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RESUMO 

Gomes, C. N. Caracterização molecular de linhagens de Campylobacter coli isoladas de 

origens diversas. 2015. 107f. Dissertação (Mestrado). Faculdade de Ciências Farmacêuticas 

de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2015. 

 

Campylobacter spp., principalmente as espécies C. coli e C. jejuni, são a causa mais comum 

de doença bacteriana veiculada por alimentos na Europa, Estados Unidos e alguns outros 

locais do mundo. No Brasil, há uma escassez de estudos de C. coli, o que dificulta avaliar a 

dimensão do envolvimento dessa bactéria como causadora de doença nos seres humanos e em 

animais, bem como, determinar o impacto de sua presença em alimentos e no meio ambiente. 

O objetivo desse trabalho foi caracterizar molecularmente linhagens de C. coli isoladas de 

origens diversas no Brasil pela pesquisa da presença de genes relacionados à virulência por 

PCR, perfil de sensibilidade a antimicrobianos e pela análise da similaridade genotípica por 

métodos de tipagem molecular. Adicionalmente, o Índice de Discriminação (D) de tais 

metodologias foi verificado. Foram estudadas 63 linhagens de C. coli, isoladas de humanos 

(12), animais (21), alimentos (10) e ambiente (20), entre os anos de 1995 e 2011, nos Estados 

do Rio de Janeiro, São Paulo e Minas Gerais. Todas as linhagens apresentaram os genes flaA, 

cadF e sodB. O gene cdtB foi detectado em 20 (31,7%) linhagens, o gene flhA foi detectado 

em 11 (17,5%) linhagens, o gene dnaJ foi encontrado em 10 (15,9%) linhagens, o gene pldA 

foi detectado em sete (11,1%) linhagens, o gene iamA foi detectado em três (4,8%) linhagens, 

os genes cdtC e docA foram encontrados em duas (3,2%) linhagens, os genes cdtA e crsA 

foram encontrados em uma (1,6%) linhagem e os genes ciaB, wlaN, virB11 e racR não foram 

detectados. Dentre as 63 linhagens estudadas, 42 foram susceptíveis a todos os 

antimicrobianos testados. Das 21 linhagens resistentes, 10 (15,9%) foram resistentes a 

tetraciclina e doxaciclina, seis (9,5%) foram resistentes a ciprofloxacina e uma (1,6 %) foi 

resistente a eritromicina. Somente quatro (6,3%) linhagens foram resistentes a pelo menos 

duas diferentes classes de antibióticos testados simultaneamente. O dendrograma de 

similaridade genética de Pulsed field gel electrophoresis (PFGE) agrupou as 63 linhagens 

estudadas em dois grupos principais denominados PFGE-A e PFGE-B com similaridade 

genômica de 44,9% entre eles. Entretanto, algumas linhagens isoladas de humanos, animais, 

ambiente e alimentos apresentaram uma alta similaridade genotípica acima de 80% entre elas 

e, foram agrupadas em sete subgrupos denominados PFGE-A1 a PFGE-A7. O dendrograma 

de similaridade genômica das sequências da SVR do gene flaA agrupou as linhagens 
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estudadas em dois grupos principais designados SVR-A e SVR-B, com similaridade acima de 

83,1 % entre eles. Ademais, o depósito das sequências da SVR do gene flaA no banco de 

dados online demonstrou que os alelos 30 e o 1647 foram os mais frequentemente 

encontrados e permitiu a comparação das linhagens estudadas com os alelos descritos no 

banco de dados. Sete alelos, dentre os 22 encontrados, não haviam sido previamente descritos. 

A análise do locus CRISPR por HRMA dividiu as linhagens de C. coli em quatro diferentes 

perfis de melting. O Multilocus sequence typing (MLST) foi utilizado para tipar 20 linhagens 

de C. coli e foram obtidos 18 STs diferentes dos quais apenas dois já haviam sido 

previamente descritos. O D das metodologias de PFGE, sequenciamento da SVR do gene 

flaA, análise do locus CRISPR por HRMA e MLST foi de 0,986, 0,916, 0,550 e 0,989, 

respectivamente. Pode- se concluir que o potencial patogênico das linhagens de C. coli não foi 

evidenciado o que pode estar relacionado ao fato da maioria dos estudos envolvendo 

patogênese terem sido realizados para a espécie C. jejuni. Algumas linhagens apresentaram-se 

resistentes aos antimicrobianos testados, o que é preocupante uma vez que tais linhagens 

podem disseminar genes de resistência a outras isoladas de diversas fontes. Os resultados 

gerados pelos métodos de tipagem molecular por PFGE e sequenciamento da pequena região 

variável (SVR) do gene flaA demonstraram uma alta similaridade genotípica entre algumas 

linhagens de C. coli, sugerindo que uma possível contaminação tenha ocorrido entre linhagens 

isoladas de fontes clínicas e não clínicas ao longo de 16 anos no Brasil. Ademais, a análise 

dos alelos da SVR do gene flaA nos permitiu concluir que os alelos prevalentes nas linhagens 

estudadas diferem daqueles encontrados nos países Europeus. Os dados obtidos por MLST 

sugerem que as linhagens estudadas possuem uma grande diversidade genética entre si e em 

comparação com as linhagens isoladas em diferentes locais do mundo. Finalmente, as técnicas 

de MLST e PFGE foram as mais eficientes e adequadas na  genotipagem das linhagens de C. 

coli estudadas. 

 

 

Palavras-chave: Campylobacter coli, genes relacionados à virulência, perfil de sensibilidade 

a antimicrobianos, PFGE, SVR-flaA, Análise do locus CRISPR por HRMA e MLST. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. História e taxonomia 

As bactérias que atualmente pertencem ao gênero Campylobacter foram 

possivelmente descritas pela primeira vez em 1886 por Theodor Escherich, que publicou uma 

variedade de artigos descrevendo a presença de uma bactéria espiralada na biópsia do cólon 

de crianças que haviam morrido de uma doença denominada por ele de “cólera diarreica”. 

Tempos depois, Escherich observou a presença de organismos espiralados nas fezes de 

crianças que apresentavam doença entérica (Butzler, 2004). 

 O reconhecimento desse patógeno como uma importante causa de doenças ocorreu 

primeiramente no ramo veterinário. Em 1909, dois cirurgiões veterinários, McFadyean e 

Stockman, reportaram a presença de microrganismos vibróides em fetos abortados de ovelhas. 

No ano de 1919, Smith e Taylor, propuseram o nome Vibrio fetus para os microrganismos 

isolados de casos de aborto em bovinos nos Estados Unidos (Smith, 1919; Butzler, 2004). Em 

1931, Jones e colaboradores atribuíram a diarreia de bezerros à infecção por uma bactéria com 

características morfológicas similares às descritas acima e a denominaram Vibrio jejuni. Da 

mesma maneira, treze anos mais tarde Doyle denominou de Vibrio coli microrganismos 

vibróides associados a diarreia em suínos (Butzler, 2004). 

O primeiro relato de infecções em humanos causada por bactérias do gênero, 

atualmente conhecido como Campylobacter, foi feito em Illinois em 1938. As infecções 

foram associadas ao consumo de leite cru por 355 pacientes e o microrganismo isolado da 

hemocultura desses pacientes foi denominado Vibrio jejuni. No ano de 1947, na França, 

Vicent e colaboradores isolaram Vibrio fetus da hemocultura de três mulheres grávidas que 

haviam sido internadas com sepse, duas delas abortaram e o exame da placenta revelou a 

presença de áreas de necrose e inflamação (Butzler, 2004). 

O gênero Campylobacter, cuja palavra de origem grega significa bacilo curvo, foi 

inicialmente proposto por Sebald e Véron em 1963. Baseados na relação Citosina/Guanina do 

DNA o gênero Vibrio foi separado do gênero Campylobacter após verificarem que o teor de 

Guanina/Citosina das bactérias do gênero Vibrio oscilava em torno de 47% enquanto que no 

gênero Campylobacter essa variação era de 30 a 40% (Ketley, 1997). Em 1973, Véron e 

Chatelain publicaram um estudo mais detalhado envolvendo a taxonomia desses 

microrganismos e consideraram quatro espécies como pertencentes ao gênero Campylobacter: 

Campylobacter fetus, Campylobacter coli, Campylobacter jejuni e Campylobacter sputorum 

(Engberg, 2006). 
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O isolamento de Campylobacter a partir de fezes de pacientes com diarreia se tornou 

eficaz após 1973, quando Butzler e colaboradores propuseram um novo método de cultivo 

para essa bactéria. Quatro anos depois, Skirrow desenvolveu um suplemento seletivo 

contendo vancomicina, polimixina B e trimetropima, o que possibilitou o diagnóstico e 

isolamento de Campylobacter com a inibição da microbiota acompanhante. Objetivando 

facilitar o processo de isolamento, Blaser e colaboradores propuseram uma nova mistura de 

drogas contendo vancomicina, trimetropima, polimixina B, anfotericina B e cefalotina. 

Segundo os autores o número de isolamentos de Campylobacter utilizando esse suplemento 

foi semelhante ao isolamento de Salmonella spp. e Shigella spp. (Blaser et al., 1980). 

 Assim, a partir da década de 80, microrganismos similares a Campylobacter foram 

isolados de fontes ambientais, alimentos, animais e humanos.  Estudos envolvendo os 

“Campylobacter-like organisms (CLO)” foram, gradativamente, identificando novas espécies 

de Campylobacter ou variantes bioquímicas das espécies pré-estabelecidas. Comparações 

utilizando uma porção do 16S rRNA identificaram clades distintas dentro do gênero e novos 

gêneros. Dessa maneira, várias espécies do grupo CLO foram transferidas, como por exemplo 

o C. pylori que passou a pertencer ao gênero Helicobacter, e ocorreu a criação do gênero 

Arcobacter (Goodwin et al., 1989; On, 2001; Engberg, 2006). Em 1991, Vandamme e 

colaboradores propuseram uma revisão completa da taxonomia e nomenclatura do gênero 

Campylobacter a partir da análise dos dados de hibridização DNA-rRNA e análise de dados 

fenotípicos e genéticos (Vandamme et al., 1991). Estes microrganismos ficaram agrupados na 

superfamília rRNA VI que compreende os grupos homólogos I, II e III representados pelos 

gêneros Campylobacter, Arcobacter e Helicobacter, respectivamente. Devido à estreita 

relação filogenética e similares características fenotípicas e genotípicas entre os grupos I e II 

foi proposto a criação e inclusão de ambos na família Campylobacteraceae (Engberg, 2006). 

Atualmente o gênero Campylobacter é composto por 26 espécies denominadas: 

Campylobacter avium; Campylobacter canadensis; Campylobacter coli; Campylobacter 

concisus; Campylobacter cuniculorum; Campylobacter curvus; Campylobacter fetus 

(Campylobacter fetus subsp fetus, Campylobacter fetus subsp venerealis, Campylobacter 

fetus subsp testudium); Campylobacter gracilis; Campylobacter helveticus; Campylobacter 

hominis; Campylobacter hyointestinalis (Campylobacter hyointestinalis subsp. 

hyointestinalis, Campylobacter hyointestinalis subsp. lawsonii); Campylobacter 

insulaenigrae; Campylobacter jejuni (Campylobacter jejuni subsp. doylei, Campylobacter 

jejuni subsp. jejuni); Campylobacter lanienae; Campylobacter lari (Campylobacter lari subsp 

concheus);  Campylobacter mucosalis; Campylobacter peloridis; Campylobacter rectus; 
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Campylobacter showae; Campylobacter sputorum (Campylobacter sputorum bv sporutum, 

Campylobacter sputorum bv faecalis, Campylobacter sputorum bv paraureolyticus); 

Campylobacter subantarcticus; Campylobacter upsaliensis; Campylobacter ureolyticus; 

Campylobacter corcagiensis; Campylobacter volucris e Campylobacter iguaniorum 

(Fitzgerald, 2015). 

Vale ressaltar, que as espécies C. coli e C. jejuni são os patógenos mais 

frequentemente relatados em casos de gastrenterite bacteriana aguda em humanos (Merchant-

Patel et al., 2010; Silva et al., 2011; EFSA, 2015; CDC, 2015). 

 

1.2. Características do microrganismo 

O gênero Campylobacter compreende microrganismos gram-negativos de morfologia 

diversificada, apresentando-se, usualmente, na forma espiral ou curva, possuem de 0,2 a 5,0 

µm de diâmetro por 0,5 a 5,0 µm de comprimento, não produzem esporos e são móveis 

devido à presença de um único flagelo polar em uma ou em ambas as extremidades, com 

exceção da espécie C. gracilis que não possui flagelo e da espécie C. showae que possui 

múltiplos flagelos (Silva et al., 2011).  

São microrganismos fastidiosos, e requerem condições específicas para o seu 

crescimento sendo nutricionalmente exigentes e incapazes de se proliferar na presença de ar 

atmosférico. A maioria das espécies crescem sob condições de microaerofilia com 

metabolismo respiratório complexo, necessitando de uma atmosfera que contenha baixas 

concentrações de oxigênio e maiores concentrações de hidrogênio e de dióxido de carbono 

(Gunther; Chen, 2009; John et al., 2011). 

A concentração de oxigênio ideal para a multiplicação de Campylobacter spp. é de 

5%, sendo que em concentrações inferiores a 3% ou superiores a 15% sua multiplicação é 

inibida. Ademais, as espécies desse gênero são capnofílicas, ou seja, requerem cerca de 10% 

de CO2 para a sua multiplicação (Garenaux et al., 2008; John et al., 2011). 

As espécies de Campylobacter se desenvolvem em temperaturas que variam de 25ºC a 

42ºC, entretanto, as espécies C. coli, C. jejuni, C. lari e C. upsaliensis são classificadas como 

termotolerantes por apresentarem temperatura ótima de multiplicação em torno de 42ºC, 

sendo incapazes de se multiplicar em temperaturas inferiores a 37ºC (Fitzgerald, 2015).  

O crescimento de Campylobacter spp. não ocorre em ambientes com atividade de água 

(aw) menor do que 0,987, são microrganismos sensíveis a concentrações de NaCl maiores do 

que 2%, não são termo resistentes, sendo facilmente destruídos pelo processo de 
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pasteurização e o pH ótimo para a multiplicação das bactérias desse gênero varia entre 6,5 e 

7,5. Em culturas antigas, ou sob condições adversas de cultivo, as células de Campylobacter 

spp. podem adquirir formas esféricas ou cocóides que são denominadas formas viáveis, porém 

não cultiváveis (VNC) e representam um estágio degenerativo do seu ciclo de vida, no 

entanto, não ocorre a perda da capacidade infectante (Nachamkin, 2007). A transição da 

morfologia celular vibróide para a forma cocóide ocorre na fase estacionária do crescimento 

e, durante esse processo, não são detectáveis por metodologias convencionais de diagnóstico 

(Butzler, 2004; Garenaux et al., 2008).  

 Campylobacter spp. apresenta metabolismo oxidativo e não utiliza carboidratos como 

fonte de energia. A obtenção de energia ocorre através da oxidação de aminoácidos ou ácidos 

intermediários do ciclo do ácido tricarboxílico. São produtores de oxidase, catalase, reduzem 

nitrato a nitrito, mas não hidrolisam ureia, gelatina, caseína, amido ou tirosina (Holt et al., 

2000). São sensíveis ao oxigênio e a espécies reativas de oxigênio, dessa maneira a utilização 

de meios seletivos para os processos de isolamento e cultivo, contendo um ou mais redutores 

de oxigênio, tais como sangue, sulfato ferroso, piruvato de sódio, FBP [(0.05% de sulfato 

ferroso, 0.05% de piruvato de sódio, 0.05% de metabissulfito de sódio) diluído em água 

estéril], se faz necessário (Corry et al., 1995; John et al., 2011). Algumas das características 

citadas acima são utilizadas para a confirmação do gênero Campylobacter spp. e 

diferenciação das espécies (Tabela 1).  

 No entanto, devido ao fato desses microrganismos serem fastidiosos, complexos e 

bioquimicamente inertes, uma variedade de métodos fenotípicos e genotípicos tem sido 

utilizados no processo de identificação de membros desse grupo (Fitzgerald; Nachamkin, 

2007). 

 Os membros desse gênero estão amplamente distribuídos na natureza e têm sido 

isolados de humanos, mamíferos, aves, répteis, moluscos e protozoários (Fitzgerald; 

Nachamkin, 2007).  Estima-se que o manuseio, preparação e consumo de carne de frango seja 

responsável por 20-30% dos casos de infecção por Campylobacter em humanos, enquanto que 

50-80% dos reservatórios desse patógeno são atribuídos as aves de maneira geral (EFSA, 

2010). 
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Tabela 1. Propriedades fenotípicas de algumas espécies de Campylobacter. 

Testes 
Espécies 

C.coli C.jejuni C.fetus C.lari C.upsaliensis C.hyointestinalis 

 Oxidase   + + + + + + 

Catalase + + + + - + 

H2S (TSI) V - - - - + 

Redução de NO3 + + + + + + 

Hidrolise do Hipurato - + - - - - 

 Hidrolise do Acetato de Hidroxila + + - - + - 

Crescimento a: 

25ºC 

37ºC 

42°C 

 

- 

+ 

+ 

 

- 

+ 

+ 

 

+ 

+ 

- 

 

- 

+ 

+ 

 

- 

+ 

+ 

 

V 

+ 

V 

1% de Glicina + + + V + V 

Sensibilidade a: 

Ácido Nalidixico 

Cefalotina 

 

S 

R 

 

S 

R 

 

V 

S 

 

R 

R 

 

S 

S 

 

R 

S 

Modificado de Murray et al., editores: Manual of Clinical Microbiology, 2007, American Society for 

Microbiology. +, reação positiva; -, reação negativa; V, reação variável; S, sensível; R, resistente 

 

 

1.3. Manifestações clínicas e patogênese 

 A doença causada por Campylobacter coli é denominada campilobacteriose e a 

contaminação por este agente enteropatogênico está associada à ingestão de alimentos, tais 

como carne de aves, suínos e bovinos, leite não pasteurizado, água e através do contato com 

animais portadores, incluindo animais de estimação (Moore et al., 2005; Gras et al., 2013). 

A campilobacteriose varia tanto em gravidade quanto em duração, apresentando 

diferentes manifestações clínicas e sendo clinicamente indistinguível das infecções causadas 

por outros enteropatógenos, como Salmonella, Shigella e algumas espécies de Yersinia, 

porém a baixa dose infectante de Campylobacter, cerca de 500 UFC/mL, pode ser 

considerada um agravante (Allos, 2001). 

Os surtos relacionados à infecção por Campylobacter são raros, porém bem 

documentados, a maioria dos casos são esporádicos para os quais o percurso da infecção é 

raramente estabelecido (Magnusson et al., 2011). A infecção é caracterizada por uma diarreia 

autolimitada, que pode apresentar-se sanguinolenta ou não, acompanhada de febre, dores 

abdominais e raramente de vômitos, dor de cabeça e dor muscular. O período de incubação é 

normalmente de 2 a 5 dias, podendo se estender por até 2 semanas (Butzler, 2004; Young et 
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al., 2007). Em casos mais graves, onde a reposição hidroeletrolítica não se faz suficiente, o 

uso de antimicrobianos é recomendado (Snelling et al., 2005; Pollett et al., 2012). 

Embora a campilobacteriose seja geralmente considerada benigna (Crushell et al., 

2004), complicações pós infecção e manifestações extra intestinais podem ser graves e as 

vezes fatal. Existem relatos de bacteremia, sepse, meningite, artrite reativa, endocardite, 

aborto, periodontite, celulite e abcessos em locais variados associados a infecção por espécies 

de Campylobacter posteriormente a infeção intestinal (Blaser et al., 1986; Selander, 1993; 

Butzler, 2004; Man, 2011). As sequelas mais relevantes incluem a síndrome de Guillan-Barré, 

síndrome de Miller-Fisher, síndrome de Reyter´s e a síndrome Hemolítico-urêmica (Gillespie 

et al., 2002).  

 A síndrome de Guillan-Barré é a manifestação mais grave da doença e caracteriza-se 

por uma reação inflamatória autoimune com perda da bainha de mielina dos nervos 

periféricos e das raízes nervosas resultando em paralisia neuromuscular aguda (Nachamkin, 

2002; Shane; Stern, 2003). O desenvolvimento desta síndrome se dá através de um 

mecanismo de mimetismo antigênico entre os lipopolissacarídeos da parede celular bacteriana 

e os gangliosídeos da membrana dos nervos periféricos. Uma vez que a estrutura do 

gangliosídeo GM1 presente na membrana das células nervosas é semelhante aos glicolipídios 

do polissacarídeo de parede celular do Campylobacter, os anticorpos produzidos devido à 

infecção pela bactéria podem produzir uma reação cruzada e atacar os nervos, interferindo na 

condução dos estímulos nervosos, causando fraqueza muscular que pode evoluir para paralisia 

muscular aguda (Takahashi et al., 2005). 

 Em alguns casos, a infecção por Campylobacter pode desencadear a síndrome de 

Miller-Fisher, que se caracteriza por perda dos reflexos oculomotores e relativa perda da força 

nas extremidades e tronco. O processo é mediado por anticorpos autoimune contra a bainha de 

mielina do sistema nervoso periférico (Overell; Willison, 2005). 

 Embora saibamos que os mecanismos que envolvem a patogênese de Campylobacter 

spp. estão relacionados aos processos de adesão e invasão ao epitélio intestinal, a elucidação 

desse processo como um todo não está completa e muito do que se sabe está relacionado, 

especificamente à espécie C. jejuni. Entretanto, foram propostos alguns possíveis mecanismos 

de patogênese para as espécies consideradas emergentes como é o caso de Campylobacter 

coli. 

 Após a ingestão, C. coli migra através do estômago e atinge o lúmen intestinal. As 

bactérias desse gênero possuem flagelo que confere a elas a capacidade de mover-se através 
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da camada de muco que reveste o epitélio intestinal aderindo-se a essas células e 

posteriormente invadindo-as. Existem evidências que sugerem que estas bactérias podem 

translocar-se através do epitélio intestinal tanto por via transcelular como por via paracelular 

(Man, 2011). 

 Ao atingirem a camada submucosa essas bactérias resistem a fagocitose devido à 

presença de uma camada protetora envolvendo a bactéria e de um serum-killing que, 

possivelmente, atua inibindo a deposição do sistema complemento sobre a membrana 

bacteriana durante a fase sistêmica da infecção (Blaser et al., 1987; Pei et al., 1988; Blaser, 

1993). Além disso, proteínas efetoras podem ser entregues às células epiteliais do hospedeiro 

através de um sistema de secreção do tipo IV (T4SS) (Batchelor et al., 2004; Moolhuijzen et 

al., 2009). 

 O processo de patogênese também envolve a produção de toxinas, incluindo a toxina 

distensora citoletal (CDT). A ligação desta toxina à superfície da célula hospedeira é mediada 

pelas proteínas CdtA e CdtC seguida da entrega de CdtB ao núcleo celular do hospedeiro 

(Pickett et al., 1996; Fouts et al., 2005; Asakura et al., 2008). Dessa maneira, a bactéria causa 

danos ao DNA da célula hospedeira e promove a interrupção do ciclo celular. Outras toxinas, 

como por exemplo a hemolisina, também podem ser produzidas durante o processo de 

bacteremia promovendo a lise dos eritrócitos (Man, 2011). 

 

 1.4. Genes relacionados à virulência 

O mecanismo pelo qual o Campylobacter spp. causa doença em humanos ainda não 

está totalmente esclarecido. No entanto, alguns fatores são reconhecidos como importantes no 

que se refere à virulência desse gênero e estão associados tanto a genes plasmidiais, contidos 

no plasmídeo pVir, quanto a genes cromossômicos. Esses fatores incluem: motilidade, 

quimiotaxia, capacidade de colonização, adesão as células intestinais, invasão e translocação 

epitelial, sobrevivência intracelular e produção de toxinas (Ketley, 1997; Muller et al., 2006; 

Wieczorek; Osek, 2008; Fernandes et al., 2010). 

O flagelo confere ao microrganismo a mobilidade que o torna capaz de se mover 

contra o peristaltismo e através da camada viscosa de muco do trato gastrointestinal (Park, 

2002; Zilbauer et al., 2005). Diversos experimentos envolvendo mutações flagelares 

demonstraram sua importância nos processos de aderência e invasão (Young et al., 2007). O 

flagelo de Campylobacter spp. sofre modificação pós-traducional por glicosilação, o que é 

importante para a montagem da maquinaria flagelar, motilidade e virulência (Logan et al., 
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1989; Guerry et al., 2006). Ademais, o flagelo pode exportar tanto proteínas flagelares como 

não flagelares desempenhando um importante papel no processo de secreção (Song et al., 

2004; Konkel et al.,2004). Assim, genes que codificam proteínas flagelares, como por 

exemplo os genes flaA e flhA, dentre outros, são frequentemente utilizados como alvo para a 

caracterização de isolados de Campylobacter spp. e investigação da virulência (Ketley, 1997; 

Meinersmann et al., 1997).  

A identificação de adesinas em Campylobacter spp. tem sido um grande desafio. 

Embora as estruturas que estão normalmente envolvidas com o processo de adesão não 

tenham sido identificadas, muitas outras moléculas são capazes de desempenhar o papel de 

uma adesina, como por exemplo, as proteínas codificadas pelos genes cadF, docA, racR e 

dnaJ (Muller et al., 2006; Biswas et al., 2011). Estudos utilizando mutantes demonstraram 

que a ausência das proteínas codificadas por esses genes reduziu a capacidade de colonização 

dessas bactérias (Konkel et al., 1999; Ziprin et al., 1999; Muller et al., 2006).  

De acordo com Linton et al. (2000a) o gene wlaN codifica a produção da β-1,3 

galactosyltransferase que é responsável por estruturas específicas do Lipooligosacarideo 

(LOS) consideradas críticas para o desenvolvimento de neuropatias após a infecção por 

Campylobacter (Linton et al., 2000) e, assim como os genes pldA, ciaB e iam, está 

relacionado ao processo de invasão e sobrevivência na célula hospedeira (Bang et al., 2003; 

Datta et al., 2003; Fernandes et al., 2010; Wieczorek et al., 2013). 

 O gene virB11 codifica proteínas do sistema de secreção do tipo IV (T4SS), que é 

uma maquinaria pela qual a bactéria introduz proteínas efetoras ou DNA em células de 

hospedeiros eucarióticos ou em outra bactéria, e a sua presença também está relacionada ao 

processo de invasão. Vale ressaltar que esse gene é o único, dentre os citados, localizado no 

plasmídeo pVir (Bacon et al., 2000; Wieczorek; Osek, 2008). 

As toxinas produzidas por Campylobacter também são importantes fatores de 

patogenicidade. Entretanto, há relativamente pouco conhecimento a respeito dessas estruturas. 

Sabe-se que a toxina distensora citoletal (CDT) é formada por três subunidades codificadas 

pelos genes cdtA, cdtB e cdtC, mas sua função específica não está totalmente elucidada. 

Acredita-se que haja o envolvimento de CDT no processo de diarreia causando alterações na 

cripta epitelial, o que leva à uma erosão temporária e subsequente perda na função de 

absorção (Ziprin et al., 1999; van Vliet; Ketley, 2001; Wieczorek; Osek, 2008). Outra toxina 

descrita para algumas espécies de Campylobacter é a hemolisina, que possui a capacidade de 

promover a lise dos eritrócitos (Man, 2011).   



I n t r o d u ç ã o  | 10 

 

 
 

 As razões pelas quais as espécies de Campylobacter necessitam de uma atmosfera 

gasosa específica não está completamente elucidada. No entanto, é sabido que essa espécie é 

particularmente sensível a espécies reativas de oxigênio. Dessa maneira, a presença do gene 

sodB, que codifica a enzima superóxido desmutase, é importante no que se refere a proteção 

quanto a situações adversas, bem como a presença da proteína regulatória CsrA codificada 

pelo gene crsA (Purdy et al., 1999; Biswas et al., 2011; John et al., 2011). 

 

1.5. Tratamento e susceptibilidade a antimicrobianos 

 A resistência a antibióticos em bactérias do gênero Campylobacter é reconhecida pelo 

Organização Mundial de Saúde (OMS) como um importante problema em saúde pública 

(Greig, 2003; McDermott et al., 2005; Silva et al., 2011).  

 O uso de antibióticos não é usualmente indicado para o tratamento de casos de 

gastroenterite causados por Campylobacter coli. Entretanto, existe uma variedade de 

infecções sistêmicas e crônicas que estão associadas a infecção por C. coli para as quais existe 

a necessidade do uso de antimicrobianos e nesses casos, os antibióticos de escolha para o 

tratamento da campilobacteriose são macrolídeos, tetraciclina e fluoroquinolonas (Silva et al., 

2011; Duarte et al., 2014). No entanto, o aumento da resistência a esses antibióticos tem 

comprometido a eficácia dos tratamentos (Aarestrup; Engberg, 2001; Engberg et al., 2001; 

Gibreel; Taylor, 2006; Alfredson; Korolik, 2007). Alternativamente, o uso da gentamicina 

vem sendo feito em casos de infecções sistêmicas por linhagens de Campylobacter coli 

multirresistentes (Aarestrup; Engberg, 2001; Silva et al., 2011). 

 Estudos comparando a evolução dos padrões de resistência a antibióticos das espécies 

de Campylobacter demonstraram um rápido desenvolvimento de resistência tanto em 

linhagens de origem clínica como em isolados de alimentos (Lucey et al., 2002; Gallay et al., 

2007; Mazi et al., 2008; Duarte et al., 2014; Khalid et al., 2015). Existem evidências de que o 

uso indiscriminado de antibióticos na produção animal ao longo de décadas, a fim de 

controlar, prevenir e tratar infecções, além de estimular o crescimento dos animais tenha 

contribuído para o surgimento e propagação da resistência a antibióticos entre as espécies de 

Campylobacter (Rozynek et al., 2007; Igimi et al., 2008).  

 A aprovação e utilização de fluoroquinolonas em frangos de corte na Europa e nos 

Estados Unidos foi acompanhada de um aumento significativo da resistência de 

Campylobacter spp. a essa classe de antibióticos tanto em linhagens isoladas de animais como 

em isoladas de humanos (Smith; Fratamico, 2010). Segundo Luangtongkum et al. (2006), 



I n t r o d u ç ã o  | 11 

 

 
 

linhagens de Campylobacter isoladas a partir de frangos orgânicos, onde o uso de antibióticos 

não é permitido, são significativamente mais sensíveis aos antibióticos do que linhagens 

isoladas de frangos de corte criados em granjas convencionais. 

 Estudos realizados por Gallay et al. (2007) e de Han et al. (2009) demonstraram que a 

utilização de uma política de regulação limitando o uso de antibióticos em animais para 

consumo resultou em uma redução da resistência a fluoroquinolonas. No entanto, outros 

estudos sugerem que a resistência pode persistir por longos períodos de tempo (Nelson et al., 

2007; Price et al., 2007). 

  Vale ressaltar que, por razões ainda não esclarecidas, a espécie C. coli é comumente 

mais resistente a múltiplos antibióticos do que os isolados de C. jejuni (D'Lima et al., 2007; 

Kim et al., 2008; Silva et al., 2011). 

 

1.6. Métodos de tipagem de Campylobacter 

A caracterização de isolados patogênicos desempenha um papel fundamental na 

epidemiologia de doenças infecciosas, gerando as informações necessárias para a 

identificação, rastreamento e intervenção em surtos de doenças (Urwin; Maiden, 2003). A 

habilidade de metodologias em discriminar linhagens de uma mesma espécie tem aumentado 

e com isso tem crescido a compreensão a respeito da transmissão, patogênese e filogenia de 

muitas espécies bacterianas (Foxman et al., 2005). 

 Os métodos tradicionais de tipagem bacteriana são baseados em características 

fenotípicas, como sorotipo, biotipo, fagotipo e susceptibilidade a antimicrobianos, entre 

outros. Entretanto, tais métodos de tipagem são, muitas vezes, limitados por sua baixa 

capacidade de diferenciação entre linhagens de uma determinada espécie e também por sua 

baixa reprodutibilidade (Olive; Bean, 1999). Dessa maneira, métodos genotípicos têm sido 

cada vez mais utilizados na identificação, caracterização e estudos epidemiológicos e 

taxonômicos bacterianos complementando os métodos convencionais baseados em 

características fenotípicas e auxiliando na compreensão da estrutura genômica de diferentes 

patógenos (Cooper; Feil, 2004). 

 O sucesso da implementação de um método de tipagem molecular depende do seu 

poder discriminatório, que mede a capacidade de um método em atribuir um padrão molecular 

específico para um isolado, a proporção de linhagens distintas designadas por um método e a 

reprodutibilidade do método (Hunter, 1990; Maslow et al., 1993). A concordância 

epidemiológica, ou seja, a similaridade entre o agrupamento de determinadas linhagens por 



I n t r o d u ç ã o  | 12 

 

 
 

um determinado método, as informações epidemiológicas disponíveis para essas linhagens, e 

a possibilidade de automação para que se tenha um elevado rendimento também são 

considerações importantes (van Belkum et al., 2007) 

 Vários métodos de tipagem molecular, tais como pulsed field gel electrophoresis 

(PFGE), sequenciamento da pequena região variável (short variable region, SVR) do gene 

flaA, clustered, regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR), high resolution 

melting analysis (HRMA), multilocus sequence typing (MLST) entre outros,  têm sido 

utilizados nos estudos epidemiológicos e na caracterização da diversidade genotípica de 

bactérias do gênero Campylobacter (Price et al., 2007; Aquino et al., 2010; Ahmed et al., 

2012; Wieczorek et al., 2013). 

 

1.6.1. Pulsed field gel electrophoresis (PFGE) 

 A técnica de PFGE foi descrita pela primeira vez em 1984 por Schwartz e Cantor 

como uma ferramenta para estudar o DNA cromossômico de organismos eucariotos. É 

considerada a técnica de escolha para a tipagem de patógenos causadores de doenças de 

origem alimentar em investigações epidemiológicas. E tem se mostrado um método de 

genotipagem altamente eficaz (Tenover et al., 1997) e com um bom poder discriminatório 

sendo utilizado com sucesso em estudos epidemiológicos de vários patógenos, dentre eles, o 

Campylobacter coli (Fitzgerald et al., 2001; Ribot et al., 2001; Karenlampi et al., 2007; 

Ragimbeau et al., 2008; Behringer et al., 2011; Melero et al., 2012; Wieczorek et al., 2013). 

 Esta técnica baseia-se na construção de plugs de agarose a partir de uma suspensão 

bacteriana. Posteriormente, a bactéria inteira que se encontra embebida no plug é lisada 

através do uso de detergentes e proteinase K, obtendo-se assim, o DNA bacteriano livre, que é 

então digerido com uma enzima de restrição que possui poucos sítios de reconhecimento 

gerando um perfil com aproximadamente 10 a 30 fragmentos de restrição que variam de 10 a 

800 Kb em tamanho. De maneira geral, todos esses fragmentos podem ser separados em um 

padrão de bandas distintas por PFGE quando submetidos a uma corrente elétrica em 

diferentes ângulos pré-determinados por curtos períodos de tempo (pulsos). Nessa técnica a 

corrente elétrica é aplicada, primeiramente, em uma direção a partir de um conjunto de 

eletrodos, em seguida, a corrente migra para um segundo conjunto de eletrodos por um curto 

período de tempo e então, migra para um terceiro conjunto de eletrodos. Assim, o DNA migra 

de forma serpentiforme através do gel e os fragmentos gerados pela digestão da enzima são 

separados com eficiência (Tenover et al., 1997). 
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 A análise do padrão de bandas das diferentes linhagens é realizado por softwares 

especializados que comparam as linhagens estabelecendo a similaridade genômica entre elas 

(Singh et al., 2006). 

 Assim, o PFGE é uma das técnicas de tipagem molecular que possui um grande poder 

discriminatório e vem sendo aplicada com sucesso na tipagem de uma quantidade numerosa 

de espécies bacterianas, incluindo linhagens de Campylobacter coli e Campylobacter jejuni, 

isoladas no Brasil e em outros locais do mundo (Tenover et al., 1997; Ribot et al., 2001; 

Denis et al.,2008; Goering, 2010; O’Leary et al.,2011; Abley et al., 2012; Wieczorek et al., 

2013). 

 

1.6.2. Sequenciamento da pequena região variável (short variable region, SVR) do gene 

flaA  

 O sequenciamento de genes específicos tem se mostrado altamente eficiente no estudo 

da variabilidade genética das espécies bacterianas. No que se refere ao gênero 

Campylobacter, o sequenciamento da pequena região variável (short variable region, SVR) 

do gene flaA é comumente utilizado para tipagem de linhagens isoladas de diversas origens e 

vários estudos mostram que esta metodologia vem sendo utilizada com sucesso para tal 

finalidade (Meinersmann et al., 1997; Ragimbeau et al., 2008; Schweitzer et al., 2011; 

Giacomelli et al., 2012). 

 O flagelo das espécies de Campylobacter tem sido considerado um importante fator de 

virulência devido ao alto poder imunogênico da proteína flagelina e por desempenhar um 

importante papel na secreção de fatores de virulência (Konkel et al., 2004). O locus do gene 

que codifica a flagelina é composto por dois genes, flaA e flaB, os quais estão dispostos em 

tandem dentro do genoma de Campylobacter e suas sequências são 95% homólogas. Ambos 

os genes possuem aproximadamente 1730 pb e estão separados por uma região intergênica de 

aproximadamente 200 pb altamente variável (Nuijten et al., 1990; Wassenaar; Newell, 2000). 

Enquanto a expressão do gene flaA parece ser extremamente importante para o processo de 

colonização, mutações no gene flaB refletem em uma pequena diferença nos processos de 

motilidade e colonização (Wassenaar et al., 1991; Guerry, 2007). Dessa maneira, o 

sequenciamento da SVR do gene flaA tem sido descrito como uma metodologia simples e 

altamente reprodutível, sendo amplamente utilizada em estudos de caracterização molecular 

de espécies de Campylobacter (Meinersmann et al., 1997). Ademais, a utilização dessa 

técnica torna possível a comparação das linhagens estudadas com outras linhagens isoladas no 
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mundo todo, através dos genótipos presentes no banco de dados disponível online: 

http://pubmlst.org/campylobacter/flaA/. 

 Torna-se importante salientar que, até o momento não existem estudos publicados, 

realizados no Brasil, que utilizaram essa metodologia para comparar linhagens isoladas de 

diferentes fontes e ao longo de vários anos.  

 

1.6.3. Análise do locus CRISPR por HRMA 

 A análise da hipervariação do locus CRISPR (clustered, regularly interspaced short 

palindromic repeats) de Campylobacter spp. através da técnica de HRMA (high resolution 

melting analysis) foi uma metodologia recentemente desenvolvida por Price e colaboradores 

(2007). O sistema CRISPR é formado por sequências repetidas contendo de 23 a 47 pb 

separadas por espaçadores de tamanho similar. Os espaçadores são porções de ácidos 

nucleicos não pertencentes à célula bacteriana, como por exemplo, DNA de fagos ou até 

mesmo de plasmídeos. Tais elementos podem proteger a bactéria contra elementos genéticos 

móveis, em particular os bacteriófagos, plasmídeos e transposons (Sorek et al., 2008; Garneau 

et al., 2010; Bikard et al., 2012). Devido ao alto polimorfismo característico das sequências 

CRISPRs, as mesmas vêm sendo utilizadas com sucesso para subtipar linhagens de 

Mycobacterium tuberculosis (Groenen et al., 1993), Yersinia pestis (Pourcel et al., 2005), 

Salmonella enterica de diversas sorovariedades (Wehnes et al., 2014), Campylobacter jejuni 

(Schouls et al., 2003; Kovanen et al., 2014), entre outros. 

  O HRMA consiste em uma técnica pós-reação de polimerase em cadeia (PCR), que 

detecta a variação da sequência de nucleotídeos no locus específico através da análise dos 

perfis das temperaturas de melting (Levesque et al., 2011). É considerado o método mais 

simples para genotipagem e determinação de mutações, pois não são necessárias separações 

ou processamento de amostras posteriormente a PCR. Após a amplificação por PCR, as 

curvas de melting são geradas por monitoramento da fluorescência de um corante (dye) 

intercalante de dupla-fita de DNA que não inibe a PCR quando usado em uma alta 

concentração garantindo, dessa maneira, uma completa intercalação aos amplicons gerados 

(Reed et al., 2007; Hofinger et al., 2009). O dye possui alta fluorescência quando ligado às 

moléculas de DNA e baixa fluorescência quando não ligado. A amplificação é seguida pela 

etapa de desnaturação térmica do produto da PCR. Nesse momento, as moléculas do agente 

intercalante de DNA são liberadas levando a mudanças na fluorescência. O resultado é um 

perfil de melting característico de cada amplicon (Ruskova; Raclavsky, 2011). 
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  Assim, a análise do locus CRISPR por HRMA pode ter um alto poder discriminatório 

entre as linhagens, uma vez que as sequências CRISPRs são altamente variáveis (Price et al., 

2007; Merchant-Patel et al., 2010). Ademais, a eficiência de tal metodologia foi utilizada com 

sucesso na tipagem de Campylobacter jejuni (Price et al., 2007). Entretanto, a adequação da 

metodologia para a tipagem de Campylobacter coli ainda não foi avaliada. 

 

1.6.4. Multilocus sequence typing (MLST) 

 A metodologia do MLST foi proposta por Maiden e colaboradores como uma 

metodologia capaz de superar os problemas de reprodutibilidade inter-laboratoriais e a grande 

dificuldade de se analisar as relações genéticas entre isolados de diferentes locais do mundo 

em laboratórios distintos (Maiden et al., 1998).  

 Essa metodologia baseia-se no sequenciamento de alguns genes essenciais ou de 

manutenção, denominados genes housekeeping. Após o sequenciamento, as sequências são 

depositadas em um banco de dados online sendo cada sequência correspondente a um alelo. 

Sequências distintas são caracterizadas como diferentes alelos e recebem, arbitrariamente, um 

número de identificação. O conjunto de alelos de cada amostra bacteriana dá origem ao 

sequence typing (ST) que é utilizado em análises filogenéticas, populacionais e evolucionárias 

(Maiden et al., 1998; Urwin; Maiden, 2003). 

  O MLST possui a vantagem de ser altamente reprodutível além do fato de que seus 

resultados podem ser disponibilizados em bancos de dados online, o que possibilita a análise 

comparativa da diversidade genética de bactérias isoladas em diferentes regiões do mundo 

(Maiden et al., 1998). 

 Para as espécies de Campylobacter, especialmente, Campylobacter jejuni, a 

padronização dessa técnica foi realizada por Dingle e colaboradores no ano de 2001. Desde 

então, essa técnica vem sendo utilizada com êxito na subtipagem de linhagens de 

Campylobacter spp., sendo considerada, atualmente, o método de tipagem “padrão ouro” para 

esse gênero (Dingle et al., 2001; Schouls et al., 2003; Ragimbeau et al., 2008; Asakura et al., 

2012; Duarte et al., 2014). 

 

1.7. Epidemiologia 

 Zoonoses transmitidas por alimentos são uma importante causa de morbidade e 

mortalidade em todo o mundo. A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que mais de 
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dois milhões de pessoas morrem a cada ano de doenças diarreicas causadas principalmente 

pela ingestão de alimentos contaminados (WHO, 2005; EFSA, 2007). 

A campilobacteriose é uma zoonose de distribuição mundial com repercussões 

significativas no nível da Saúde Pública e com um elevado impacto socioeconômico (CDC, 

2015). De acordo com a European Food Safety Authority (EFSA, 2009) esta doença tem 

adquirido uma crescente importância a partir do início dos anos 2000, sendo mais 

frequentemente reportada do que a salmonelose. 

Recentemente, a European Food Safety Authority (EFSA, 2015) descreveu os 

possíveis fatores que influenciam a ocorrência das infecções por Campylobacter sendo eles: a 

idade, com predominância em crianças menores de 5 anos de idade; a temporada, uma vez 

que, um número mais elevado de casos de campilobacteriose é relatado durante os meses de 

verão; a linhagem infectante, pois algumas estirpes são menos patogênicas do que outras e a 

imunidade do hospedeiro.  

Segundo dados do Centers for Disease Control and Prevention (CDC, 2015) dos 

Estados Unidos, bactérias do gênero Campylobacter são a principal causa de gastroenterite 

em humanos no país, afetando cerca de 2,4 milhões de pessoas a cada ano. Da mesma 

maneira, a União Europeia estima que ocorram cerca de nove milhões de casos ao ano, apesar 

de apenas 200.000 casos serem reportados. O custo da campilobacteriose na Europa devido à 

perda de produtividade e gastos com o sistema de Saúde Pública é estimado em torno de 2,4 

bilhões de euros por ano (EFSA, 2015). 

No Japão, o Campylobacter é uma das causas mais comuns de gastroenterite em 

humanos, da mesma maneira no Canadá estima-se a ocorrência de mais de 600 mil casos ao 

ano (Thomas et al., 2006). Na Austrália, a estimativa é de que ocorram mais de 200.000 casos 

anualmente (Stafford et al., 2008) e os gastos com infecções entéricas excedem 1,2 bilhões de 

dólares anualmente (Abelson et al.,2006). 

A significativa diferença entre o número de casos reportados e a estimativa da 

ocorrência de infecções por bactérias do gênero Campylobacter, principalmente as espécies C. 

coli e C. jejuni, se justifica pelo difícil reconhecimento do patógeno nas doenças 

gastrointestinais, devido às exigências nutricionais e atmosféricas de crescimento. Além disso, 

a infecção por esse patógeno não é de notificação obrigatória em muitos países incluindo o 

Brasil (Jore et al., 2010; Havelaar et al., 2013; EFSA, 2015).  

No Brasil, assim como em muitos países em desenvolvimento, o isolamento e o estudo 

de Campylobacter, especialmente C. coli, não são muito frequentes, além de pontuais e 
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dispersos pelo país, o que dificulta avaliar a dimensão do envolvimento dessa bactéria como 

causadora de doença nos seres humanos e em animais, bem como, determinar o impacto de 

sua presença em alimentos e no meio ambiente (Scarcelli et al., 2005; Franchin et al., 2007; 

Aquino et al., 2010; Blasi et al., 2011). 
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7. CONCLUSÕES 

 

 O potencial patogênico das linhagens de Campylobacter coli estudadas não foi 

evidenciado o que pode estar relacionado ao fato da maioria dos estudos envolvendo o 

processo de patogênese de Campylobacter terem sido realizados para a espécie 

Campylobacter jejuni e não especificamente para Campylobacter coli. 

 

 A resistência a eritromicina, ciprofloxacina, tetraciclina e doxaciclina encontrada em 

algumas linhagens de Campylobacter coli estudadas é preocupante, pois tais bactérias 

podem disseminar genes de resistência à outras C. coli isoladas de fontes clinicas e 

não clínicas no Brasil. 

 

 Os resultados de PFGE e sequenciamento da pequena região variável (short variable 

region, SVR) do gene flaA demonstraram uma alta similaridade genética entre 

algumas linhagens estudadas, sugerindo que o meio ambiente e os alimentos tem sido 

uma possível fonte de contaminação para humanos e animais, ao longo de 16 anos, no 

Brasil. 

 

 A análise dos alelos gerados a partir do sequenciamento da SVR do gene flaA nos 

permite concluir que os alelos prevalentes nas C. coli estudadas são diferentes 

daqueles encontrados nos países Europeus. 

 

 A análise do locus CRISPR por HRMA demonstrou ser uma metodologia com baixo 

poder discriminatório e inadequada para a tipagem de Campylobacter coli. 

 

  Os dados de MLST sugerem que as linhagens tipadas isoladas de diversas fontes no 

Brasil, ao longo de 16 anos, possuem uma grande diversidade entre si e em 

comparação com outras linhagens isoladas em diferentes locais do mundo. 

 

 As técnicas de MLST e PFGE foram mais eficientes em diferenciar as linhagens em 

comparação ao sequenciamento da pequena região variável do gene flaA e análise do 

locus CRISPR por HRMA, de acordo com o índice de discriminação (D).
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