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RESUMO

CAMPOS, F. R. Isolamento e caracterizacao de Campylobacter spp. em
amostras de fezes e carcacas de suinos provenientes de abatedouros do
Estado de Sao Paulo. [Isolation and characterization of Campylobacter spp. in
samples of swine feces and carcasses collected in Sao Paulo State
slaughterhouses]. 2006. 47 f. Dissertacao (Mestrado em Medicina Veterinaria) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2006.

A importancia da espécie suina na transmissao de Campylobacter spp. assemelha-se aos
demais grupos de animais que se destinam a producao de carne, incluindo aves, bovinos e
ovinos. Os objetivos deste estudo foram isolar Campylobacter spp. a partir de fezes e
carcagas de suinos abatidos no Estado de Sao Paulo; identificar as espécies de
Campylobacter spp. presentes nos animais abatidos; caracterizar os isolados obtidos
através do Polimorfismo do Comprimento de Fragmentos Amplificados (AFLP). Para tal,
foram utilizadas 120 amostras de fezes e 120 suabes de carcagas de suinos, colhidas de
quatro diferentes abatedouros do Estado de Sao Paulo. Das 120 amostras de fezes
analisadas, 30 foram positivas para o isolamento de Campylobacter coli (25%) e duas foram
positivas para isolamento de Campylobacter jejuni (1,6%). Todas as amostras analisadas de
suabes de carcaga foram negativas para Campylobacter spp. As estirpes isoladas que
apresentaram caracteristicas bioquimicas sugestivas de Campylobacter spp. foram
submetidas ao teste de susceptibilidade ao acido nalidixico e cefalotina, destas 19,16%
(23/120) apresentaram resisténcia ao acido nalidixico apesar de todas as caracteristicas
bioquimicas indicarem se tratar de Campylobacter coli. Foram selecionadas para a analise
genotipica 38 amostras isoladas, sendo 36 de C. coli e dois de C. jejuni. A analise dos
isolados através do AFLP revelou a presenga de 28 perfis que foram designados P1 a P28.
A técnica discriminou as cepas de acordo com a espécie, porém, uma cepa previamente
caracterizada como C. coli foi agrupada com isolados de C. jejuni. Nao foi possivel
estabelecer a correlagao entre os isolados e o0 abatedouro de origem, no entanto observa-se
uma forte tendéncia dos isolados resistentes ao acido nalidixico em formar grupamentos de

maior similaridade.

Palavras-chave: Suino. Campylobacter. Carcagas. Fezes. Abatedouro.



ABSTRACT

CAMPQOS, F. R. Isolation and characterization of Campylobacter spp. in
samples of swine feces and carcasses collected in Sao Paulo State
slaughterhouses. [Isolamento e caracterizagao de Campylobacter spp. em
amostras de fezes e carcagas de suinos provenientes de abatedouros do Estado de
Sao Paulo]. 2006. 47 f. Dissertacao (Mestrado em Medicina Veterinaria) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2006.

The importance of swine species in the transmission of Campylobacter spp. resembles to the
other groups of animals that are destined to the meat production, including bovine and ovine
animals. The objectives of this study were to isolate Campylobacter spp. from swine feces
and carcasses slaughtered in Sao Paulo State; to identify the Campylobacter spp. species
presents in the slaughtered animals; to characterize the isolated samples by amplified
fragment length polymorphism (AFLP), for this, 120 swine feces samples and the same
number of carcasses swabs were collected of four different slaughterhouses in Sao Paulo
State. From 120 feces samples, 30 (25%) were positive for Campylobacter coli isolation and
two (1,6%) were positive for Campylobacter jejuni. All the analyzed carcass swabs samples
were negatives for Campylobacter spp. The isolated samples that presented suggestive
biochemical characteristics of Campylobacter spp. were submitted to the susceptibility test to
the nalidixic acid and cefalotine, from that 19.16% (23/120) presented resistance to the
nalidixic acid in spite of all the biochemical characteristics indicate that they were
Campy/obécter coli. They were selected for the genotypic analysis 38 isolated samples,
being 36 of C. coli and two of C. jejuni. The analysis of the 38 tested samples by AFLP
showed the presence of 28 profiles that had been assigned P1 to P28. The technique
discriminated the samples in agreement with the species, however, one sample previously
characterized as C. coli was clustered as C. jejuni. It was not possible to establish the
correlation between the isolated samples and the origin slaughterhouse, however a strong
tendency of the isolated samples acid nalidixic resistant to create clusters with more

similarity.

Key Words: Swine. Campylobacter. Carcass. Feces. Slaughterhouse.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, o rebanho suino tem a sua maior representagao numeérica,
econdmica e tecnoldgica na regidao Sul, seguida pelas regides Sudeste, Centro
Qeste e Norte. Tendo em vista o tamanho continental do nosso pais e a influéncia
européia na criagao de suinos, o Brasil classifica-se como o quinto maior produtor de
carne suina do mundo (ABCS, 2004).

As regides Sudeste e Centro Oeste também tém se destacado na
suinocultura brasileira, devido aos grandes investimentos que estdao sendo
implantados em Minas Gerais, Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul,
principalmente (ABCS, 2004).

As regides Norte e Nordeste, que detém um rebanho muito extenso, tém uma
importancia social e econdmica expressiva para estes Estados (ABCS, 2004).

A carne suina € a mais consumida no mundo, mas no Brasil ela perde em
preferéncia para a carne bovina e a de frango (MOREIRA, 2003). As exportagoes
brasileiras de carne suina tém mostrado um grande crescimento nos ultimos anos,
devido a excelente competitividade do nosso produto no exterior, perdendo para o
Canada, Estados Unidos e Dinamarca (MOREIRA, 2003).

A globalizagao de economia exige da suinocultura refinamento tecnoldgico
para aumentar o desempenho dos animais, reduzir custos e melhorar a qualidade do
produto. A nutricao, a genética, a sanidade, as instalagoes e o manejo sao grandes
areas que devem ser consideradas em conjunto para maximizar resultados
qualitativos e econémicos (MOREIRA, 2003).

A selecao genética, procurando aumentar o potencial biol6égico, os progressos
na nutricdo, instalagoes e manejo, viabiliza produzir mais animais por area, exigindo
dessa forma cuidado especial com a sanidade. A prevengao, erradicagdo de
doencgas transmissiveis e controle rigoroso sobre os insumos veterinarios utilizados
na produgao animal constituem um elenco de medidas essenciais para garantir
niveis seguros e competitivos na produgao de alimentos de origem animal
(MOREIRA, 2003).

Os classicos agentes infecciosos, virus, bactérias, fungos, espiroquetas,

protozoarios e helmintos ainda estao presentes e sao motivos de preocupagao na



exploragcdo moderada dos animais, principalmente quando se estd aumentando,
cada vez mais, a densidade animal por area. (MOREIRA, 2003).

A densidade populacional deve ser vista em todo o territorio nacional e nao so6
na propriedade. Os paises com uma populagao animal altamente concentrada
possuem condicdes favoraveis para a propagacao desses agentes, desencadeando
epidemias de grande porte e longa duracdo. Outro aspecto a considerar é a
transformagao em escala mundial de um grande numero de rebanhos pequenos em
um numero pequeno de propriedades com grandes rebanhos, o que favorece a
manutengdo de determinadas doengas transmissiveis, principalmente as
respiratérias, digestivas e por contato direto (Moreira, 2003). A incidéncia global de
doencas causadas por alimentos € de dificil estimativa. No entanto no ano de 2000,
cerca de 2,1 milhdes de pessoas morreram por doencas diarréicas e em alta
proporgao destes casos a causa é atribuida a alimentos e agua contaminados
(WHO, 2002).



2 REVISAO DE LITERATURA

As bactérias do género Campylobacter sao amplamente distribuidas na
natureza, sendo isoladas de diversas especies animais, tanto domésticas quanto
silvestres, ocasionando um grande numero de patogenias que variam de
abortamento e infertilidade a enterite, gastrite e mastite (SCARCELLI et al., 2001).

O género Campylobacter constitui-se de bastonetes curvos em forma de
virgula, "S", asa de gaivota ou espiral, cujas dimensodes variam entre 0,2 a 0,9 um de
largura por 0,5 a 5 um de comprimento. Sdo bactérias gram-negativas,
microaerdfilas, ndo hemoliticas, ndo esporuladas e as colonias freqlientemente nao
sdo pigmentadas. Células em culturas com mais de 48 horas tendem a assumir
formas esféricas ou cocéides. Méveis por meio de flagelo Unico em uma ou ambas
extremidades, possuem movimento caracteristico em "serrote" ou "saca-rolha", que
pode ser observado claramente em microscépio de contraste de fase ou de campo
escuro. Apresentam metabolismo do tipo respiratério e nao utilizam carboidratos
como fonte de carbono (VANDAMME; DE LEY, 1991; HOLT et al., 1994).

A campilobacteriose € uma zoonose de distribuigdo mundial, tendo como via
de transmissao para o ser humano o contato direto com animais portadores e o
consumo de agua e alimentos de origem animal contaminados, como carnes mal
processadas e a ingestao de leite nao pasteurizado (ALTEKRUSE, 1998; SKIROW,
1991).

O primeiro relato sobre o isolamento de bactérias curvas ou espiraladas de
animais foi feito por Mac Fadyen e Stockman' (1909 apud PINHEIRO, 2003, p. 1) na
Inglaterra, a partir de fetos ovinos abortados. Anos mais tarde Smith? (1918 apud
PINHEIRO, 2003, p. 1), nos Estados Unidos, descreveu a participagao de bactérias
microaerdfilas de morfologia semelhante ao género Vibrio em abortamentos bovinos

e ovinos. Um ano depois, foram denominados “Vibrio fetus’, por Smith e Taylor’

l MAC FADYEN, J.; STOCKMAN, S., 1909 apud KIST, M. Who discovered Campylobacter jejuni/coli? A
historical review. Zent. Bakteriol. Microbiol. Hyg.,. v. 261, p. 177-186, 1986. Abt., 1 Orig. A.

~ SMITH, T. Spirilla associated with disease of the fetal membranes in cattle (infectin abortion) J. Exp. Med., v.
28, p. 701-719, 1918.

'SMITH, T.; TAYLOR, M. S. Some morphological and biological characters of the spiriila (vibrio fetus n.sp)
Associated with disease of the fetal membranes in cattle . J. Exp. Med., v. 30, p. 299-311, 1919.



(1919 apud PINHEIRO, 2003, p.1), apos isola-las a partir de fetos bovinos
abortados.

Doyle (1944) obteve o isolamento de bactérias curvas microaerofilas a partir
de casos de diarréia suina, cujas caracteristicas fenotipicas nao se assemelhavam
totalmente ao Vibrio fetus nem ao Vibrio jejuni, denominando-o Vibrio coli e
sugerindo-o como agente etioldgico da disenteria suina (PINHEIRO, 2003).

Levy (1946) descreveu um surto de diarréia em humanos, verificando em
amostras de fezes e de sangue a presenca de formas curvas e espiraladas de
vibrides, sugerindo que a ingestdo de leite cru teria sido a provavel fonte de
contaminagao, estabelecendo, assim, a primeira infecgao humana relacionada a este
grupo de bactérias (PINHEIRO, 2003).

Até 1963, a espécie C. jejuni era denominada como Vibrio jejuni, quando
Sebald e Véron (1963) propuseram a criagao do género Campylobacter (do grego
campylo=cruvo e bacter=bacilo). Com base em estudos filogenéticos, Veron e
Chateleine (1966) propuseram a inclusdao do género Campylobacter na familia
Spirillaceae. Em 1973, Véron e Chateleine consideraram as bactérias Vibrio jejuni e
Vibrio coli como duas espécies diferentes denominando-as Campylobacter jejuni e
Campylobacter coli, respectivamente.

Na atualidade, o género Campylobacter engloba 17 diferentes espécies0:
Campylobacter coli, Campylobacter jejuni, Campylobacter lari, Campylobacter
concisus, Campylobacter curvus, Campylobacter helveticus, Campylobacter
hyointest/'ha/is, Campylobacter fetus, Campylobacter mucosalis, Campylobacter
sputorum, Campylobacter upsaliensis, Campylobacter gracilis, Campylobacter
hominis, Campylobacter insulaenigrae, Campylobacter lanienae, Campylobacter
rectus, Campylobacter showae, sendo que o Campylobacter jejuni subsp. jejuni,
Campylobacter coli e Campylobacter lari representam o grupo de bactérias
termofilicas, devido a temperatura 6tima de incubagao oscilar entre 42°C e 43°C, e
constituem-se nas espécies mais frequentemente isoladas de enterites humanas e
animais (WOO et al., 2002).

As espécies C. jejuni e C. coli sao estreitamente correlatas, sendo seus
mecanismos de patogenicidade muito semelhantes. A unica diferenca entre as duas
espécies, que pode ser observada bioquimicamente, revela-se através da prova da

hidrélise do hipurato. Devido a presenca do gene da hipuricase (hip), codificante



para a enzima hipuricase, C. jejuni € a unica espécie capaz de hidrolizar o hipurato
de sodio (LINTOM et al., 1997).

Até o inicio da década de 70, os poucos isolados de Campylobacter jejuni
eram provenientes de materiais clinicos como sangue, liquido sinovial e liquor, em
que nao havia a interferéncia de outros microrganismos. Através dos estudos de
Dekeyser et al. (1972) estas bactérias puderam ser isoladas a partir de fezes de
pacientes com diarréia, através do emprego de filtragcdo da suspensio de fezes em
membranas de poro de 0,65um, e posterior semeadura em meio seletivo. Esta
técnica permitiu que o Campylobacter spp. crescesse sem o desenvolvimento
exacerbado dos outros microrganismos fecais (PINHEIRO, 2003).

Desde entdo diversos autores passaram a modificar os meios de cultura
seletivos que viabilizaram o isolamento de Campylobacter spp. de individuos com
diarréia aguda, permitindo a verificagdo de sua participacado tanto nas enfermidades
humanas (BOLTON; ROBERTSON, 1982; BUTZLER; SKIROW, 1979; SKIROW,
1977), como nas animais (GENOVEZ et al.,, 1989; SCARCELLI et al., 1998)
(PINHEIRO, 2003).

Pesquisas realizadas em varias espécies animais também demonstraram que
diferentes espécies de Campylobacter podem colonizar diferentes segmentos
intestinais (GRIFFITHS et al., 1990; SALA et al., 1986; SMIBERT, 1984; TAYLOR et
al., 1981; THE NATIONAL ADVISORY COMMITTEE ON MICROBIOLOGICOL
CRITERIA FOR FOODS, 1994; VITOVEC et al., 1989; WALKER et al., 1986; WALZI
etal., 1957).

Os intestinos delgado e grosso sao os 6rgaos colonizados pelo C. jejuni,
observando-se inflamagao da lamina prépria com a presenca de neutroéfilos,
eosinofilos e células mononucleares, ocorrendo destruicao das células epiteliais das
criptas nos casos mais severos (BLASER, 1990; PEREZ-PEREZ; BLASER, 1991).

Os mecanismos pelos quais C. jejuni pode desencadear diarréia aquosa ou
disenteria muco-hemorragica s@ao baseados em quatro principais propriedades de
viruléncia: motilidade, aderéncia, invasao e producao de toxina (WASSENAAR,
1997).

A grande maioria das enterites observadas em paises desenvolvidos esta
associada a febre e a presenca de leucdcitos e sangue nas fezes, caracteristicas
que sugerem a capacidade invasora do microrganismo. C. jejuni & capaz de invadir e

provocar a lise “in vitro” de células de embrido de galinha, assim como células de



linhagem HelLA, e de causar bacteremia em animais experimentalmente infectados
como ratos, coelhos, bovinos e galinhas (PINHEIRO, 2003). As diarréias aquosas e
profusas, acompanhadas de desidratagdo, sdao associadas a elaboragao de uma
enterotoxina termolabil semelhante a toxina da colera e da toxina termolabil (LT) de
Escherichia coli (PINHEIRO, 2003). Por sua vez, as disenterias sao relacionadas a
producdo de citotoxina similar a toxina de Shiga (BLASER, 1990; BUTZLER;
KLIPSTEIN et al., 1985; PEREZ-PEREZ; BLASER, 1991; RUIZ-PALACIOS et al.,
1983; SKIRROW, 1979; WASSENAAR, 1997).

C. jejuni e C. coli nao apresentam fimbrias, utilizando como adesinas o flagelo
e os lipopolissacarideos (MCSWEEGAN; WALKER, 1986; WASSENAAR, 1997).

Nos ultimos anos, tem sido demonstrada associagao entre a infec¢ao por C.
jejuni e duas doengas neurologicas emergentes: polineuropatia desmielizante
inflamatéria aguda, a Sindrome de Guillain-Barre (GBS), e a Sindrome Paralitica
Chinesa, mais recentemente denominada de neuropatia axonal motora (DUIM et al.,
2000; PINHEIRO, 2003).

Relatos no Brasil de isolamentos de C. jejuni e C. coli de casos de diarréia em
animais como bovinos, suinos, frangos de corte, cdes, gatos e primatas sdo
constantemente apresentados (CARVALHO et al., 1993; JARAMILLO, 1983; LAGE,
1992; MAMIZUKA et al., 1993; PINHEIRO et al., 1993; SCARCELLI et al., 1991;
SCARCELLI et al., 1998). Ao mesmo tempo, o aumento das taxas de isolamento
desse microrganismo, de animais aparentemente sadios, enfatiza a necessidade de
um melhdr conhecimento das campilobacterioses nas suas varias formas (LANDER,
1985; PINHEIRO, 20083).

O substancial aumento na freqiéncia de isolamento de Campylobacter spp.
de casos de diarréia humana e as altas taxas de portadores animais destes
microrganismos, tornam necessarias a identificagdo e a caracterizagao de novos
marcadores que déem suporte as investigagdes epidemiologicas (LIOR, 1994;
PINHEIRO, 20083).

O uso de técnicas moleculares vem ganhando cada vez mais destaque na
pesquisa de microrganismos enteropatogenos devido as suas vantagens, como a
possibilidade de pesquisar um grande nimero de amostras em um curto intervalo de
tempo e a sensibilidade dos testes. No Brasil ha poucos estudos empregando essas

técnicas na pesquisa de Campylobacter spp (CORTEZ, 2006).
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Dentre os métodos empregados na subtipagem de Campylobacter spp.,
destacam-se as técnicas: eletroforese em campo puisatil (“pulsed-field gel
eletrophoresis” — PFGE) (NIELSEN et al., 2000), polimorfismo de comprimento de
fragmentos de restricdo do DNA (“restriction fragment length polymorphism” — RFLP)
(FRASER et al., 1992), DNA polimoérfico amplificado ao acaso (“random amplified
polymorphic DNA” — RAPD) (LAM et al., 1995) e polimorfismo de tamanho de
fragmentos amplificados (“amplified fragment length polymorphism” — AFLP) (DUIM
et al., 2000; PINHEIRO, 2003).

AFLP é uma combinacao de RFLP e RAPD, incorporando-se ainda alguns
passos experimentais. A técnica envolve a digestao de DNA com enzima de
restricdo, conforme requer uma analise de RFLP. Neste caso, porém, o DNA é
digerido com dois tipos de endonucleases (corte raro e corte frequente), gerando
fragmentos de diferentes tamanhos. Os passos seguintes assemelham-se aos
principios da técnica RAPD: adicionam-se adaptadores, que complementam as
sequéncias do sitio de restricdo e primers complementares aos adaptadores
(CHAVES, 2002).

O ensaio de AFLP combina especificidade, resolucdo e poder de amostragem
da digestao de enzimas de restrigdo com a velocidade de detecgdo do polimorfismo
via PCR. AFLP é a tecnologia mais recente para obtengdo de um grande nimero de
marcadores moleculares distribuidos em genomas de eucariotos e procariotos
(GRACA, 2002).

A 'importéncia da espécie suina na transmissao de Campylobacter spp.
assemelha-se aos demais grupos de animais que se destinam a produgéo de carne,
incluindo bovinos e ovinos. Estes agentes podem ser isolados em proporgoes
elevadas de carcagas destas espécies logo apds o abate, no qual a evisceragdo se
constitui no ponto critico de contaminaga@o; embora o resfriamento e a secagem da
carcaga por ventilagdo forcada reduzam significativamente a carga bacteriana
(ALTEKRUSE et al., 1999; PINHEIRO, 2003).

Campylobacter ¢ um agente que representa um papel muito importante no
aparecimento de diarréia e/ou enterites em animais, condicionando grandes perdas
econdémicas aos suinocultores. (ALMEIDA et al., 1987; BLASER, 1982; CASON et
al., 1997; DAPPLER, 1953; DOYLE,1944; FRANCO,1995; GRIFFITHS et al., 1990:;
KETTLEY, 1997; MAFU et al., 1989; SKIRROW, 1994; THE NATIONAL ADVISORY
COMMITTEE ON MICROBIOLOGICOL CRITERIA FOR FOODS, 1994).
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Nos estudos realizados por Kettley (1997) sobre a patogénese da infecgdo
entérica por Campylobacter, ha a indicacao de que a colonizagdo de espécies de
Campylobacter na mucosa entérica de diferentes animais, incluindo o suino, resulta
na interferéncia da absorcdao intestinal, que em consequéncia, afeta o
desenvolvimento dos animais.

Segundo Caramori-Junior et al. (2002), Campylobacter coli € a espécie com
maior freqiéncia em suinos.

As enfermidades diarréicas em seres humanos constituem um problema de
saude publica mundial. Especialmente em paises em desenvolvimento, espécies de
Campylobacter spp. tém sido responsabilizadas como um dos agentes etioldgicos
que mais tiveram destaque em doengas veiculadas por alimentos (FITZGERALD et
al., 2001; ZORMAN; MOZINA, 2002).

No Brasil, a escassez de estudos empregando técnicas moleculares,
aplicadas a epidemiologia das campilobacterioses intestinais humanas e animais,
torna necessaria a implantagdo dessas metodologias para dar maior suporte a
investigagao de surtos de gastroenterites, em criangas e adultos, veiculados por
alimentos de origem animal contaminado pelo género Campylobacter (SCARCELLI
et al., 2005).



3 OBJETIVOS

e |solar Campylobacter spp. a partir de fezes e carcagas de suinos abatidos no

Estado de Sao Paulo.

e |dentificar as espécies de Campylobacter spp. presentes nos animais

abatidos.

e Caracterizar os isolados obtidos através do Polimorfismo do Comprimento de

Fragmentos Amplificados (AFLP).



4 MATERIAIS E METODOS

Foram selecionados quatro abatedouros do Estado de S&o Paulo para coleta

de amostras no periodo de margo a agosto de 2005.

4.1 Amostras

Foram utilizadas 120 amostras de fezes e 120 suabes de carcagas de suinos,
colhidas de quatro diferentes abatedouros do Estado de Sao Paulo.

As amostras de fezes foram colhidas diretamente do intestino dos animais e
os suabes foram realizado na regidao dorsal do suino atingindo todo o comprimento

da carcaga.

4.2 Isolamento Bacteriolégico

As amostras de fezes e de carcagas foram submetidas ao seguinte

processamento bacteriolégico, segundo Scarcelli et al. (1998):

4.2.1 Fezes

a) Um grama das fezes foi pesado e utilizado no preparo de suspensao em 10
mL de solugao salina esterilizada (0,9%). A suspensao de fezes foi deixada em
repouso para decantar por cerca de 5 minutos.

b) Um volume de 100 pL (2 gotas) do sobrenadante foi semeado em Agar
Brucella (DIFCO) acrescido de 10% de sangue desfibrinado de carneiro (meio ABS)
e suplementado com mistura antibiotica (GENOVEZ et al., 1986) composta por



Polimixina B (1.000 UI/L), Cicloheximide (20 mg/L), Novobiocina (5 mg/L) e
Bacitracina (15.000 UI/L).

c) Um volume de 2 ml da suspensao foi filtrado em membrana de poliestireno
(MILLIPORE) com poro de 0,65 upm, utilizando suporte plastico ("swinex" -
MILLIPORE) e seringas estéreis sendo 100 pL do filtrado semeado em meio ABS
e em caldo Tioglicolato (DIFCO).

d) As placas foram incubadas por 48-72 horas a 379C em estufa com
atmosfera de 5% CO2- Os tubos foram incubados por 48-72 horas a 370 C em

aerobiose.

4.2.2 Suabe de Carcacgas

Os suabes (tipo esponja 10 cm X 5 cm) umedecidos com meio Lethin (Difco)
foram friccionados na regidao dorsal das carcagas. Apds a chegada no laboratério os
mesmos foram embebidos em 10 mL de caldo BHI (Infusdo Cérebro Coragio)
(DIFCO) e glicerol (Merck) a 20%.

As bolsas plasticas contendo os suabe foram submetidas a homogeneizagao
por 60 seg. em triturador mecanico (STOMACHER 80 — LAB SYSTEM). Uma
aliquota de 100 L (2 gotas) da suspensao resultante foi semeada em Agar Brucella
(DIFCO) acrescido de 10% de sangue desfibrinado de carneiro (meio ABS) e
suplementado com mistura antibiética (GENOVEZ et al., 1986) composta por
Polimixina B (1.000 UI/L), Cicloheximide (20 mg/L), Novobiocina (5 mg/L) e

Bacitracina (15.000 UI/L). As placas foram incubadas por 48-72 horas a 379C em

estufa de com atmosfera de 5% CO»> -

Apos o periodo de incubacao, as colbnias suspeitas foram identificadas
atravées de métodos presuntivos como coloracao de Gram, observacao de
mobilidade em microscopio de campo escuro e teste de oxidase. Uma vez

caracterizada a presenca de colénias bacterianas do género Campylobacter, foram
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determinadas as espécies e as subespécies por provas bioguimicas: catalase,
formacao de H»S em meio de Triplice Acucar Ferro (TSI), hidrolise do hipurato,

crescimento a temperatura de 25 e 42 9C. sensibilidade ao acido nalidixico (30 ug) e
a cefalotina (30 ug) (HOLT et al., 1994). Os isolados positivos para hidrélise do
hipurato foram caracterizados como C. jejuni, sendo os negativos para esta prova

classificados como C. coli.

4.3 Extracao do DNA bacteriano

A extracdo do DNA bacteriano foi realizada a partir de um raspado da placa
contendo colbénias de género Campylobacter resultantes de culturas de 2 a 3 dias
ABS. O protocolo para extracao de DNA detalhado a seguir foi realizado segundo
descrito por Boom et al. (1990).

O suabe contendo o raspado da placa foi adicionado a um microtubo
contendo 1ml do tampao de lise (Tiocianato de Guanidina 120g; Triton 100X 1ml;
Tris-HCI 0,1M [pH 6,4] 111,2ml; EDTA 0,5M 8,8ml) e 40ul da suspensao carreadora
(Terra Diatomacea 1gr; HCI 50ul; agua ultrapura 5ml).

O microtubo contendo a amostra foi agitado por um minuto e deixado sobre a
bancada por dez minutos. Passado este periodo o microtubo foi centrifugado por
dois minutos a 14.000rpm. O sobrenadante obtido foi descartado e ao pélete
formado foi adicionado 1ml do tampao de lavagem (Tiocianato de Guanidina 120g,
Tris-HCI 0,1M [pH 6,4] 100ml). O microtubo foi entdo agitado por 30 segundos e
centrifugado por dois minutos, o sobrenadante obtido foi descartado e o pélete
novamente submetido a este procedimento. O pélete obtido apds esta etapa foi
submetido a duas lavagens com 500ul de etanol 70% (dois minutos a 14.000rpm) e
uma lavagem com 500ul de acetona (dois minutos a 14.000rpm). Os microtubos
contendo o pélete tratado com acetona foram mantidos em estufa a 37°C por 20
minutos. Apos a completa secagem do pélete foram adicionados 100ul de tampao
de eluicao (10mM Tris-HCI, TmM EDTA [pH 8,0]) ao microtubo e este, agitado por
um minuto e mantido a 56°C por dez minutos. Passado este tempo o microtubo foi

centrifugado por cinco minutos a 14.000rpm e o sobrenadante contendo o DNA,



armazenado em tubos limpos e numerados. As amostras de DNA foram mantidas a

—20°C até sua utilizagédo na PCR.

4.4 Polimorfismo do Comprimento de Fragmentos Amplificados (AFLP)

O AFLP foi realizado segundo protocolo descrito por Mclauchiln et al. (2000)
utilizando se a endonuclease de restricao Hind Il como unica enzima.

Para clivagem do DNA bacteriano, 4 ug de DNA foram adicionados a um
microtubo contendo 24U de Hind 1l (Invitrogen, Sdo Paulo), tampao da enzima (1X)
e agua até o volume final de 20 pl. O tubo foi incubado a 37°C por 12 a 18 horas.

Uma aliquota de 5 ul do DNA clivado foi adicionada a um microtubo contendo
0,2 pug dos adaptadores ADH1 e ADH2, 1U de T4 DNA ligase, tampao ligase e agua
até o volume final de 20 ul. Esta reagao foi incubada a temperatura ambiente por 3

horas. O DNA ligado foi aquecido a 80 °C por 10 minutos.

Para realizagao da PCR foram testados primers seletivos com variagdes no
nucleotideo terminal, sendo utilizada a seqténcia HI-G no decorrer do trabalho. A
seqlUéncia de bases dos primers utilizados para ligagao e amplificagdo e sua posi¢cao
relativa ao sitio de restricao da enzima Hindlll esta apresentado na figura 1.

A PCR foi realizada utilizando-se 2 pl do DNA ligado diluido, 2,5 mM de
MgClz, 300 ng do primer ( HI-X), 1,0 U de Taq DNA polimerase, 1 X tampao de PCR
e agua até o volume final de 50 pl. A reagédo foi submetida a denaturagdo a 94° C
por 4 minutos seguido por 35 ciclos de 1 minuto a 94° C, 1 minuto a 60° C e 2,5

minutos a 72°C.



5AGCTI—//—-—-A T3
1. Fragmento Hind 11|
3 A-—//---TTCGA 5’

ADH1 5 ACGGTATGCGACAG 3
2. Adaptador
ADH2 3" GAGTGCCATACGCTGTCTCGA 5’

3. Primer especifico HI-X 5 GGTATGCGACAGAGCTTX 3’

(1) Sitios de restricao da endonuclease Hindlll, (2) Sequéncia dos dois oligonucleotideos
complementares que formam os adaptadores que se ligam as extremidades dos fragmentos
de restrigao, (3) Seqliéncia do primer utilizado na amplificagao dos fragmentos. O X indica o
local em que é inserida a base seletiva (A, T, G ou C).

Figura 1 - Sitio de restricao da enzima Hindlll, adaptadores e sequéncia de primers
para tipagem de Campylobacter spp.através da AFLP

4.5 Determinacao do indice Discriminatério (DI)

Os resultados obtidos através da caracterizacao genotipica foram analisados
segundo o método numérico descrito por Hunter e Gaston (1988), com a seguinte

formula:

DI= 1- 1 ¥ nj(nj-1)

N(N-1) j=1

Onde N é o nimero de amostra da populagao teste, s € o numero de

diferentes tipos e nj € o nimero de amostras representando cada tipo. O valor DI
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indica a probabilidade de dois isolados selecionados ao acaso em uma populagao

teste serem alocadas em diferentes grupos.

4.6 Analise Estatistica dos Fragmentos Amplificados

Para anadlise estatistica dos fragmentos amplificados pelo AFLP foi utilizado o
programa NTSYS ("Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System"). A
similaridade das amostras foi estimada atravées do coeficiente de Jaccard,
representado pela seguinte férmula:

Jaccard: Sj= (a/n-d)
Onde a, b, c e d sao possiveis de serem visualizados quanto ao seu

significado na forma de uma tabela de frequéncia para os dois objetos a e B:

Sendo que, n=u+m € o numero total de bandas, m=a+d é o numero de
bandas compartilhadas e u=b+c & o numero de bandas nao compartilhadas.

Com a matriz de similaridade gerada pelo coeficiente de Jaccard foi possivel
determinar os grupos pelo método de "Unweighthed Pair-Group Method Using
Arithmetic Average" (UPGMA), que foi representado pela forma de dendrograma.



5 RESULTADOS

Das 120 amostras de fezes analisadas, 30 foram positivas para o isolamento
de Campylobacter coli (25%) e duas foram positivas para isolamento de
Campylobacter jejuni (1,6%). Todas as amostras analisadas de esfregaco de
carcaca foram negativas para Campylobacter spp.

Os resultados obtidos através do isolamento bacteriano sao apresentados na

tabela 1 e grafico 1.

Tabela 1 - Ocorréncia de Campylobacter spp. em fezes e esfregago de carcaga de
suinos em quatro abatedouros do Estado de Sao Paulo, no periodo de
2004-2005, através de isolamento bacteriolégico

ISOLAMENTO
ORIGEM FEZES ESFREGACO DE CARCACA
C. coli C. jejuni C. coli C. jejuni
Abatedouro 1 04/30 0/30 0/30 0/30
Abatedouro 2 19/30 0/30 0/30 0/30
Abatedouro 3 05/30 0/30 0/30 0/30
Abatedouro 4 02/30 02/30 0/30 0/30
Total 30/120 02/120 0/120 0/120




C. coli C. jejuni

@ Abatedouro 1 B Abatedouro 2 O Abatedouro 3 O Abatedouro 4

Grafico 1 - Frequéncia de Campylobacter coli e Campylobacter jejuni em fezes de
suinos em quatro abatedouros do Estado de Sdo Paulo, no periodo de
2004-2005, através de isolamento bacterioldgico

Os isolados com caracteristicas bioquimicas sugestivas de Campylobacter
spp. foram submetidos ao teste de susceptibilidade ao acido nalidixico e cefalotina.
Algumas amostras apresentaram resisténcia ao acido nalidixico apesar de todas as
caracteristicas bioguimicas indicarem se tratar de Campylobacter coli. A tabela 2 e o
grafico 2 apresentam a fregliéncia de isolados resistentes ao acido nalidixico nos
quatro abatedouros examinados.

Foram selecionadas para a caracterizagdo genotipica através do AFLP 38
estirpes de Campylobacter isolados dos trinta animais positivos, sendo 36 de C. coli

e 2 de C. jejuni.
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Tabela 2 - Frequéncia de isolados de C. coli resistentes
ao acido nalidixico — Sao Paulo — 2005

ABATEDOUROS RR SNRC
A 4/30 (13,33%) 0/30 (0%)
A2 15/30 (50%) | 10/30 (33,33%)
A3 4/30 (13,33%) 1/30 (3,33%)
A4 0/30 (0%) 4/30 (13,33%)
TOTAL 23/120 (19,16%) | 15/120 (12,50%)

Legenda: RR= resistente ao acido nalidixico e a cefalotina /
SNRC= sensivel ao &cido nalidixico e resistente a cefalotina

50%-

40%:-

30%-

20%-

10%17]

0%+

RR SNRC

EHA1 BA2 (0A4 0 A4 ETotal

Grafico 2 - Freqgliéncia de isolados de C. coli resistentes ao acido nalidixico

A andlise das 38 amostras testadas através do AFLP revelou a presenca de
28 perfis que foram designados P1 a P28 (Figuras 2 e 3). Cada perfil foi
caracterizado por 5 a 11 fragmentos de DNA com tamanho entre 300-1500 pb. Os
perfis observados foram diferentes entre si pela presenca ou auséncia de pelo

menos uma banda. O indice discriminatério obtido através AFLP foi de 0,96.
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A partir da analise dos perfis obtidos no AFLP foi criado o dendrograma
apresentado na figura 4, onde pode-se observar a formagao de dois grupamentos
principais denominados la e Ib. O grupamento menor (la) foi constituido de 3
isolados com similaridade inferior a 25% em relagcao ao resto das amostras. Dois
destes isolados foram caracterizados como C. jejuni através das provas bioquimicas.

O subgrupo Ib reuniu a maior parte das amostras e pode ser dividido em dois
grupamentos principais denominados lla e llb com cerca de 30% de similaridade
entre os isolados. O Grupamento Ilb foi subdividido em llla e llib. No subgrupo llla
observa-se a presencga de isolados de trés abatedouros diferentes.

O subgrupo llIb foi dividido em dois agrupamentos principais, 1Va e IVb. O
subgrupo IV a é formado apenas por amostras isoladas no abatedouro 2,
apresentando amostras isoladas de animais diferentes com caracteristicas idénticas
e amostras isoladas do mesmo animal com caracteristicas diferentes.

No subgrupo IVb, encontram-se agrupadas 23 das 38 amostras analisadas
sendo a maior parte delas (16/22) resistente ao acido nalidixico. Os grupamentos Va
e Vb formados apresentam amostras de trés abatedouros diferentes, destacando-se
no grupamento Vb um grupo de 5 amostras clonais resistentes ao acido nalidixico e
isoladas de dois abatedouros distintos.

Observa-se, avaliando os grupos de amostras clonais a ocorréncia de
amostras com o mesmo perfil genotipico e com caracteristicas fenotipicas diferentes
(resisténcia/ sensibilidade acido nalidixico). Isolados de mesmo animal distribuidos
em agrupamentos distintos no dendrograma, como por exemplo, as amostras 11aA2
(subgrupo Vb) e 11bA2 (subgrupo 1Va).



33

Figura 2 - Polimorfismo do Comprimento de Fragmentos Amplificados (AFLP).
Colunas 1 a7, 9 a 19 — Amostras de C. coli e C. jejuni isoladas de fezes.
M - 100bp DNA Ladder
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Figura 3 - Polimorfismo do Comprimento de Fragmentos Amplificados (AFLP).
Colunas 1 a 20 — Amostras de C. coli isoladas de fezes. M - 100bp DNA
Ladder
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Figura 4 - Dendrograma baseado em UPGMA a partir da analise de agrupamento do

coeficiente de Jaccard pela técnica de AFLP com amostras de C. coli e C.
Jjejuni isolados de fezes de suinos
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6 DISCUSSAO

A Campilobacteriose € uma zoonose de distribuicdo mundial, sendo
Campylobacter jejuni e Campylobacter coli considerados microrganismos
ubiquitarios, encontrando-se dispersos no ambiente, como também se comportando
como agentes patogénicos ou comensais do trato gastrointestinal de animais
domésticos e selvagens. (SCARCELLI et al., 1998)

No presente estudo 120 amostras de fezes de suino foram analisadas e o C.
coli foi isolado de 30 amostras (25%) e C. jejuni de 2 amostras (1,6%), ressaltando-
se a elevada freqiiéncia de C. coli nesta espécie como verificado na tabela 1.

Em estudo realizado por Boes et al. (2005) analisando 480 amostras de fezes
de suinos de 24 propriedades, C. coli foi isolado em 92% das amostras, e C. jejuni
em 0,8%. Estes autores avaliaram a prevaléncia das duas espécies de
Campylobacter em propriedades com producdo exclusivamente de suinos e
propriedades produziam também bovinos e frangos e verificaram que o C. jejuni
ocorreu em suinos apenas nas propriedades em que havia também criagdo de
bovinos ou aves. As amostras de fezes de bovinos apresentaram uma freqliéncia de
isolamento de C. jejuni de 42,7% e C. coli de 6,8%, enquanto as amostras de aves
apresentaram 31,6% de positividade para C. jejuni e 3,8% para C. coli. Apesar dos
dados descritos os autores sugerem que nao ha uma relagao direta entre criagoes
mistas e a ocorréncia de C. jejuni na espécie suina.

No presente estudo observou-se que nenhuma das 120 amostras de
esfregago de carcaca foi positiva para Campylobacter spp. Estes dados diferem dos
obtidos por Malakauskas et al. (2006), os quais descrevem uma freqliiéncia de
isolamento do agente em 62% das carcagas examinadas. Estes autores descrevem,
na Dinamarca, uma alta freqliéncia deste agente em fezes de suinos e em casos de
infeccoes de origem alimentar em humanos.

Apesar do resultado obtido no Brasil, deve-se ter em mente que a freqiiéncia
de isolamento de Campylobacter em amostras de fezes suina foi elevada, sendo que
o risco de contaminacao da carcaga no processo de abate existe e nao deve ser
desconsiderado. Neste caso, & provavel que o nuimero de bactérias viaveis na

superficie da carcaca tenha sido significativamente reduzido pela escalda seguida
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da exposicao a baixas temperaturas e dissecacao durante o processamento da
mesma além da influéncia do método de cultivo (BOES et al., 2005; SCARCELLI et
al., 1998).

Ao exame bioquimico verificou-se que das 36 amostras isoladas, 23 amostras
de C. coli foram resistentes ao acido nalidixico. Em estudo conduzido por Thakur et
al. (2005), de 542 isolados de C.coli avaliados, 58 foram resistentes ao &cido
nalidixico. Nachamkin (1993) descreve que o isolamento de estirpes de C.coli e C.
jejuni resistentes ao acido nalidixico é crescente, sugerindo que esta ocorréncia
pode dificultar o processo de identificagao destes microrganismos. A resisténcia ao
acido nalidixico, eritromicina e tetraciclina tem se mostrado presente em varios
estudos e pode estar indicando a utilizagao excessiva de antimicrobianos nesta
espécie animal.

Varias técnicas tém sido descritas para caracterizagdo molecular das
diferentes espécies de Campylobacter como ribotipagem, eletroforese em gel de
campo pulsado (PFGE), polimorfismo do comprimento de fragmentos de restrigao
(RFLP) e polimorfismo do comprimento de fragmentos amplificados (AFLP). Estes
métodos tém apresentado bons resultados com especificidade e poder
discriminatério variaveis, mas em alguns casos sao demorados, exigem
equipamentos especiais e alto grau de padronizagdo para obteng¢ao de resultados
confiaveis (DE ZOYZA; EFSTRATIOU, 2000).

Para diferenciagdao de amostras de Campylobacter spp. no presente estudo
optou-se por uma técnica de baixo custo, que ndo exige equipamentos sofisticados e
com alto poder discriminatério, como é caso do AFLP. Assim como outras técnicas
de tipagem, as variagoes nos resultados do AFLP sdao baseadas em mutagdes nos
sitios de restricao ou variagdao dos fragmentos de restricao (VANEECHOUTTE,
1996). A limitagao basica do AFLP e de outros procedimentos de tipagem genomica
consiste na necessidade de isolamento do microrganismo a ser testado, ja que o
DNA de outras fontes interfere nos resultados (SAVELKOUL et al., 1999).

Através do AFLP foi possivel separar as amostras de C. jejuni dos isolados de
C. coliem um subgrupo com baixa similaridade em relagao aos outros isolados. Uma
amostra caracterizada bioguimicamente como C. coli foi reunida neste subgrupo. A
discriminacao de isolados das duas espécies em dois clusters distintos € descrita por
outros autores através da PFGE e do AFLP (DUIM et al., 2001; GE et al., 2006;
MALAKAUSKAS et al., 2006).
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Siemer et al. (2005) descreve em estudo realizado com 177 isolados de
Campylobacter de diferentes origens, que 12% dos isolados caracterizados
previamente com C. coli, foram caracterizados através de provas moleculares como
C. jejuni. No presente estudo um isolado de C. coli foi agrupado junto aos dois de C.
jejuni.

As espécies C.coli e C. jejuni sdao estreitamente correlatas, sendo seus
mecanismos de patogenicidade muito semelhantes. A Unica diferenga entre as duas
espécies, que pode ser observada bioquimicamente, revela-se através da prova da
hidrélise do hipurato. C. jejuni é capaz de hidrolisar o hipurato de sodio, enquanto
que C.coli, assim como todas as outras estirpes do género Campylobacter que ndo
possuem o gene da hipuricase (hip), que codifica para a enzima hipuricase, ndo sao
capazes de hidrolisar o mesmo substrato (SCARCELLI et al., 2005).

Em fungado desta diferenga bioquimica entre as espécies C. coli e C.jejuni,
Linton et al. (1997) descreveram um conjunto de oliginucleotideos iniciadores
especificos para C. jejuni, baseadas na identificagao da sequéncia do gene hip, para
a deteccao de C. jejuni pela reagao de polimerase em cadeia (PCR) a partir de
amostras fecais e, também, para a identificagao entre C.coli e C. jejuni de estirpes
isoladas, quando a prova bioquimica tradicional da hidrélise do hipurato
apresentasse resultados inconclusivos (SCARCELLI et al., 2005).

Nao foi possivel observar o agrupamento das amostras de acordo com
abatedouro de origem, observa-se a ocorréncia de isolados clonais em diferentes
abatedouros, assim como é possivel identificar amostras diferentes isoladas do
mesmo animal. Malakauskas et al. (2006) descrevem a ocorréncia de diferentes
perfis em isolados de fezes de um mesmo suino, e ressalta a importancia de que
sempre que possivel sejam avaliadas mais de uma colénia de Campylobacter por
animal.

A técnica apresentou um indice discriminatério alto, 0,96. Apesar de nao
terem sido observadas na literatura consultada, referencias citando este indice para
as diferentes técnicas descritas, pode-se dizer que este resultado é bastante
satisfatorio, uma vez que significa que ao serem escolhidas ao acaso, duas cepas de
Campylobacter tém 96% de probabilidade de serem alocadas em perfis diferentes.

Avaliando-se o dendrograma € possivel observar uma tendéncia de amostras
resistentes para o acido nalidixico estarem agrupadas com maior grau de

similaridade. Esta correlacdo também é descrita por Keller et al. (2006) ao avaliarem
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geneticamente amostras resistentes para macrolideos e fluoroquinolonas através da
PFGE. O surgimento de cepas resistentes a estas drogas geralmente ocorre por
mutagdes pontuais que podem ser disseminadas através de clones predominantes
ou estar ocorrendo de forma independente de acordo com a pressao de selegao nos
rebanhos.

Siemer et al. (2005) em estudo comparativo entre isolados de Campylobacter
de origem humana, suina, aviaria e bovina realizado na Dinamarca em 2005, indica
uma baixa correlagdo entre as amostras de origem suina e infecgdes em humanos
neste pais, sendo as amostras de origem aviarias geneticamente mais proximas das
causadoras de infec¢oes de origem alimentar.

Apesar destes dados, o presente estudo indica a necessidade de avaliacoes
freqUentes sobre a importancia do suino como reservatorio de C. coli e C. jejuni no
Brasil, uma vez que a maior parte dos casos de infecgoes de origem alimentar nao &
estudada e o agente ndo é identificado pelo sistema de saude, o que torna dificil a

correlagao entre os isolados de origem humana e animal.
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7 CONCLUSOES

. Os suinos abatidos no Estado sdo reservatérios de C. colie C. jejuni.

° A ocorréncia de isolados de C. coli resistentes ao acido nalidixico é alarmante.
. O AFLP apresentou bons resultados na genotipagem de amostras de

Campylobacter spp.
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