seu DNA (VANDAME; DE LEY, 1991).
Atualmente, ja foram identificadas 34 espécies e 14 subespécies no género
Campylobacter, sendo C. jejuni subsp. jejuni, C. jejuni subsp. doylei, C. coli, C. lari,
C. upsaliensis e C. helveticus as principais espécies patogénicas para o homem
(LPSN, 2015).

Campylobacter spp. sdo bastonetes Gram negativos, curvos e delgados que
medem 0,2um a 0,8um por 0,5um a 5um de didmetro. Possuem morfologia curva
tipica em espiral, virgula, “S” ou asa de gaivota e sdo moveis por flagelacao
monopolar ou bipolar por um Unico flagelo (monotriquia). A presenca desse Unico
flagelo confere movimentacdo a bactéria em forma de “saca rolha” ou “vai e vem”
(MOORE; MADDEN, 2000).

As bactérias do género sdo caracterizadas como oxidase positivo, nao
hemoliticas, ndo esporuladas e ndo crescem em meios com concentragdo de 3,5%
de NaCl ou a 25°C, além disso sao microaerdfilas, o que faz com que necessitem de
pequenas quantidades de oxigénio (3-6%) e concentracao de 2 a 10% de didxido de
carbono para seu desenvolvimento (HUMPHREY et al., 2007; QUETZ, 2009).

A maior parte das espécies de Campylobacter cresce a 37°C, no entanto, as
espécies patogénicas para os seres humanos possuem melhor crescimento a 42°C
e sdo denominadas termofilicas ou termotolerantes (BLACKWELL, 2010).

Bactérias do género Campylobacter ndo sdo formadoras de esporos, em
condi¢cOes adversas de cultivo, como, estresse causado pela presenca de oxigénio,
temperatura baixa ou falta de nutrientes, as células Campylobacter spp. podem
retrair seu citoplasma, assumindo a forma cocoéide, que mesmo caracterizando-se
como forma degenerativa, pode ndo perder seu poder infectante (LEE; NEWELL,
2006; OLIVER, 2010) . Essa caracteristica confere a bactéria a capacidade de entrar
em um estado que se pode descrever como “viavel nao cultivavel” (VNC), que |he
permite sobreviver as alteracfes de estresse ambiental de forma a manter sua

viruléncia. Quando as condicdes do meio se tornam novamente favoraveis, é


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2015.00751/full#B107
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possivel a reversado para a forma espiral, bem como a multiplicacdo (KEUM-IL et al.,
2007; NACHAMKIN, 2007).

Apresentam um crescimento lento e s&do extremamente fastidiosos,
requerendo condi¢cdes de culturas especificas. Nao fermentam nem oxidam os
carboidratos, obtendo a sua energia a partir de aminoacidos ou de compostos
intermediarios do ciclo do &acido tricarboxilico. As reacdes bioquimicas tipicas
incluem a reducéo do fumarato a succinato, bem como as reac¢des para producéo de
acetoina e indol. A maioria das espécies reduz o nitrato a nitrito. A diferenciacdo das
espécies mais importantes em saude publica (C. jejuni e C. coli) pode ser feita com
base na hidrélise do hipurato (GUNTHER; CHEN, 2009).

Os membros do género colonizam naturalmente o trato gastrointestinal de
grande parte dos animais de sangue quente, como aves, suinos e bovinos, bem
como, répteis e mariscos (HAMIDIAN et al., 2011). A infeccdo em humanos tem sido
atribuida principalmente as espécies de C. jejuni, C. coli, C. lari e C. upsaliensis.
Sendo C. jejuni a espécie mais bem descrita, e a maior causadora de gastroenterites
em humanos, seguida por C. coli, responsavel por cerca de 1-25% dos casos (MAN,
2011; TABOADA et al., 2013).

A via alimentar é a principal forma de transmissdo para o homem, com o
consumo de carne e seus derivados mal cozidos e agua contaminada, podendo
haver também infeccdo pelo consumo de leite ndo pasteurizado e outros produtos
alimenticios (BRONOWSKI et al., 2014). A frequéncia de casos de
campilobacteriose relacionada a carne de frango esta ligada ao fato de a
temperatura corporal das aves ser mais elevada, em torno de 42°C, o que favorece
o desenvolvimento das espécies patogénicas para os seres humanos (JAY et al.,
2005).

Devido ao pequeno tamanho de seu genoma (1600 Kb a 1700 Kb)
Campylobacter spp. multiplica-se de forma lenta, sendo considerado uma bactéria
fastidiosa. O fato de possuir o0 genoma pequeno também reflete no menor niamero
de genes que bactérias do género Campylobacter apresentam comparado com
outros microrganismos patogénicos (VANDAMME, 2000; BHUNIA, 2008).

Andlises moleculares de eletroforese em campo pulsado determinaram que o
tamanho do genoma de C. jejuni e C. coli tem cerca de 1700 Kb, correspondendo a

um ter¢co do tamanho do genoma da bactéria Escherichia coli (NACHAMKIN, 2007).
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Parkhill et al. (2000) iniciaram estudos com sequenciamento de DNA de
Campylobacter, sequenciando o DNA da cepa de referéncia de C. jejuni NCTC
11168 e identificaram o valor de 1640 Kb. E logo em seguida, as sequéncias de
genoma de trés outras estirpes de referéncia (81-176, 81116, RM1221) foram
determinadas de maneira a permitir a deteccao de regibes conservadas e distintas
em varios pontos. Atualmente, 1628 genomas de C. jejuni, dos quais 176 completos,
e 955 genomas de C. coli, com 31 genomas completos, foram sequenciados e
depositados no Genbank (NCBI, 2019; PUBMLST, 2019).

2.2 Mecanismos de viruléncia

Apesar dos mecanismos de patogenicidade de Campylobacter spp. ainda né&o
se encontrarem completamente esclarecidos, sabe-se que os potenciais fatores de
viruléncia pelos quais Campylobacter spp. causa doenga em seres humanos séo a
mobilidade, quimiotaxia, adeséo, invasado e producao de toxinas (SNELLING et al.,
2005; BHAVSAR; KAPADNIS, 2007).

Para Campylobacter spp. desenvolver uma infecgéo suficiente para causar a
doenca, é necessario sobreviver aos estresses fisioldgicos associados com o0s
ambientes externos e internos, tais como, as variacées de temperatura e de pH nos
diferentes hospedeiros, além do estresse oxidativo e do limitado fornecimento de
nutrientes (DU et al., 2016).

Estudos in vitro, utilizando células humanas, e in vivo com modelo animal tém
sido desenvolvidos no sentido de elucidar quais os mecanismos de patogénese da
Campylobacter e a forma com que se articula ao estilo de vida dos diversos
hospedeiros que coloniza (HAVELAAR et al., 2013).

Modelos de cultura de célula j& demostraram que espécies de Campylobacter
tém seus mecanismos de infeccdo baseados no ataque e invasdo de células
epiteliais, gerando toxinas que destroem as células do hospedeiro (MAN, 2011).
Essas espécies também podem comprometer a integridade e fisiologia da barreira
intestinal, secretando proteinas efetoras para as células do hospedeiro através de
sistemas de secrecdo especializados (FERNANDES et al, 2010;
CHANDRASHEKHAR et al., 2015).

A capacidade de adaptacdo da Campylobacter a diferentes hospedeiros é

conferida por diversos mecanismos, dentre eles a manipulagdo da resposta
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imunitéria, permitindo-lhe estabelecer uma infec¢do crbnica, mas assintomatica.
Dentre os multiplos fatores de viruléncia destacam-se: a variacdo genética, os lipo-
oligossacarideos e a capsula polissacaridica, o flagelo e o sistema de secrecéo
associado a este, a toxina citoletal distensiva (CDT) e os diversos fatores implicados
na adesdo do microrganismo a célula-alvo (YOUNG et al., 2007).

Uma das portas de entrada de bactérias ao hospedeiro humano é através do
trato gastrointestinal (TGI), o sucesso da colonizacdo ocorre quando as bactérias
sdo capazes de sobreviver ao ambiente estomacal acido e assim alcancgar o trato
intestinal inferior (YOUNG et al., 2007).

No interior do TGI a primeira linha de defesa que a bactéria encontra é
camada de muco, fazendo uso da motilidade para permitir sua penetracdo e
interacdo com as células epiteliais (JANSSEN et al., 2008). As bactérias podem
entdo invadir as células epiteliais através da polimerizagcdo dos microtubulos e
microfilamentos. Apés a internalizacéo, a bactéria se mantém dentro de vesiculas,
local onde expressa as atividades envolvidas na patogénese da doenca (CHENG et
al., 2003).

Dois mecanismos utilizados por Campylobacter durante o curso da infeccéo
foram propostos: o primeiro refere-se a adesao das bactérias ao intestino seguida da
producdo de toxinas que alteram a capacidade de absorcdo intestinal, gerando
episédios de diarreia. O outro mecanismo envolve a invasao, proliferacdo e
colonizacdo das bactérias dentro da mucosa intestinal, o que levaria a respostas
inflamatdrias e eventualmente a ocorréncia de diarreia com sangue (DASTI et al.,
2010).

2.2.1 Motilidade e Quimiotaxia

A motilidade de Campylobacter spp. € um fator determinante para a
colonizacdo, adesédo e invasdo das células intestinais, para tanto, a bactéria requer a
presenca de flagelo. A combinacao entre o flagelo, a forma em espiral da célula e o
movimento em saca-rolhas sédo responsaveis pela mobilidade do microrganismo em
ambientes viscosos (FERRERO; LEE, 1988).

Jagannathan e Penn (2005) citam que a motilidade é essencial para a
sobrevivéncia em diferentes condicdes quimiotaticas encontradas no trato

gastrointestinal e para a colonizagédo do intestino delgado. A presenca de flagelos
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polares por sua vez confere ao microrganismo rapida motilidade, possibilitando a
superacao do peristaltismo intestinal e facilitando a travessia pela camada de muco.
Estes flagelos séo cruciais para o desencadeamento da doencga sendo um dos mais
importantes fatores de viruléncia envolvido na patogénese da infeccdo por
Campylobacter (GUERRY, 2007). Experimentos envolvendo mutacdes flagelares
demostraram a importancia dos mesmos nos processos de aderéncia e invasao
(LODGE, 2007).

Os flagelos realizam o transporte tanto de proteinas flagelares como nao
flagelares, desempenhando um importante papel no processo de secregcdo de
proteinas de viruléncia, bem como, na quimiotaxia, auto aglutinacdo, formacao de
micro col6nias e apresentam atividade de adesao e invasado (KONKEL et al., 2004;
SONG, et al., 2004).

A quimiotaxia é a forma mais comum de bactérias flageladas direcionarem
sua locomocdo para os locais onde as condicbes de sobrevivéncia sdo mais
favoraveis, como locais com maiores concentracoes de fontes de energia e baixas
guantidades de substancias bacteriotoxicas (KHAN et al., 2000).

Os pré-requisitos gerais para a quimiotaxia sao quimiorreceptores, um
sistema de transducédo de sinais para o aparato flagelar da bactéria. Campylobacter
spp. € quimiotéatico a boa parte dos componentes da camada de muco intestinal do
hospedeiro, como mucina, aminoacidos e acidos organicos, essa caracteristica em
associacdo com a motilidade flagelar desse patégeno facilita sobremaneira a
colonizac&o do hospedeiro (ZAUTNER et al., 2012).

2.2.2 Adeséao

A adesao as células epiteliais € um importante passo na patogenicidade de
muitas bactérias e estabelecimento da infeccdo. A adesdo bacteriana envolve a
interacdo de proteinas especializadas que podem se ligar aos receptores na
superficie celular do hospedeiro (PIZARRO-CERDA; COSSART, 2006).

De um modo geral a adesdo de bactérias Gram-negativas, como Escherichia
coli e Salmonella spp. as células hospedeiras € mediada pela producdo de
diferentes apéndices membranares, como exemplo fimbria ou pili. Em relacdo ao
Campylobacter, ndo foram identificados apéndices responséaveis pela adeséo deste

microrganismo as ceélulas do hospedeiro, entretanto, ja foram identificadas diversas
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proteinas que contribuem para este processo (PARKHILL et al., 2000, FOUTS et al.,
2005).

Elementos estruturais como o flagelo, algumas proteinas de membrana
externa e lipopolissacarideos (LPS) permitem a travessia do muco intestinal e
adesdo da bactéria a célula epitelial por meio de adesinas presentes nesses
elementos (JAWETS et al., 1998; FERNADEZ, 2008).

Algumas adesinas de Campylobacter jejuni incluem CadF (Campylobacter
adhesion to fibronectin), JIpA (jejuni lipoprotein A), CapA (Campylobacter adhesion
protein) (JIN et al., 2001), e PEB1 (Protein Pei, Ellison and Blaser) (PEI et al., 1998;
FLANAGAN et al., 2009). Estas adesinas sao proteinas da membrana externa
(OMP’s) e, portanto, estdo direta ou indiretamente associadas com a superficie
celular (KONKEL et al., 2004).

A adesina CadF é codificada pelo gene cromossomal cadF, que é altamente
conservado. A proteina CadF € necessaria para a adesao e posterior invasao de C.
jejuni in vitro, sendo verificado em estudo que mutantes para este tipo de proteina
apresentaram reduzidas taxas de colonizagdo em galinhas, quando comparadas
com a estirpe selvagem (ZIPRIN et al., 1999, MONTEVILLE et al., 2003). Estudos ja
demostraram que ha uma significativa reducdo da internalizacdo de C. jejuni em
células epiteliais humanas INT 407, quando estes sao infectados com cepas
mutantes para o gene cadF (KONKEL et al., 1999). A funcdo da proteina CadF é
semelhante a da proteina de membrana OmpA da E. coli, formando canais de
membrana celular do hospedeiro. Mas o mecanismo de acéo para isso ainda néo foi
estabelecido (MAMELLI et al., 2006).

A adesina JIpA, codificada pelo gene jlpA, € uma lipoproteina de 43kDa
envolvida na adeséo de células a células HEp-2 (KONKEL et al., 2001; YOUNG et
al., 2007). Estudo realizado por Jin et al. (2001) mostrou que uma mutacao para o
gene jIpA e consequentemente na expressao da proteina, resultou numa reducao de
aproximadamente 20% na adesdo da bactéria em células epiteliais humanas HEp-2
em relacdo a estirpes selvagens de C. jejuni, porém, ndo se observou qualquer
perda de capacidade de invasdo das células.

Outra lipoproteina expressa a superficie das células é a proteina CapA,
codificada pelo gene CapA. Sua funcéo esta associada ao autotransporte e adeséao
a células Caco-2 (HERMANS et al., 2011). De acordo com Ashgar et al. (2007) foi
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observado que a insercdo de um gene CapA-mutante reduziu de forma significativa
a capacidade de adesdo e invasdo de ceélulas Caco-2, comprometendo a
colonizacéao e persisténcia de Campylobacter spp. em galinhas.

A adesina PEB1, também conhecida como fator de ligacdo celular, € uma
proteina localizada no periplasma, sua funcdo esté relacionada com a adesédo a

linhagem celular do tipo HeLa (PEI et al., 1998).

2.2.3 Invaséo

A invasdo da mucosa parece ser um dos primeiros mecanismos pelo qual
Campylobacter spp. causa leséo intestinal. Sua capacidade invasiva € dependente
de células epiteliais do colon intestinal, que pode estar relacionado com o aumento
da permeabilidade intestinal, ou com a morte celular (BELTINGER et al., 2008).

Uma das primeiras barreiras encontradas por Campylobacter spp. para
invasao celular € a camada de muco das células epiteliais no hospedeiro. Mas a
bactéria pode efetivamente penetrar essa barreira, sem entrar em contato com as
criptas intestinais, podendo ser encontrada livremente na camada mucosa
(FERRERO; LEE, 1988). A mucina é uma forte quimio atrativo para C. jejuni, pois
em vez de ser transportada para fora do intestino pela camada de muco, a bactéria
se move livremente em paralelo ao fluxo na mucosa. Essa mobilidade pode ser
atribuida ao formato espiral da bactéria e a presenca de enzimas que degradam a
mucina (POLY; GUERRY, 2008; VAN PUTTEN et al., 2009).

Diferentes mecanismos de invasdo sédo usados por Campylobacter spp.,
como o encapsulamento da bactéria dentro de um vacuolo, evitando assim a acéo
de células de defesa do hospedeiro e de agentes antimicrobianos, prolongando sua
sobrevivéncia intracelular. Essa € umas das principais estratégias utilizadas pela
bactéria para persistir na colonizacdo do trato gastrointestinal do hospedeiro
(WATSON; GALAN, 2008).

Para a efetiva invasdo da bactéria, algumas proteinas sdo necessarias, como
a CiaB (Campylobacter invasion antigen B), proteina com 73kDa, codificada pelo
gene ciaB (KONKEL et al., 1999). Essa proteina estd ligada a destruicdo de
microtubulos da célula hospedeira de maneira a permitir a entrada e a mobilidade da
bactéria no ambiente intracelular. O mecanismo de invasdo produzido por CiaB

induz a desestruturacdo de microtibulos motores e microfilamentos celulares, além
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da fosforilacdo de proteinas citoplasmaticas, que sado sinalizadoras de reacbes em
cascata, promovendo disturbios celulares de forma a potencializar a motilidade
intracitoplasmatica sem restricdes (RIVERA-AMILL et al., 2001).

Estudos de Konkel et al. (1999) demostraram que cepas mutantes, que nao
apresentaram ciaB, tiveram reducao significativa da adesao e invaséo de C. jejuni
em células INT 047. O mecanismo responsavel pela secrecédo da proteina CiaB e o
seu papel na invasao, tem sido associado ao sistema de secrecéo do tipo lll, através
dos quais as proteinas sdo injetadas diretamente na célula hospedeira (RIVERA-
AMILL et al., 2001).

2.3 Campilobacteriose Humana e Saude Publica

A campilobacteriose € a infeccdo causada por Campylobacter spp., cujos
reservatorios sdo animais domésticos e silvestres (COLLETTE, 2005; HALD et al.,
2016). Dentre os principais reservatorios primarios de Campylobacter spp. podem
ser citados pombos, gaivotas, pardais, patos, perus e, especialmente, o frango de
corte. Sabe-se que nas aves, a colonizacdo é geralmente assintomatica, podendo
ser encontrados niveis de 108 a 10° Unidades Formadoras de Col6nias (UFC)/g de
fezes sem sinais clinicos da doenca (FORSYTHE, 2002; KEENER et al., 2004).

O trato intestinal das aves possui uma temperatura superior a dos mamiferos,
cerca de 42°C, que coincide com a temperatura 6tima de multiplicacdo de espécies
de Campylobacter termofilicos (C. jejuni, C. coli e C. lari), 0 que pode explicar a alta
incidéncia deste microrganismo em frangos de corte (KEENER et al., 2004). A alta
densidade populacional utilizada na criacdo destes animais, se tornou um fator
importante para a disseminacéo desse agente entre as aves (ZHANG, 2008).

A transmissado de Campylobacter spp. entre aves ocorre principalmente por
via horizontal, por intermédio de cama do aviario, moscas, agua de bebida, pessoas
e do contato com ratos, equipamentos contaminados, entre outros fatores (SHANE;
STERN, 2003). Cerca de 90% de um lote de aves torna-se infectado dois a quatro
dias apods o inicio da eliminacédo da bactéria no ambiente, devido a alta transmisséo
por via horizontal desse agente entre aves e por estas eliminarem o microrganismo
por semanas apos a infec¢do (CDC, 2013).

O fato de as aves serem criadas em lotes, que em sua maioria sdo bastante
adensados, propicia a propagacdo e permanéncia de Campylobacter no ambiente.

Uma vez introduzido em um lote, o patdbgeno se propaga rapidamente entre o0s



21

frangos de corte. De modo que, quando h& infeccdo em um lote de frangos de corte,
a prevaléncia do microrganismo entre as aves desse lote € alta, atingindo muitas
vezes 100% dos animais (KEENEL et al., 2004; WHO, 2013).

A tecnologia empregada no processo de abate, pode favorecer a
contaminacdo das carcacas com o proprio contetudo fecal dos intestinos das aves.
Existe uma grande percentagem de carcacas que sao contaminadas com matéria
fecal durante as etapas do processo de abate contribuindo para a disseminacéo do
patdgeno na planta de processamento de frangos de corte (NAUTA et al., 2009). Em
estudo desenvolvido por Wagenaar et al. (2006) se constatou também que os
isolados identificados tanto das carcacas quanto do material fecal eram idénticos.

Considerada um grave problema de saude publica, a campilobacteriose é
uma das principais gastroenterites de origem alimentar em todo o mundo (WHO,
2013; VONDRAKOVA et al., 2014), principalmente nos Estados Unidos da América
(EUA), sendo mais frequente que salmoneloses, shigeloses e colibacilose (ALLOS,
2015).

Esse tipo de infeccdo, pode provocar desde casos de enterite aguda,
infeccBes extraintestinais, como bacteremia e meningite, até complicacbes poés-
infecciosas (COLLETTE, 2005). Apesar das possiveis complicacbes provocadas
pela instauracdo do agente, a campilobacteriose geralmente ndo tem carater
agressivo, sendo autolimitante, onde a recuperacdo ocorre sem auxilio de
tratamento (MOORE et al., 2005).

A sintomatologia da campilobacteriose se assemelha com doencas causadas
por diversos outros patdégenos entéricos. O periodo de incubag¢do do microrganismo
normalmente € de dois a cinco dias, com ocorréncia de sintomatologia de dois a trés
dias, podendo perdurar por até 10 dias (MOORE et al., 2005). Os principais
sintomas observados sao febre, diarreia, dores de cabeca e abdominal, podendo
ocorrer também néuseas, vomitos e indisposicado. A diarreia pode variar de aquosa,
moderada e autolimitante a disenteria sanguinolenta, mucoide ou purulenta
(ACMSF, 2005; WHO, 2015).

Entretanto, o que chama a atencéo é a baixa dose infectante, cerca de 400 a
500 células do patdégeno séo capazes de desencadear a doencga, variando de acordo
com a estirpe e suscetibilidade do hospedeiro (BUTZLER, 2004; ACMSF, 2005).
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Apobs a infeccdo por Campylobacter spp., a recuperagao costuma ser rapida.
O tratamento, na maioria das vezes, € sintomatico e, em poucos, casos ha a
necessidade do uso de antimicrobianos (HADDEN; GREGSON, 2001). Porém, em
alguns casos, podem ocorrer complicacées e manifestacdes a longo prazo. Dentre
as complicacdes, citam-se artrite reativa, meningite, osteomielite, bacteremia, sepse,
endocardite e miocardite, complicacbes no trato reprodutivo e alteracdes
neuroldgicas (BECKER et al., 2007).

A Sindrome de Guillain-Barré (SGB) e de Miller-Fisher se caracterizam como
as alteracdes neuroldgicas mais frequentes ap6s o processo infeccioso por C. jejuni
(KUWABARA; YUKI, 2013; BRASIL, 2015). J4 a sindrome de Miller-Fisher € uma
variante da SGB e é caracterizada por oftalmoparesia, arreflexia e ataxia
(KAAKOUSH et al., 2014).

A SGB afeta o sistema nervoso periférico resultando em paralisia flacida
generalizada, podendo comprometer os musculos que auxiliam a respiracdo e
anualmente para cada 100.000 habitantes, quatro pessoas podem ser acometidas
(KEITHLIN et al., 2014). A correlacdo entre infeccdo por Campylobacter seguida da
ocorréncia de SGB foi comprovada em estudo realizado na Nova Zelandia, que apos
a implementacdo de medidas de higiene mais rigorosas na producdo avicola
ocasionou queda no numero de casos de campilobacteriose e de SGB. Além disso,
surtos de SGB tém sido associados a surtos de infeccdo por C. jejuni em diversos
outros paises (SIVADON-TARDY et al., 2014).

2.4 Métodos para deteccéao e identificacdo de Campylobacter spp.

As andlises de alimentos para deteccdo de microrganismos patogénicos
especificos apresentam vérios problemas. Um dos fatores que exercem grande
influéncia na deteccéo e no isolamento de patdégenos é o nimero de microrganismos
presentes em alimentos (VOSS-RECH; VAZ, 2012). Segundo Cason et al. (1997)
guando um alimento esta contaminado com bactérias patogénicas, elas
frequentemente estdo em numeros baixos, com distribuicdo heterogénea e a
competitividade com outras espécies nao patogénicas € alta, necessitando assim da
analise de um grande numero de amostras para que haja confiabilidade nos

resultados negativos.
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2.4.1 Cultivo

Os métodos de cultura utilizados para o isolamento, a identificacdo e a
diferenciacdo de bactérias do género Campylobacter sdo demorados e dificeis
devido a sua natureza fastidiosa, fazendo com que cresgcam mais lentamente que
outros enteropatdgenos, requerendo condi¢cdes especiais de cultivo (OYOFO et al.,
1992; SANDERS, 1998).

Os métodos para cultivo usualmente incluem etapas de pré-enriquecimento,
enriquecimento e plagueamento em 4gar seletivo, seguindo com a identificacdo
bioquimica. Procedimentos de enriquecimento seletivo e incubagdo prolongada séo
utilizados para reduzir a multiplicacdo da microbiota contaminante, com prazo de
guatro dias para obtencdo de um resultado negativo e em torno de sete dias para
confirmar um resultado positivo (GIESENDORF; QUINT, 1995; SHIH, 2000).

Outros métodos como a filtragdo e enriqguecimento em meio semi-sélido estéo
descritos na literatura. Os suplementos antibiéticos séo utilizados em combinacéo
com meios seletivos para inibicdo da microbiota competitiva (JEFFREY et al., 2000).
Os antimicrobianos utilizados com maior frequéncia na preparacdo dos meios de
cultura para Campylobacter spp. séo trimetropim, polimixina B, vancomicina e
cefalosporinas. Outros agentes tais como sangue e carvdo sdo adicionados as
formulacdes para proteger o microrganismo contra derivados toxicos do oxigénio
(CORRY et al., 1995; JACOBS-REITSMA, 2000).

A utilizacdo de uma fase de pré-enriquecimento com incubacédo a 37°C por
guatro horas permite a recuperacao das células de Campylobacter spp. injuriadas
pela desidratacdo, aguecimento, falta de nutrientes, congelamento ou exposicédo a
radicais de oxigénio. Portanto, a incubacéo a 37°C por quatro horas é recomendada
antes da incubacdo a 42°C por mais 20 a 44h. Ultrapassar quatro horas de pré-
enriguecimento pode favorecer a multiplicacdo da microbiota contaminante
(DONNISON, 2003).

Garrity et al. (2005) e Vandamme et al. (2005) utilizando temperaturas de
42°C a 43°C, respectivamente, perceberam o aumento na seletividade microbiana,
com inibicdo do crescimento de outros microrganismos intestinais, sendo um critério
adicional de seletividade de espécies termotolerantes.

Diferentes meios de enriquecimento foram desenvolvidos para o isolamento

de Campylobacter spp. a partir de amostras de alimento, como os caldos Preston,
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Exeter, Bolton, e Park e Sanders (CORRY et al., 1995). Os meios seletivos mais
comumente empregados para o0 cultivo do microrganismo sao Skirrow, Campy-
Cefex, Butzler, Preston e Exeter. Estes contém sangue desfibrinado de cavalo ou
carneiro na proporcéo de 5% a 15%, porém o sangue é um suplemento considerado
como nao seletivo. Ja os meios modified Charcoal Cefoperazone Deoxycholate Agar
(mCCDA) e Karmali ndo contém sangue, mas sim carvao ativado (BOLTON et al.,
1984; KARMALI et al., 1986).

Mesmo havendo uma diversidade de meios para o isolamento de
Campylobcater spp., ainda ha uma grande dificuldade na execugdo dessas técnicas
em alimentos (SANTOS, 2016). Segundo Borck et al. (2002) o emprego das
metodologias convencionais geralmente apresenta uma reducdo no isolamento
devido a presenca de baixa quantidade de bactérias do género, a alta carga de
competidores e o0 estresse elevado ao qual esses microrganismos sdo submetidos.

Em 2006, a “International Organization for Standardization” (ISO) divulgou as
especificacdes técnicas 10272-1/2006 para deteccdo e 10272-2/2006 para
enumeracdo de colonias de Campylobacter spp. a fim de estabelecer um padréo
técnico. Estas especificacbes preconizam o enriquecimento seletivo da amostra
diluida em caldo Bolton suplementado com sangue equino. Essa etapa ocorre a
37°C por 4h a 6h, para que haja a recuperacdo das ceélulas injuriadas, e
posteriormente a 41,5°C durante 40h a 48h (ISO, 2006).

2.4.2 Biologia Molecular

Desde a década de 1970, a biologia molecular vem sendo utilizada
sobremaneira no estudo da diversidade microbiana, sendo possivel a identificacao
de microrganismos responsaveis pelas doencas transmitidas por alimentos (JUSTE
et al., 2008). Cada vez mais as ferramentas moleculares estdo sendo
implementadas dentro da industria de alimentos para controle e manutencdo da
seguranca dos alimentos, sendo que, aplicacdo dessas ferramentas € capaz de
identificar microrganismos em alimentos em curto espaco de tempo, gerando
resultados rapidos (CEUPPENS et al., 2014).

A Reacédo da Cadeia da Polimerase (PCR) tem sido uma técnica amplamente
utilizada para o diagnostico laboratorial de Campylobacter em diversos substratos,

visto que, é capaz de associar as variaveis sensibilidade e especificidade no padréo
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requerido, além de ser de facil execucdo (BUTZLER, 2004; GOERING, 2010). Esse
método é baseado no principio da replicacdo enzimatica de acidos nucléicos e
amplificagdo de sequéncias predeterminadas do DNA alvo, pelo uso de dois
fragmentos especificos, e complementares do mesmo, denominados iniciadores ou
primers, e posterior analise do produto amplificado (KONEMAN et al.,, 2001;
STANEK, 2013).

Os iniciadores sao sequéncias do processo de sintese e correspondem a
curtas cadeias de nucleotideos complementares a regido inicial (primer forward) e
regido final (primer reverse) da sequéncia que se deseja amplificar, chamada
sequéncia alvo (KUBISTA et al., 2006).

A reacdo ocorre em trés etapas: desnaturacdo (melting), anelamento
(annealing) e extensao (extesion). Na primeira etapa, ocorre a separacao da dupla
fita do DNA a ser amplificado, na segunda, ocorre a ligacdo do iniciador ao DNA a
ser amplificado, e na terceira, ocorre a sintese da nova fita de DNA. Ao final dos
ciclos, sdo obtidas milhdes de cépias de DNA alvo, que poderdo ser detectadas
posteriormente por meio de eletroforese em gel de agarose (KUBISTA et al., 2006;
SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

Segundo He et al. (2010), as abordagens moleculares tém contribuindo com
pesquisas para determinacdo a presenca de C. jejuni e C. coli na producao
comercial de frangos de corte em todo mundo. Um dos fatores que exacerba o uso
da técnica da PCR para deteccdo de Campylobacter spp. esta no fato da PCR ser
aplicada nas diferentes matrizes alimentares, além da sensibilidade da técnica em
detectar o DNA de células mortas do patégeno (POSTOLLEC, et al., 2011).

Diferentes autores desenvolveram técnicas de PCR e suas variantes para
deteccdo de Campylobacter. Estas técnicas incluem PCR convencional (MORENO
et al., 2001), PCR nested ou seminested (WAGGE et al.,, 1999) PCR nested ou
seminested (WAGGE et al., 1999), PCR multiplex (CASARIL et al., 2010), RT-PCR
(SAILS et al., 1998) e PCR em Tempo Real (POSTOLLEC et al., 2011).

Em estudo, Gonzalez et al. (1997) propuseram uma PCR multiplex utilizando
iniciadores baseados no gene ceuE para detectar e diferenciar C. jejuni e C. coli e
obtiveram fragmentos de DNA de 793-pb e 894-pb, respectivamente.

Stucki et al. (1995) e Gonzalez et al. (1997) utilizaram o gene mapA

codificador de uma proteina de membrana espécie-especifica de C. jejuni chamada
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mapA e o0 gene ceuE que codifica um polipeptideo envolvido no transporte de
sideréforos usando-os como alvos na PCR para identificacdo especifica de C. jejuni
e C. coli, respectivamente. Casaril (2010) propds um ensaio multiplex fazendo uso
dos primers mapA e ceuE para diferenciar C. jejuni e C. coli, obtendo os produtos de
PCR de 202pb e 889pb, respectivamente, e a especificidade foi de 100% para as

amostras positivas.
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral
Pesquisar espécies de Campylobacter e presenca dos genes de viruléncia

em carcacas de frangos in natura, resfriadas, congeladas, figado e moela.

3.2 Especificos

- Isolar Campylobacter spp de carcacas de frangos in natura, resfriadas,

congeladas, figado e moela.

- Utilizar a PCR para deteccdo de C. jejuni e C. coli em carcacas de frangos,

figado e moela.

- Utilizar a PCR para deteccéo dos genes de viruléncia Pebl, JIpA, CadF e CiaB,
CapA;

- Associar a deteccao as espécies de Campylobacter e genes de viruléncia com

a forma de comercializacao das carcacas, figado e moela.

- Determinar a ocorréncia das espécies de Campylobacter nos diferentes

produtos avicolas
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Deteccao de Campylobacter jejuni, Campylobacter coli e genes de viruléncia em produtos
avicolas comercializados na regiao nordeste do Brasil.

Felipe Pereira de Melo?, Mércia Rodrigues Barrosa.

a Departamento de Medicina Veterinaria, Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Rua Dom
Manoel de Medeiros, s/n, Dois Irmaos, Recife, PE 52171-900, Brasil.

ABSTRACT

This study evaluated the prevalence of Campylobacter jejuni and Campylobacter coli and
virulence genes in fresh, frozen, frozen chicken, liver and gizzard carcasses sold in public
markets and supermarkets. Of the 90 samples analyzed, C. jejuni was the most prevalent species
with 28.8% of positive samples, whereas C.coli was positive in 15.6% of samples. In public
market samples, C. coli was more prevalent than C. jejuni, with 16.7% of positive samples. In
supermarket samples, C. jejuni was more prevalent, with 36.7% positivity. Regarding the form of
commercialization of the carcasses, C. jejuni was detected in all forms of commercialization,
however, with a higher prevalence (43.3%) in chilled samples, differently from C. coli that was
not detected in frozen samples, and showed a higher prevalence (16.7%) in fresh samples.
Among the different poultry products, both species were detected. C. jejuni was more prevalent
(53.3%) in liver samples. C. coli showed a higher prevalence in the samples of pieces (10.0%).
Five virulence genes related to adherence (Pebl, JIpA, CadF, CapA) and invasion (CiaB) were
investigated. The presence of genes occurred in both species of Campylobacter.

Keywords: Campylobacter, carcass, broiler chickens, microbiological, PCR.

1. Introduciao

Dentre os patogenos envolvidos em surtos de origem alimentar e relacionados a carne de
frango, podem ser citadas espécies do género Campylobacter spp. (Camino et al., 2017; Gourley
et al, 2017). A infeccdo por Campylobacter spp é conhecida como campilobacteriose, uma
zoonose de distribuicdo mundial, que causa gastroenterite em humanos, caracterizando um
grave problema de sadde publica, sendo o consumo de carne de aves mal cozida um dos
principais fatores de risco associado a infec¢do (Freitas e Noronha, 2007; Sharma et al,, 2016).

Em todo o mundo, bactérias do género Campylobacter estio entre os principais
patégenos que causam gastroenterite bacteriana (Li et al., 2018). Sdo bactérias Gram negativas,
microaerofilicas com metabolismo respiratério (Gorman e Adley, 2004; Wainwright et al., 2005).
As espécies Campylobacter jejuni e Campylobacter coli sdo, ha muito tempo, as espécies mais
comuns associadas aos casos de campilobacteriose e outras infecgdes bacterémicas (Iraola et al.,
2014; Maziero e Oliveira 2010). A dose infecciosa de Campylobacter é de cerca de 500 unidades
formadoras de col6nias/g, dependendo das condig¢des fisicas do individuo ou da idade (Grani¢ et
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al, 2009) e a infecgdo é causada pelos mecanismos de viruléncia envolvidos na producio de
toxinas, motilidade flagelar, adesdo e invasao epitelial (Modi et al., 2015).

Mundialmente, diferentes drgdos de saide e seguranca alimentar, como a Organizagio
Mundial da Sadade (OMS) e a Organizacdo das Nagdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura
(FAO), tém relatado a campilobacteriose como a doenga transmitida por alimentos mais
reportada, expressando indices superiores aos casos de salmonelose e shigelose (Platts-Mills et
al,, 2014; WHO, 2013). Sendo gerado um 6nus tanto para o setor alimenticio, pela necessidade
de monitoramento e realizagdo de andlises dos produtos carneos para manter o padrdo de
seguranca alimentar, quanto para saude publica, com os gastos com diagndstico e tratamento
(Naravaneni e Jamil, 2005).

No Brasil, as pesquisas de Campylobacter sao menos frequentes, quando comparadas a
paises desenvolvidos e em desenvolvimento, contudo, ao longo dos anos, estudos vém sendo
desenvolvidos em diferentes regides apresentando taxas de variacdo entre 11% e 98% de
positividade (Carvalho et al,, 2013, Franchin et al. 2007, Kuana et al. 2008, Azeredo et al., 2010,
Feistel et al. 2012, Silva et al. 2016). Mesmo a campilobacteriose sendo enquadrada como
doenca de origem alimentar e existindo um sistema de informacao especifico para a investigacao
e notificacdo de surtos e doencas, ndo existe legislacdo brasileira especifica para o controle da
Campylobacter (Brasil, 2010). Devido a falta de controle quanto a contaminacdo da carne de
frango pela Campylobacter pode comprometer a seguranca alimentar desse tipo de alimento,
haja vista, a carne de frango ser uma das carnes mais consumidas no Brasil e no mundo.
Objetivou-se pesquisar espécies de Campylobacter e genes de viruléncia em carcacas de frango
comercializadas em diferentes estabelecimentos comerciais em um municipio de Pernambuco,
no Nordeste do Brasil.

2. Material e Métodos
2.1 Local e Colheita de Amostras.

As amostras de carcacas de frangos de corte foram adquiridas em dois tipos de
estabelecimentos comerciais: sendo trés mercados publicos e trés supermercados do Distrito
Sanitario Il em Recife-PE.

As carcacas adquiridas nos mercados publicos ndo possuiam nenhum Selo de Inspegio
(Municipal, Estadual ou Federal), ja as carcagas adquiridas em supermercados possuiam Selo de
Inspecdo Federal (SIF). Foram obtidas 10 amostras de carcacas com figado e moela,
comercializadas nas formas in natura, resfriadas e congeladas, totalizando 90 amostras.

As amostras foram transportadas em caixas isotérmicas com gelo reciclavel e mantidas
em 2-8°C até o Laboratoério de inspecdo de carne e leite (LICAL) do Departamento de Medicina
Veterinaria (DMV) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

As amostras in natura e resfriadas de carcagas com figado e moela eram processadas no
momento de chegada ao laboratério, enquanto as amostras congeladas, previamente ao inicio
das andlises eram mantidas sob temperatura de refrigeracdo por 24 horas com o objetivo de
promover o seu descongelamento.

2.2 Analise microbiolégica das amostras

As amostras de carcagas de frango com figado e moela foram analisadas seguindo as
diretrizes da International Organization for Standardization - 1SO 10272-1 para isolamento e
identificacdo de espécies de Campylobacter (1SO, 2006), com modifica¢des.
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A metodologia recomenda o enriquecimento de 25 gramas da amostra em caldo Bolton e
submetidas as condi¢des de microaerofilia e incubagdo em estufa de 37°C a 42°C durante 24h a
48h. No presente estudo, foi adotado a dilui¢cdo de 1:10, sendo que 25g foram coletadas de carne
e pele do pescoco, asa, peito e regido cloacal; enquanto figado e moela foram pesados 10g de
cada amostra e posteriormente transferidos para saco plastico estéril de stomacher, e em
seguida, foram adicionados 90ml de caldo Bolton meio de enriquecimento seletivo, contendo 5%
(v/v) de sangue de sangue lisado e desfibrinado de equino e suplemento seletivo composto por
vancomicina, cefoperazona, trimetropim.

Os sacos utilizados no stomacher, contendo as amostras preparadas e o meio de
enriquecimento seletivo, passaram por uma etapa de pré-enriquecimento em condi¢des de
microaerofilia a 37°C por 4h + 1h e por uma etapa de enriquecimento sob as mesmas condi¢des
de microaerofilia a 42°C por 48h. Apds o periodo de enriquecimento, cada amostra foi
homogeneizada, retirada uma alcada e repicada para isolamento em placas de Agar Charcoal
Cefoperazona Desoxicolato Modificado (mCCDA) e Campy Cefex ambas suplementadas por
composto de cefoperazona e anfotericina B, posteriormente foram incubadas sob as mesmas
condigdes citadas acima.

Posteriormente, colonias suspeitas de serem Campylobacter spp. baseadas na morfologia
das coldnias para cada meio utilizado foram selecionadas e repicadas para o agar Columbia
Sangue (CBA) suplementada com sangue de ovino desfibrinado, seguindo o mesmo padrdo de
incubacio.

As colbnias obtidas a partir dos meios de cultura foram estocadas, uma parte foi
congelada a -20°C em microtubos eppendorf contendo dgua ultrapura para posterior extracao
de DNA e confirmagio das espécies de Campylobacter por meio de PCR e outra parte congelada
sob as mesmas condi¢cdes de temperatura em microtubos eppendorf contendo 1ml de caldo
Brain-Heart Infusion Broth (BHI) com 20% de glicerol (v/v) e estocados em freezer.

Todas as analises foram conduzidas em paralelo com cepas controle de Campylobacter
jejuni (ATCC 29428) e Campylobacter coli (CCAMP 1068).

2.3 Extrac¢do de DNA

O DNA extraido a partir das colonias, provenientes dos isolados foi feita por extragao
térmica. Os tubos foram colocados em banho seco a 90°C por 15 min, depois levados ao freezer
durante 15 min e centrifugados por 5 min 14 000 x g. Os sobrenadantes foram armazenados em
freezer a -20°C e usados posteriormente na PCR.

O processo de extracdo a partir de aliquotas de 15 ml do caldo de enriquecimento foi
feito pelo uso do “kit” comercial Wizzard® Genomic DNA Purification (Promega®) utilizando
protocolo do fabricante. E armazenado em freezer a -20°C até o momento de realizacdo da PCR.

2.4 Identificagdo molecular das espécies de Campylobacter

Para confirmacdo da espécie a partir dos isolados e do caldo de enriquecimento foram
utilizados os primers especificos para C. jejuni e C. coli (Tabela 1). E as reacoes de PCR seguiu a
metodologia preconizada por Casaril (2010), com modifica¢des. Posteriormente, foi realizada a
transferéncia de 6ul do produto de DNA amplificado, adicionado de 0,5ul de Bluegreen® e 1pl de
Tampdo em gel de agarose a 1,5% ou 2%, junto com marcador de peso molecular 100pb
Ladder® e submetidas as condi¢des de eletroforese sob luz ultravioleta e fotodocumentado pelo
sistema de documentacdo de gel.
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Tabela 1. Primers utilizados nas rea¢des de PCR para detecgdo de C. jejuni e C. coli.

Primers? Sequéncia (5- 3") Produto Referéncia
mapA-F AGTCCTGGTGGTTTGAAGC 202 pb Casaril, 2010
mapA-R CCGCATTAAAATTCACATCG

CeuE-F ATGAAAAAATCTTTAGTTTTTGCA 889pb Casaril, 2010
CeuE-R ATTTTATTATTTGTAGCAGCG

2F= Forward, R= Reverse.

2.5 Deteccdo Molecular de Genes de Viruléncia

A detecgdo dos genes de viruléncia foi realizada de acordo as metodologias preconizadas
pelos autores, utilizando as seguintes sequéncias de primers: Pebl (5'-
GCAGAAGGTAAACTTGAGTCTATT-3’) e (5'-TTATAAACCCCATTTTTTCGCTA A-3") (PEI et al,
1993); JipA (5’-CACAGGGAATCGACAGCATAGA-3") e (5'- ACGCTCCGCCCATTAACATA-3’) (VERAS
et al. 2016); CadF (5’-TTGAAGGTAATTTAGATATG-3") e (5-CTAATACCTAAAGTTGAAAC-3’); CiaB
(5’-TCATGCGGTGGCATTAGAATGGG-3’) e (5’-AGGTCTAACTTCATCAACCCTTTGCCA-3") (KONKEL
et al,, 1999); CapA (5’-GGATCCATGGGTGTAAATGTTCGTTC-3") e (5-
GTCGACTTACCAAAGATAATTAAAC TGAGC-3") (ASHGAR et al. 2007), com modificacoes.

As reagdes de PCR constaram de um volume final de 12,5pL e todos os perfis térmicos de
cada reagido tiveram uma etapa inicial de 15’ a 95°C, e uma etapa final de extensio de 10’ a 72°C.
Como controle positivo utilizou-se as cepas de C. jejuni (ATCC 29428) e C. coli (CCAMP 1068), e
para controle negativo foi utilizado um composto de todos os constituintes do mix da reacdo sem
a adicdo de DNA e submetidas as condicdes de eletroforese anteriormente citada.

3. Resultados e Discussio

3.1 Deteccao de C. jejuni e C. Coli em carcacas de frangos comercializadas de acordo com o
tipo de estabelecimento

Os resultados das andlises utilizando a técnica de PCR para detecgao de C. jejuni e C. coli
em carcacas de frango comercializadas nos diferentes tipos de estabelecimentos comerciais
estdo apresentados nas Tabelas 2 e 3, respectivamente.

Tabela 2. Deteccdo de C. jejuni e C. coli em carcacas de frango de acordo com o tipo de

estabelecimento.
Tipo de Estabelecimento  Quantidade de amostra C. jejuni C. coli
Mercado publico 30 4 (13,3%) 5(16,7%)
Supermercado 60 22(36,7%) 9 (15,0%)
Total 90 26 (28,8%) 14 (15,6%)

Observamos maior prevaléncia de C. jejuni em carcagas de frango comercializadas em
estabelecimentos comerciais quando comparado a C. coli. Diferentes relatérios mundiais sobre a
prevaléncia de Campylobacter em produtos avicolas, apontam C. jejuni como a principal espécie
envolvida nos casos de campilobacteriose em seres humanos, tendo taxas de deteccdao de até
90% (EFSA, 2019). Por sua vez C. coli é relatada como segunda espécie mais prevalente,
apresentando percentuais de deteccdo entre 5-10% (CDC, 2018).
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Tabela 3. Utilizacdo da PCR para deteccdo de C. jejuni e C. coli em carcagas de frango
provenientes de mercados publicos e supermercados

Estabelecimentos Quantidade de amostras C. jejuni C.coli
Mercado 1 10 0 1 (10,0%)
Mercado 2 10 4 (40,0%) 3 (30,0%)
Mercado 3 10 0 1(10,0%)

Total 30

Supermercado 1 24 8 (33,3%) 5 (20,8%)

Supermercado 2 24 8(33,3%) 1 (4,2%)

Supermercado 3 12 5 (41,7%) 3 (25,0%)

Total 60

Com relagdo a presenca das duas espécies de acordo com o tipo de estabelecimento, C.
coli esteve mais prevalente nas amostras in natura de mercados publicos comparado a C. jejuni.
Uma grande parte dos estudos associa a maior prevaléncia de C. jejuni quando comparado a C.
coli, nas carcacas de frango, contudo, é importante mencionar que a depender do tipo de
material amostrado, origem das amostras e condicdes de armazenamento, as taxas de detecgao
podem variar de forma consideravel (Melo et al.,, 2013).

Estudos demostram que C. coli é menos resistente as condigdes de armazenamento
como refrigeracdo ou congelamento, quando comparada a C. jejuni (Suzuky e Yamamoto, 2009;
Wei et al.,, 2016), sendo assim, sugere-se que a maior positividade de C. coli, neste estudo, esteja
associada a comercializacdo das carcacas em temperatura ambiente.

A maior ocorréncia de C. coli em relacdo a C. jejuni nos mercados publicos, podem estar
associados a dois fatores: origem e status sanitario dos lotes e temperatura de comercializacao
das amostras. De acordo com Wegener (2010) em regides das cidades é comum a chegada de
produtos oriundos de lotes de aves com status sanitario inferior ao de lotes que sédo
comercializados em supermercados. Verificamos que os estabelecimentos publicos eram
localizados em regides periféricas. Em relacdo ao fator temperatura, nos locais de colheita, a
comercializacdo de carcagas em temperatura ambiente era predominante, fator que favorece o
crescimento de C. coli, C. jejuni por sua vez, mesmo crescendo em temperatura ambiente, resiste
melhor as condi¢des de armazenamento empregadas (CDC, 2014).

Nas amostras de supermercados, verificamos que C. jejuni teve taxas de detecgdo
superiores as de C. coli. Diferentes relatérios apontam C. jejuni como espécie mais prevalente
(EFSA, 2019; Kudirkiene et al.,, 2013; Praakle-Amin et al., 2007). Vale ressaltar que mesmo
existindo diferenca entre os percentuais de positividade entre as espécies, um dos fatores mais
importantes que implica em maiores taxas de prevaléncia é a contaminac¢do das carcagas de
frango por Campylobacter spp.

3.2 Deteccao de C. jejuni e C. Coli em carcagas de frangos comercializadas nas formas in
natura, resfriadas, congeladas

Os resultados das andlises utilizando a técnica de PCR para detecgao de C. jejuni e C. coli
em amostras de carcacas de frango in natura, resfriadas e congeladas e o tipo de amostra de
carcacas de frango (pedacos), figado e moela estio apresentados nas Tabelas 4 e 5,
respectivamente.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0032579119315470#bib26
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Tabela 4. Resultados da detecgdo de C. jejuni e C. coli em carcacgas de frango in natura, resfriadas
e congeladas com figado e moela, respectivamente.

Amostras Quantidade C. jejuni C. coli

In natura 30 4 (13,3%) 5(16,7%)

Resfriada 30 13 (43,3%) 4 (13,3%)

Congelada 30 9 (30,0%) 0
Total 90

O perfil de ocorréncia de C. jejuni nas diferentes formas de comercializagdo das amostras,
demonstrou a maior taxa de deteccao em carcacas resfriadas, seguida das carcacas congeladas e
menor taxa em carcagas in natura (frescas), demostrando assim a viabilidade de C. jejuni nas trés
diferentes formas de comercializacao. Segundo Sampers et al. 2010 e CDC (2014) a temperatura
de armazenamento das carcacas pode reduzir as contagens finais de Campylobacter spp. neste
tipo de alimento, fato esse que pode explicar o decréscimo das taxas de deteccdo entre as
carcacgas resfriadas e congeladas, uma vez que nas carcacas congeladas o tratamento térmico
aplicado é mais intenso.

Analisando de modo comparativo as taxas de deteccido de C. jejuni entre amostras
submetidas a tratamento térmico (resfriamento e congelamento) e as carcagas mantidas em
temperatura ambiente, foi verificado menor taxa de deteccdo em amostras in natura, mesmo
essas ultimas estando em condig¢des favoraveis para multiplicacdo da bactéria. Lee et al. (1998)
apontam para a capacidade que Campylobacter spp. tem de replicar-se a 4°C e a temperatura
ambiente, o que justifica a taxa de detec¢do superior de C. jejuni em amostras resfriadas.

Segundo Birk et al. (2004) a carne de frango apresenta compostos protetores, como
peptideos e lipideos, que prolongam a viabilidade de C. jejuni durante armazenagem, além disso
o emprego de resfriamento potencializa ainda mais essa caracteristica, o que pode explicar o
maior percentual de detecgdo obtido para as carcagas resfriadas neste estudo.

Verificou-se redu¢do na taxa de deteccdo de C. jejuni em carcagas congeladas quando
comparadas as carcagas resfriadas. Segundo ISO (2006), bactérias do género Campylobacter spp.
sdo altamente sensiveis ao congelamento, contudo, devido a sua capacidade de assumir a forma
vidvel mas ndo cultivavel (VNC) podem permanecer nos alimentos e ao sinal de condi¢des
favoraveis podem sair desse estado. Como no processamento das amostras foi utilizado o caldo
de enriquecimento para recuperacdo células, acredita-se que as células do microrganismo
presentes nas carcacas congeladas foram sobremaneira estimuladas pelas condig¢des fornecidas,
favorecendo sua deteccio.

E importante ressaltar que a maior ou menor taxa de detec¢ido em carcacas congeladas
pode estar associado a origem e estado sanitario dos lotes de frango. Na Dinamarca, Wegener
(2010) em estudo constatou que, os lotes de frango positivos para Campylobacter eram
geralmente usados na producdo de aves congeladas, sendo uma das formas de controle de
Campylobacter spp. utilizadas no pais. No Brasil, diferentemente do que ocorre em outros paises,
o controle de Campylobacter spp nao é realizado, evidenciando que aves de lotes positivos
podem chegar ao mercado consumidor nas trés diferentes formas de comercializagao.

O tipo de abate empregado pode ser um fator comprometedor com relacdo a maior ou
menor contaminacdo das carcagas. Verificamos menor contaminacdo com C. jejuni das carcagas
in natura comparadas as amostras resfriadas e congeladas, que pode ser explicado pelo abate
empregado nos mercados publicos para obtencdo desse tipo de amostra ser manual, além do
quantitativo de aves abatidas ser menor, enquanto as carcagas resfriadas e congeladas passam
por plataforma de abate e a escala de abate é sobremaneira maior, o que pode favorecer a
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contaminacdo por Campylobacter spp. pelo tempo que as carcagas passam na linha de abate
(Weietal, 2016).

O perfil de ocorréncia de C. coli nas trés diferentes formas de comercializacio se deu de
forma descendente, apresentando taxa de detec¢do de 16,7% em amostras in natura, com
reducdo do percentual para 13,3% de amostras positivas em carcagas submetidas ao
resfriamento e nenhuma detec¢do em carcacas onde o congelamento foi empregado, mostrando
assim a eminente sensibilidade de C. coli ao estresse térmico gerado pelo emprego dos métodos
de conservagdo. Corroborando com estudo semelhante a este Maziero e Oliveira (2010) avaliou
0 mesmo quantitativo de amostras congeladas e nao obteve positividade para C. coli.

Abd El-Aziz e Abd-Allah (2017) obtiveram resultados superiores ao avaliarem a presenca
de C. coli em carcagas in natura com 87,5% das amostras positivas. Os autores Igwaran e Okoh
(2020) em um de seus estudos, avaliando a presenca de diferentes espécies de Campylobacter
em diferentes tipos de carnes resfriadas no varejo e de abatedouros incluindo carne de frango,
obtiveram taxa de prevaléncia de 22,08% para espécie C. coli.

Tabela 5. Resultados da detecgao de C. jejuni e C. coli em amostras de pedacos de carcagas de
frango, figado e moela.

Amostras Quantidade C. jejuni C. coli

Pedagos* 30 11 (36,7%) 3 (10%)
Figado 30 16 (53,3%) 1(3,3%)
Moela 30 10 (33,3%) 1(3,3%)
Total 90

* Os pedagos foram extraidos com pele, das areas do pescogo, asa, peito e regido cloacal de cada carcaca.

As taxas de deteccdo de C. jejuni foram superiores as de C. coli entre os diferentes
produtos avicolas. Analisando gradativamente, as amostras de figado apresentaram maior
percentual para C. jejuni, com 53,3% de amostras positivas. Whyte et al. (2006) analisando o
mesmo quantitativo de amostras de figados do presente estudo, obtiveram 100% das amostras
para Campylobacter, e ao identificarem as espécies, relataram percentual superior para C. jejuni,
com 98% de positividade, e apenas 1,75% de amostras positivas para C. coli, percentual menor
do verificado no nosso estudo. Firlieyanti et al. (2016), ao avaliarem 109 amostras de figado
refrigeradas do varejo, detectaram 42,5% de amostras positivas para C. jejuni e 57,5% para C.
coli. As taxas de deteccdo das espécies C. jejuni e C. coli em figado de galinha variam de 10 a
100% (Chaloneret al., 2014, Whyte et al,, 2006), sendo que a infec¢do esta associada com a
quantidade de células do microrganismo presente no tipo de alimento.

Os pedacos de carcagas foi o segundo produto avicola com maior prevaléncia para as
espécies, com 36,7% de positividade para C. jejuni e 10% para C. coli. A maioria dos estudos que
pesquisam espécies de Campylobacter em carcacas de frango sejam inteiras ou pedacos de
carcacas fazem uso da metodologia de enxaguadura ou cortes de pedacos. Segundo Hansson et
al. (2014) a presenga de pele nas amostras influencia sobremaneira a obtenc¢do de resultados
positivos. Semelhantemente Sampers et al. (2010) ao analisar preparados carneos de aves com
pele perceberam alta incidéncia para a bactéria. Os dados expostos corroboram com a
prevaléncia encontrada neste estudo, visto que, os fragmentos de carcacas coletados para
compor as amostras de pedacos eram coletados com pele.

Amostras de moela foi o terceiro produto avicola detectado, com taxas de deteccdo de
33,3% para C. jejuni, enquanto Boufleur (2009) obteve taxa de detec¢do superior ao do presente
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estudo, com 44,4% das amostras positivas, e Trassi (2012) também obteve percentual superior
ao analisar amostras de moela provenientes de abatedouro, obtendo 50,0% de positividade. Mas
percentual menor ao do nosso estudo foi verificado por Chaves et al. (2010), que analisando o
mesmo quantitativo de moelas, obteve apenas 3,3% de amostras positivas para C. jejuni.

A taxa de deteccdo do estudo para C. coli em amostras de moela foi 3,3%, percentual
consideravelmente menor do verificado para C. jejuni, percentual semelhante (3,3%) foi relatado
por Chaves et al. (2010) ao analisarem o mesmo quantitativo de amostras. Marasini e Fakhr
(2012) avaliando a prevaléncia de Campylobacter em amostras de moela obtiveram 33% de
amostras positivas, desse percentual C. coli esteve presente em 7% das amostras positivas,
percentual este maior do que o presente estudo.

A taxas de deteccdo de C. coli nos trés diferentes produtos foram de 10,0% para amostras
de pedacos e 3,3% para figado e moela, respectivamente. De modo geral, os estudos relatam
taxas de deteccdo de C. coli inferiores comparadas a C. jejuni nos diferentes produtos avicolas. O
fato de a maior prevaléncia para a espécie ter sido em amostras de pedacos sé ratifica ainda
mais que a presenca de pele nas amostras favorece a deteccdo da bactéria.

O menor percentual de positividade tanto para C. coli quanto para C. jejuni pode ser
associado a baixa populacido do microrganismo nas diferentes amostras e sua natureza fastidiosa
(Vandamme 2000), retardando o crescimento de Campylobacter que passa a sofrer acdo da
microbiota competidora. Sendo assim, sugere-se que o crescimento dessa microbiota
competidora sobressaia a de Campylobacter e que ao fazer uso das técnicas para deteccio, neste
caso a PCR, a quantidade de DNA alvo das espécies em questdo ndo apresente niveis detectaveis
na reacao.

A evisceracdo tem sido apontada como ponto critico para contamina¢ido no abate das
carcacas e produtos de frango (figado e moela) (Rosenquist, 2006). Uma vez contaminados os
produtos percorrem todo fluxo de abate sendo expedido para o mercado. Pesquisas também
apontam a sobrevivéncia de Campylobacter spp. por longos periodos em produtos de frango
comercializados no varejo (Birk et al., 2006, El-Shibiny et al., 2009, Solow et al., 2003). O que
explica os surtos relatados associados ao consumo desse tipo de alimento (Tompkins et
al, 2013, Hanson et al., 2014, Scott et al,, 2015, Glashower et al.,, 2017).

3.3 Deteccao de genes de viruléncia em amostras positivas para C. jejuni e C.coli

Na Tabela 6 estdo descritos os resultados obtidos das analises utilizando a técnica de
PCR para detec¢do dos genes de viruléncia Pebl, JIpA, CadF, CiaB e CapA das 26 amostras
positivas para C. jejuni e 14 para C. coli.

Tabela 6. Detecgdo de genes de viruléncia em amostras positivas para C. jejuni e C. coli

Gene de Viruléncia C. jejuni C. coli
Peb1 13 (43,2%) 7 (50%)
JIpA 18 (48,6%) 6 (42,8%)
CadF 27 (72,9%) 7 (50,0%)
CiaB 26 (70,2%) 10 (71,4%)

CapA 8 (21,6%) 4 (28,5%)
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Os genes de viruléncia estudados estdo associados a viruléncia das espécies de
Campylobacter, tais genes codificam proteinas envolvidas na adesdo, invasdo e colonizagdo. A
presenca de cada um dos genes sugere uma atuacdo bioldgica e potencialmente patogénica
envolvida na infeccdo por espécies de Campylobacter, e o mecanismo pelo qual causam doengas
em humanos é multifatorial (Chukwu et al,, 2019, Silva et al. 2011).

Analisando molecularmente a presenca de cinco genes de viruléncia para a espécie C.
jejuni, o gene CadF e CiaB apresentaram taxas de deteccdo mais altas e semelhantes, 72,9% e
70,2% de positividade, respectivamente. Na espécie C. coli, a expressao do gene CadF foi
verificada em 50% das amostras, e maior percentual para o gene CiaB, com 71,4% de amostras
positivas. Ambos os genes estdo associados a invasdo e colonizagdo de células do intestino de
hospedeiros (Créinin et al. 2012, Wieczorek et al. 2012). Diferentes estudos relataram desde a
auséncia do gene CiaB, ao analisarem amostras de carne de frango no varejo positivas para C.
jejuni e C. coli (Igwaran e Okoh, 2020) até 100% de prevaléncia em amostras de fezes de criancas
com diarreia positivas para C. jejuni (Ghorbanalizadgan et al. 2014). Enquanto, para o gene CadF
ha relatos de 100,0% de prevaléncia para ambas as espécies (Biswas et al. 2011, Ghunaim et al.
2015, Koolman et al. 2015).

Outro gene detectado foi o gene Pebl, este codifica a proteina Peb1l, uma adesina
localizada no periplasma, cuja fun¢do esta relacionada com a adesdo as células do hospedeiro
(Pei et al. 1998). A prevaléncia deste, nas amostras de C. jejuni e C. coli foi de 43,2% e 50,0%,
respectivamente. Kim et al. (2019) relatam taxas de deteccdo do gene em amostras de carne de
frango no varejo positivas para C. jejuni de 93,3%, ndo sendo incluso no estudo a espécie C. coli.

A prevaléncia do gene JIpA em amostras de C. jejuni e C. coli foram semelhantes, com
percentuais de 48,6% e 42,8% de positividade, respectivamente. Ha relatos de detec¢io para o
gene com detecgdo entre 43,1% até 96,1% (Biswas et al. 2011; Koolman et al. 2015; Veras et al.
2016), contudo, os estudos foram feitos apenas com amostras positivas para C. jejuni. Ja no
presente estudo, o gene JIpA foi detectado tanto em C. jejuni quanto em C. coli e com percentuais
similares, 48,6% e 42,8%, respectivamente, ressaltando que a maioria dos estudos pesquisam a
expressdo desse e de outros genes apenas na espécie C. jejuni. O gene JIpA é responsavel pela
secrecdo de lipoproteinas que atuam como adesinas, ligando o microrganismo as células
epiteliais (Jin et al. 2001).

A menor taxa de detecg¢do foi para o gene CapA, com percentual de 21,6% para C. jejuni e
28,5% para C. coli. Os relatos da expressdo do gene CapA em espécies de Campylobacter ainda
sdo escassos. Ashgar et al. (2007) foi o primeiro grupo a identificar e caracterizar CapA como
gene codificante de proteinas relacionadas a adesao as células epiteliais, e atua como fator de
colonizagdo de células. Os autores colonizaram células intestinais de frango a partir da
identificacdo da adesina produzida pelo gene. No presente estudo, foi verificado a expressao do
gene para ambas as espécies, sugerindo que mesmo com menores taxas de detec¢do em relagdo
aos outros genes avaliados e o que é relatado nas pesquisas de genes viruléncia para
Campylobacter, sua expressao junto com outros genes pode contribuir para a colonizacdo de
células do hospedeiro.

3.5 Descrigdo dos perfis de viruléncia para as espécies de C. jejuni e C. coli

A descricdo dos perfis de viruléncia para as 26 amostras de C. jejuni e 14 de C. coli estao
apresentadas na Tabela 7.
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Tabela 7. Associacdo dos perfis de viruléncia em relacdo aos genes detectados nas espécies C.
jejuni e C. coli.

Perfil de viruléncia C. jejuni C. coli
P-1: Peb1, JIpA, CadF, CiaB, CapA 0 (0,0 %) 1(7,1%)
P-2: Peb1, JIpA, CadF, CiaB 4 (15,3%) 2 (14,2%)
P-3: Peb1, JIpA, CadF 0 (0,0%) 1(7,1%)
P-4: Peb1, JipA, CiaB 3 (11,55%) 0 (0,0%)
P-5: Peb1, CadF, CiaB 1(3,8%) 1(7,1%)
P-6: Peb1, CadF 2 (7,6%) 1(7,1%)
P-7: Peb1, CiaB 1(3,8%) 1(7,1%)
P-8: Peb1, CapA 0 (0,0%) 0 (0,0%)
P-9: Peb1 0 (0,0%) 1(7,1%)
P-10: JIpA, CadF, CiaB, CapA 1(3,8%) 1(7,1%)
P-11: JIpA, CadF 1(3,8%) 0 (0,0%)
P-12: JIpA, CadF, CiaB 0 (0,0%) 0 (0,0%)
P-13: JIpA, CiaB, CapA 0 (0,0%) 2 (14,2%)
P-14: JIpA, CapA 0 (0,0%) 1 (7,1%)
P-15: CadF, CiaB 1(3,8%) 2 (14,2%)
P-16: CadF, CiaB, CapA 0 (0,0%) 0 (0,0%)
P-17: CadF 2(7,6%) 0 (0,0%)
P-18: CiaB, CapA 1(3,8%) 1(7,1%)
P-19: CiaB 2 (7,6%) 0 (0,0%)
P-20: Auséncia de todos os genes 2 (7,6%) 2 (14,2%)

A partir da deteccdo dos genes foram construidas 20 associa¢des de perfis de viruléncia
para as espécies. Os perfis continham desde a presenca dos cinco genes até a auséncia de todos
eles.

O perfil P-1 (Peb1, JIpA, CadF, CiaB, CapA) merece destaque por agrupar os cinco genes,
embora tenha sido detectado apenas em amostras de C. coli, estando ausente nas amostras de C.
jejuni. O achado desse perfil mostra que existe variacdo na expressao dos fatores de viruléncia
entre C. jejuni e C. coli. Vale ressaltar que ndo ha descri¢io na literatura da deteccdo do perfil de
genes descritos neste estudo, sendo importante o estudo desses, visto que, como descrito ao
longo da discussao, esses genes estdo associados a capacidade de adesdo e colonizacdo das
células do hospedeiro (Silva et al. 2011).

0 perfil P-2 (Peb1, JIpA, CadF, CiaB) foi o segundo mais prevalente, e diferentemente do
perfil P-1, ocorreu em ambas as espécies, sendo verificado a presenca de quatro dos genes
detectados. A presenca desses genes confere as espécies a capacidade de aderir e colonizar as
células do hospedeiro (Veras et al. 2016).

Houve variacdo nos demais perfis com relacdo a sua detecg¢do para ambas as espécies.
Todavia, vale ressaltar a presenca dos perfis: P-5 (Peb1, CadF, CiaB), P-6 (Peb1, CadF), P-7 (Peb1,
CiaB), P-10 (JIpA, CadF, CiaB, CapA), P-15 (CadF, CiaB) e P-18 (CiaB, CapA), todos esses, mesmo
com diferentes taxas de deteccdo entre as espécies, estiveram presentes tanto em C. jejuni
quanto em C. coli. Além disso, em todas as associacdes de perfis houve a presenca do gene CiaB e
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em quatro deles a presenca do gene CadF, sinalizando assim de que a expressdo desses genes
pelas espécies sdo mecanismos que lhe conferem acentuada viruléncia.

Foi verificado notada variacdo quanto a presenca dos demais perfis para C. jejuni e C. coli.
Sete perfis de viruléncia (P-3, P-8, P-9, P-12, P-13, P-14, P-16) ndo tiveram percentuais de
deteccdo para a espécie C. jejuni, porém, para espécie C. coli apenas trés desses perfis (P-3, P-12,
P-16) nao tiveram percentuais de deteccdo. Os perfis P-3 e P-9 apresentaram 7,1% de
positividade nas amostras de C. coli e o perfil P-13 apresentou 14,2% de detecgdo. Ja os perfis P-
4, P-11, P-17, P-19 apresentaram percentuais de detec¢do variando entre 3,8% a 11,55% nas
amostras de C. jejuni e nenhum percentual de detecg¢do para C. coli.

A auséncia dos cincos genes foi representada pelo perfil P-20 sendo expresso para ambas
as espécies. Mesmo havendo a auséncia dos genes detectados, ndo é possivel afirmar que as
espécies ndo sdo virulentas, haja vista, a diversidade de outros genes de viruléncia existentes e
que podem conferir capacidade ainda maior, do que os detectados nos nossos resultados.

Nos dultimos anos, as espécies de Campylobacter vem sendo reconhecidas como
patégenos emergentes e indiciadores de gastroenterites em todo o mundo. Os principais riscos
associados a infecgdes por este patdgeno, sdo carcagas de frango contaminada em abatedouros,
controle de temperatura, gerenciamento de higiene durante o processamento ou
armazenamento (Rozynek et al. 2005, Stern et al. 2001). O conjunto desses fatores associados a
presenca de espécies de Campylobacter com os diferentes perfis de viruléncia detectados, alerta
para o risco potencial para os seres humanos no surgimento de casos e/ou surtos de infecgao
por espécies de Campylobacter, caso medidas apropriadas ndo sejam implementadas.

4. Conclusoes

H4 ocorréncia de C. jejuni e C. coli nos diferentes produtos avicolas (carcacas, figado e
moela) comercializados nos diferentes estabelecimentos do nordeste brasileiro, sendo C. jejuni a
espécie mais prevalente.

Foi verificado que mesmo com o emprego do resfriamento e congelamento nos alimentos
€ possivel detectar espécies de Campylobacter, demostrando que os métodos agem como
limitante, mas nao eliminando a bactéria do produto.

A PCR demonstrou ser um dos métodos adequados para a detec¢do das espécies tanto
pelo método direto através do caldo de enriquecimento, bem como, pelo método indireto
através do cultivo microbiolégico, além da pesquisa dos genes de viruléncia. A presenca dos
genes de viruléncia configura a capacidade que as espécies C. jejuni e C. coli tem de se manterem
vidveis nos alimentos.

E imprescindivel que haja uma vigilancia continua da presenca desses patégenos e de
seus genes associados aos produtos avicolas, e que medidas de controle devem ser estabelecidas
partindo do campo até a industria.

Ressaltando também que deve haver o monitoramento das medidas e praticas de
manipulacdo no mercado consumidor, afim de reduzir a contamina¢do dos produtos e iminentes
riscos de infeccdo. Além disso, agcdes de conscientizacdo sobre os riscos associados ao consumo
de carnes mal cozidas e aos cuidados por parte do consumidor ao manipular esse tipo de
alimento para evitar possiveis contaminagdes cruzadas, afim de preservar sua seguranca
alimentar.
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