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RESUMO 

 

A campilobacteriose é uma zoonose de distribuição mundial, que causa 

gastroenterite em humanos. As ocorrências de surtos alimentares causados por bactérias 

do gênero Campylobacter têm sido relacionadas ao consumo de produtos de origem 

animal, principalmente aos produtos de procedência avícola. As bactérias expressam 

genes que codificam fatores de virulência que propiciam a colonização e a ocorrência de 

eventos que subvertem a fisiologia do hospedeiro. Os genes cdtA, cdtB e cdtC codificam 

a proteína CDT (Cytolethal distending toxin), considerada um dos principais fatores de 

virulência de Campylobacter jejuni,  que contribui para o desenvolvimento de diarreia. 

Esse trabalho objetivou integrar os conhecimentos sobre esta bactéria emergente, 

descrever suas principais formas de virulência e verificar a presença dos genes cdtA, 

cdtB e cdtC  em amostras de C. jejuni  isoladas de cecos de aves, por meio da técnica de 

PCR. De todas as amostras, 100% (13/13) foram positivas para o gene cdtA, 84,6% 

(11/13) positivas para  o gene cdtB e 92, 3% (12/13) positivas para o gene cdtC . 84,6% 

das amostras foram positivas para os três genes. Foi possível verificar a presença dos 

genes de virulência cdtA, cdtB e cdtC nas amostras estudas, por meio da técnica de 

PCR. Os resultados encontrados estão de acordo com a literatura, que relata variações 

próximas a 100% na prevalência destes genes nas amostras pesquisadas; não obstante, é 

necessária a análise de um maior número de amostras para verificar a importância e o 

aparecimento destes genes nos isolados no Brasil. Além da presença dos genes, o 

presente trabalho também visou discorrer sobre formas de interpretação da presença dos 

genes de virulência, por meio do emprego da inteligência artificial, mais 

especificamente, das redes neurais artificiais (RNA’s). 
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ABSTRACT 

 

Campylobacteriosis is a zoonosis of worldwide distribution that causes gastroenteritis in 

humans. The occurrence of food outbreaks caused by bacteria of the genus 

Campylobacter has been linked to consumption of animal products, especially those of 

poultry origin. This bacteria expresses genes that encode virulence factors that promote 

colonization and the occurrence of events that subvert host's physiology. Genes cdtA, 

cdtB and cdtC encode protein CDT (Cytolethal distending toxin), considered one of the 

major virulence factors of Campylobacter jejuni, which contributes to diarrhea 

occurrence. This study aimed to integrate the knowledge about this emerging bacteria, 

describe its main forms of virulence and verify (by using PCR technique) the presence 

of genes cdtA, cdtB and cdtC in samples of C. jejuni isolated from poultry caecal. From 

the samples, 100% (13/13) were positive for the gene cdtA, 84.6% (11/13) positive for 

the gene cdtB and 92, 3% (12/13) positive for the gene cdtC. 84.6% of samples were 

positive for all three genes. It was possible to verify the occurrence of virulence genes 

cdtA, cdtB and cdtC in the analyzed samples. These results are consistent with literature, 

that reports a variation close to 100% in the prevalence of these genes in the samples 

studied. Nevertheless, it is necessary an analysis of a larger sample to verify the 

occurrence and relevance of these genes in isolates in Brazil. Besides the presence of 

genes, this study also aimed at discussing ways of interpreting the presence of virulence 

genes through the use of artificial intelligence, more specifically, artificial neural 

networks (ANN). 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A avicultura é hoje um dos setores de maior importância econômica no mercado 

brasileiro, empregando mais de 4,5 milhões de pessoas, direta e indiretamente. 

Atualmente, o Brasil é o maior exportador e o terceiro maior produtor de carne de 

frango do mundo. Segundo o relatório da UBABEF 2010/2011, a produção de carne de 

frango, em 2010, apresentou um crescimento de 11,3%, em relação a 2009. Em 2011, 

estudos realizados pela mesma instituição indicam que a produção brasileira de frangos 

deverá atingir 13,08 milhões de toneladas (6,9 % a mais do que o total produzido em 

2010). Com este desempenho o Brasil está cada vez próximo de superar a China e de se 

tornar o segundo maior produtor mundial de carne de frango (UBABEF, 2011). 

O Rio Grande do Sul também é destaque na produção de aves, sendo responsável pela 

terceira maior produção de carne de frango brasileiro, somente atrás do Paraná e de 

Santa Catarina (UBABEF, 2011). O destaque da avicultura brasileira e gaúcha está 

relacionado ao clima favorável, às grandes quantidades de terra agricultáveis, que 

disponibilizam fácil acesso e ao baixo custo de matéria-prima para a fabricação de 

rações. Outros fatores importantes são os investimentos em tecnologias, a alta 

disponibilidade de mão-de-obra especializada e a produção integrada e cooperada do 

setor.  Tal cenário leva o nosso produto ao topo das exportações por ser um alimento de 

ótima qualidade e bom preço, comparado aos concorrentes. 

A sanidade e a inocuidade também são grandes atributos do frango produzido no 

Brasil. Os plantéis são na grande maioria de criações livres das principais doenças 

avícolas. No entanto, bactérias como Campylobacter não são detectadas como problema 

para avicultura no campo, sendo consideradas comensais no intestino das aves, uma vez 

que não causam grandes prejuízos aos padrões zootécnicos dos animais (BACK, 2010). 

Assim, durante o abate, pode ocorrer a contaminação da carne de frango, configurando 

um sério problema para a saúde pública, já que este agente, apesar de inócuo para as 

aves, nos humanos pode causar diarreias e outras complicações. 

A campilobacteriose é uma zoonose de distribuição mundial, cujo principal 

representante é o Campylobacter jejuni. Estas bactérias são comensais do trato 

gastrointestinal de uma grande variedade de animais selvagens e domésticos 

(principalmente aves) (HUMPHREY, O’BRIEN & MADSEN, 2007). São organismos 

capazes de sobreviver em uma grande quantidade de ambientes (KEENER et al., 2004). 

A infecção nos humanos ocorre através da ingestão de carnes de aves cruas ou mal 
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cozidas, de leite não pasteurizado, do consumo de água e de alimentos de origem animal 

e vegetal contaminados, além do contato direto com animais portadores (KUMAR et al., 

2001; SCARCELLI et al., 2005) A contaminação de carcaças de frangos em 

abatedouros é considerada o principal fator de risco para estas infecções (ROZYNEK et 

al., 2005). 

A fim de manter o bom conceito do produto brasileiro, novas técnicas de 

identificação, de isolamento e de reconhecimento da patogenicidade de Campylobacter 

sp. devem ser pesquisadas e empregadas no país  A legislação brasileira ainda não 

contempla o controle de C. jejuni como agente infeccioso. Há apenas a citação deste 

microorganismo como patógeno na Portaria nº 451, de 19 de setembro de 1997, da 

ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária). Não obstante, já existem no 

Codex Alimentarius, discussões acerca desse patógeno nos alimentos de origem animal, 

especialmente de origem avícola. Acredita-se, que, devido às exigências internacionais 

em termos de exportação, cada vez maiores, a presença de C. jejuni possa se tornar alvo 

de barreiras, conforme o exemplo da Salmonela. Os objetivos dessa monografia são 

integrar os conhecimentos acerca do patógeno C. jejuni e relatar suas principais formas 

de virulência. Além disso, visa caracterizar algumas amostras, por meio da técnica de 

reação em cadeia da polimerase (PCR), quanto à presença de genes que codificam a 

produção de toxinas do complexo CDT. Por fim, este trabalho pretende explanar sobre o 

uso de redes neurais artificiais em conjunto com os resultados obtidos através da PCR.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

2.1 Campilobacter sp. 

 

O gênero Campylobacter constitui juntamente com os gêneros Arcobacter, 

Dehalospirillum e Sulfurospirillum, a família Campylobacteraceae (ESTEVES, et al., 

2011; FERNANDEZ; 2008).  Atualmente, compreende 18 espécies e seis subespécies, 

sendo quatro: C. jejuni, C. coli,  C. lari e C. upsaliensis conhecidas como termofílicas, 

ou seja, com capacidade de crescimento ideal a 42- 43°C (FERNANDEZ, 2008).  

Campylobacters são bactérias não esporuladas e formadoras de colônias não 

hemolíticas e, frequentemente, não pigmentadas. Microscopicamente, são bastonetes 

curvos em forma de vírgula, "S", asa de gaivota ou espiral, gram-negativos, cujas 

dimensões variam entre 0,2 a 0,9 μm de largura por 0,5 a 5 μm de comprimento. Estes 

microorganismos são móveis por meio de flagelo em uma ou em ambas as extremidades 

e apresentam um movimento característico em "serrote" ou "saca-rolha", que pode ser 

observado em microscópio de contraste de fase ou de campo escuro (BUTZLER, 2004; 

KEENER et al., 2004; HUMPHREY, O’BRIEN & MADSEN, 2007). 

Esta bactéria é incapaz de proliferar em presença do ar atmosférico, no entanto, 

também não cresce em meio anaeróbico, necessitando de condições de microaerofilia 

para o seu crescimento (5 a 7% de O2, 10% de CO2 e 85% de N2). Em ágar sangue, as 

colônias são pequenas, medindo de um a três milímetros de diâmetro, lisas, translúcidas 

e não hemolíticas (VANDAMME & DE LEY, 1991; HOLT et al., 1994; BUTZLER, 

2004; KEENER et al., 2004; HUMPHREY, O’BRIEN & MADSEN, 2007; KUANA, 

2008).  Já no ágar mCCDA (Modified Charcoal Cefoperazone Deoxycholate Agar, 

Oxoid), meio considerado seletivo para Campylobacter sp., as colônias são cinzas ou 

brancas, com formato irregular, arredondadas ou convexas (KONEMAN et al., 1992). 

Culturas mais velhas ou sob condições adversas de cultivo adquirem a forma cocóide ou 

corpos esféricos, que são associadas às bactérias viáveis, mas não cultiváveis. Esta 

ocorrência representa um estágio degenerativo do seu ciclo de vida, sem, contudo, levar 

à perda de seu poder infectante (FORSYTHE, 2002; SNELLING, et al., 2005). 

A temperatura ideal de crescimento dos Campylobacters termofílicos é de 42ºC 

em meios artificiais, sendo que a temperatura máxima de crescimento destes 

microorganismos é de aproximadamente 46°C e a mínima é de 30°C (HUMPHREY, 
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O’BRIEN & MADSEN, 2007). O pH para multiplicação dos Campylobacters, deve 

estar entre 4,9 (mínimo) e 9,5 (máximo), sendo ideal a faixa entre 6,5 a 7,5 (DAMAS & 

MARASSI, 2010). Além disto, crescem a uma concentração de cloreto de sódio de até 

2%. Não produzem indol e não fermentam ou oxidam açúcares, obtendo energia a partir 

de aminoácidos ou componentes intermediários do ciclo do ácido carboxílico (ZHANG, 

2008). São oxidase positivas e urease negativas. Podem ser catalase-positivas ou 

negativa, sendo as de maior importância do ponto de vista patogênico classificadas 

como catalase-positivas (JAY, 2000). 

Campylobacters são capazes de sobreviver em uma grande quantidade de 

ambientes (KEENER et al., 2004). São sensíveis à dessecação, contudo podem resistir 

em ambientes úmidos por várias semanas (BACK, 2010). Também são sensíveis aos 

raios ultravioleta, à radiação gama e são rapidamente destruídos pelo calor, não 

sobrevivendo aos processos térmicos utilizados no preparo do alimento (FRANCO & 

LANDGRAF, 2005). São facilmente destruídos pela pasteurização ou pela cocção dos 

alimentos (ICMSF, 2005). À temperatura de geladeira (4°C), os microorganismos são 

inativados mais rapidamente que em temperatura ambiente. Além disto, são altamente 

sensíveis ao congelamento, que os inativa, no entanto, mesmo assim podem permitir sua 

viabilidade por várias semanas (FRANCO & LANDGRAF, 2005).  

Mazieiro & Oliveira (2007) pesquisaram a prevalência de Campylobacter 

termofílicos em amostras de carne de frango frescas, refrigeradas a 4°C, por sete dias, e 

congeladas a -20°C, por 28 dias. Os autores encontraram uma prevalência de 93,3% em 

amostras frescas e 53,3% depois de refrigeração. 36,6% das amostras foram positivas 

para Campylobacter após 28 dias de congelamento a -20°C. Também Boufleur (2009) 

pesquisou a presença de C. jejuni por meio de isolamento e obteve 77,7% de 

positividade em amostras frescas de coração, 88,8% em amostras de fígado, 44,4% em 

amostras de moela, e 33,3% em amostras de drumete. Dentre todas as amostras frescas 

analisadas, 61,1% foram positivas para C. jejuni. Após o congelamento, em apenas 

8,3% foi obtido o isolamento de C. jejuni, sendo duas amostras de fígado e uma de 

coração. Desta forma, Boufleur (2009) verificou que a bactéria sobrevive ao 

congelamento, apesar da sua redução progressiva, quando submetida aos processos 

térmicos.  
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2.1.1 Campilobacteriose nas Aves 

 

Espécies aviárias, especialmente as domésticas são, frequentemente, infectadas 

por Campylobacter termofílicos, principalmente C. jejuni e C. coli (ZHANG, 2008). 

Bactérias do gênero Campilobacter encontram-se distribuídas mundialmente, em 

especial, nas regiões onde a criação comercial de frangos está estabelecida (SHANE & 

STERN, 2003), sendo a alta densidade um fator facilitador para a disseminação do 

agente entre as aves (ZHANG, 2008). 

A transmissão de Campylobacter entre as aves ocorre principalmente por via 

horizontal, por meio do contato com ratos, aves selvagens, cascudinhos, moscas, cama, 

equipamentos, pessoas, água e equipamentos contaminados (BACK, 2010). Não há 

evidências de o Campylobacter possa ser transmitido por via vertical, nem que o ovo 

seja fonte de contaminação para o homem (BACK, 2010). Cerca de 2 a4 dias após o 

início da eliminação bacteriana, 90-100% do lote torna-se infectado, devido à alta 

capacidade de transmissão horizontal do agente entre as aves. Após a infecção da ave, 

ela elimina a bactéria por várias semanas (SHANE & STERN, 2003). 

As bactérias habitam o trato digestivo, sendo bem adaptadas aos hospedeiros 

aviários, que normalmente não apresentam sinais clínicos (ZHANG, 2008). C. jejuni 

coloniza principalmente as criptas profundas do ceco, sendo encontrado na camada de 

muco, perto das células epiteliais, onde números extremamente altos (até 10
10

 unidades 

formadoras de colônias (UFC) por grama de intestino infectado) podem ser detectados 

(YOUNG, DAVIS & DIRITA, 2007). A alta incidência de C. jejuni em frangos pode 

ser reflexo da sua temperatura ótima de multiplicação, uma vez que o trato intestinal de 

aves tem temperatura superior à dos mamíferos, ou seja, cerca de 42º C (PARK, 2002).   

Tanto em surtos naturais, como em condições experimentais, aves infectadas 

com mais de uma semana não apresentam sinais clínicos. Esses são observados somente 

quando pintinhos de um dia são inoculados com Campylobacter. Os pintos apresentam 

diarreia e prostração (BACK, 2010). 

Os dados sobre prevalências da bactéria Campylobacter em plantéis brasileiros 

são bastante variáveis, assim como de outros países. Kuana (2008) analisou 22 lotes de 

frangos de corte com idade entre três e cinco semanas e observou 81,8% das amostras 

de conteúdos cecais positivos para o isolamento de Campylobacter sp. Gomes et al. 

(2006) isolaram C. jejuni de apenas 5,2%, das 404 amostras fecais de frangos 

provenientes de criações domésticas. Fonseca et al. (2007) detectaram Campylobacter 
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sp em 80% de amostras de pool de mecônio e em 54,55% das amostras de pool de fezes 

de matrizes.   

Boufleur (2009) avaliou a ocorrência de C. jejuni em granjas avícolas no estado 

do Rio Grande do Sul, correlacionando os índices de contaminação detectados com 

dados epidemiológicos obtidos através de entrevista com o responsável pela granja. 

Com este experimento, foram obtidas 52,5% das amostras positivas para C. jejuni e 

11,07% das amostras foram identificadas como Campylobacter sp. Segundo Boufleur 

(2009) a análise dos dados revelou existir influência dos índices de contaminação mais 

elevados com o número de aves alojadas, com o tempo de alojamento e de acordo com 

o sexo, sendo as fêmeas mais acometidas que os machos. 

 

2.1.2 Campylobacter jejuni e o seu potencial zoonótico 

 

Embora as espécies de Campylobacter termofílicos não sejam consideradas 

patógenos importantes nas aves, apresentam importância na segurança alimentar e em 

saúde pública (ZHANG, 2008), sendo o C. jejuni o principal responsável pelos casos de 

campilobacteriose em humanos, especialmente em crianças (CARVALHO et al., 2001). 

Assim, a pesquisa sobre a presença de Campylobacter potencialmente patogênico em 

animais domésticos e em alimentos de origem animal é fundamental para a segurança 

dos consumidores (WIECZOREK & OSEK, 2008). 

São reconhecidas duas espécies de Campylobacter jejuni como unidades 

taxonômicas independentes. São elas a Campylobacter jejuni subsp. jejuni e a subsp. 

doylei. Campylobacter jejuni subsp. doylei tem sido isolada do terço inferior do 

estômago de pacientes com úlcera gástrica e gastrite crônica ativa, além de crianças com 

diarreia. Já Campylobacter jejuni subsp. jejuni  apresenta a maior frequência de 

isolamento das espécies do gênero, e por isso, na maioria das vezes, é referida na 

literatura simplesmente como Campylobacter jejuni (FERNANDEZ, 2008). 

Os alimentos de origem animal são considerados a principal fonte de infecção da 

campilobacteriose em humanos (ALTEKRUSE et al., 1999). Estima-se que 50-70% dos 

casos de campilobacteriose humana tenham origem alimentar e estejam relacionados ao 

consumo ou à manipulação de carne de frango crua contaminada (SHANE & STERN, 

2003), sendo a contaminação de carcaças de frangos em abatedouros considerada o 

principal fator de risco para estas infecções (ROZYNEK, et al., 2005). A ingestão da 
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carne de frango contaminada crua, mal cozida ou recontaminada após o cozimento são 

as formas de transmissão mais comum em todo o mundo (KEENER et al., 2004). 

Um grande número de bactérias pode estar presente no intestino das aves na 

ausência de lesões microscópicas e de sinais clínicos (BACK, 2010). Dessa forma, 

falhas no processo de evisceração, más condições de higiene e manipulação são pontos 

críticos na linha de abate para a contaminação de carcaças (CARVALHO, LIMA & 

PEREIRA, 2002). Talvez a forma mais importante para o alimento cárneo tornar-se 

veículo de infecção da campilobacteriose intestinal, seja através da transferência passiva 

do agente para outros alimentos durante o descongelamento e o processamento em 

locais comuns (SKIRROW, 1991). Neste aspecto, a carcaça de frango congelada 

assume importância capital, pois a água de degelo em contato com outros alimentos, 

principalmente os ingeridos in natura, poderia explicar a origem dos freqentes surtos 

(SCARCELLI & PIATTI, 2002).   

Segundo o CDC (Centers for Disease Control and Prevention), a infecção por 

Campylobacter é a causa mais comum de diarréia bacteriana nos Estados Unidos (CDC, 

2005), sendo C. jejuni responsável por 95% dos casos. Dentre as outras espécies 

termofílicas, C. coli é responsável por 4% e C. lari por cerca de 1%. C. upsaliensis tem 

sido relatado, principalmente, infectando crianças em países em desenvolvimento 

(NACHAMKIN & MISHU ALOOS, 2008).  

Em 2008, a Rede de Vigilância de Doenças Transmitidas por Alimentos Active 

(FoodNet) estimou a incidência de 13 casos por 100.000 habitantes. Estima-se, ainda, 

que 2,4 milhões de pessoas são afetadas a cada ano, deste modo, o gênero é apontado 

como uma das principais causas de diarréia de origem bacteriana em todo o mundo, 

inclusive em países desenvolvidos (CDC, 2010).  Nos Estados Unidos, segundo Bang, 

et al. (2001), estimou-se que há entre dois e oito milhões de casos, com 200 a 800 

mortes por ano.  

Na Dinamarca, 95% dos casos registrados de enterite bacteriana foram causados 

por C. jejuni (NIELSEN et al., 2000).  No Japão, em 2007, C. jejuni foi responsável por 

95% dos casos de intoxicação alimentar do país (ASAKURA et al, 2007). Na França, 

bactérias do gênero Salmonella, associadas às espécies de Campylobacter foram 

responsáveis por causar gastroenterites em 71 a 85% de todos os casos de infecções de 

origem alimentar no país em 2005 (VAILLANT, 2005).  

C. jejuni é o agente causador de gastroenterite mais notificado na União 

Europeia (EFSA, 2009). Relatórios realizados pela European Food Safety Authority 



                 18 
 

 
 

(EFSA) mostraram cerca de 200 mil casos registrados em surtos de humanos 

decorrentes de Campylobacter - no ano de 2009 - em toda União Europeia, superando, 

em 4%, os dados encontrados em 2008.  

No Brasil, a situação ainda é pouco conhecida, uma vez que a pesquisa de 

Campylobacter sp. não é conduzida como rotina em alimentos envolvidos em casos de 

toxinfecção alimentar (CARDOSO, 2009). No Brasil, Germano & Germano (2001) 

constataram que apenas 10% do número real de surtos de toxinfecções alimentares são 

confirmados, devido às deficiências dos serviços de vigilância epidemiológica e à falta 

de conscientização da população diante do problema. 

Alguns autores têm relatado a presença de Campylobacter sp. em casos de 

diarréia aguda ou crônica e até em indivíduos assintomáticos no Brasil. Scarcelli et al. 

(2005) relataram que C. jejuni tem alcançado um índice de incidência próximo a 25,9%, 

sendo o segundo enteropatógeno bacteriano isolado de crianças menores de quatro anos 

de idade -  no período de janeiro de 1998 a abril de 2001 -  em São Paulo. Calzada et al. 

(1994) pesquisaram durante sete anos, também na cidade de São Paulo, amostras de 

fezes, obtendo o isolamento de 285 (3,7%) estirpes de Campylobacter sp. Em São 

Paulo, Palma et al. (1997) também observaram, que Campylobacter spp. foi o segundo 

agente mais isolado em casos de diarreia bacteriana em crianças, representando um 

percentual de 7,5% dos isolados. Na região Sul, Tosin & Machado (1995) relataram que 

6,2% dos manipuladores de alimentos, principalmente nos indivíduos do sexo 

masculino eram portadores de Campylobacter. 

 

2.1.3 Campilobacteriose nos humanos 

 

A campilobacteriose normalmente é uma doença com manifestações 

gastrointestinais, que tende a manifestar uma melhora espontânea do quadro clínico do 

paciente (COCKER et al., 2002). A maioria dos casos de campilobacteriose ocorre de 

forma isolada, sendo incomum a ocorrência de surtos por Campylobacter sp. 

(SKIRROW et al, 1991). O homem adquire a infecção por via orofecal, pela ingestão de 

água e de alimentos contaminados, ou pelo contato com animais portadores 

(FERNANDEZ, 2008; KUMAR et al., 2001). A manipulação de filhotes de cães e gatos 

com diarreia causada por Campylobacter sp. pode ser uma forma de contágio, no 

entanto, apenas uma minoria dos casos de infecções ocorre por essa via. A principal 

forma de contágio ocorre através da ingestão de alimentos contaminados, especialmente 
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os de origem avícola. Um estudo de caso-controle nos Estados Unidos demonstrou que 

cerca de 50% dos casos de campilobacteriose humana tem origem veiculada pelo 

consumo de carne de frango (SKIRROW, 1991).  

 A infecção tem um período de incubação de um a dez dias, e a maioria das 

pessoas exibe sintomas clínicos por quatro dias (HUMPHREY, O’BRIEN & MADSEN, 

2007). Os principais sintomas da campilobacteriose incluem desde diarréia aquosa, 

moderada e autolimitante até uma disenteria sanguinolenta, com presença de muco e 

células sanguíneas brancas, podendo ser acompanhada de dores de cabeça e abdominal, 

mialgias, febre, indisposição, náusea e vômitos (FERNANDEZ, 2008). Essas 

sintomatologias são semelhantes à causada por diversos outros microrganismos 

patogênicos entéricos (BUTZLER, 2004). Em comparação a outros enteropatógenos, 

Campylobacter sp possui uma baixa dose infectante de aproximadamente 500 

organismos, enquanto outros microorganismos, como a Salmonella requerem doses 

maiores que 10
5
 organismos (ANON, 1993). Esse fato, segundo Butzler (2004) pode 

representar um agravante para a manifestação tão alta da campilobacteriose em 

humanos. 

As infecções por Campylobacter jejuni são geralmente autolimitantes, e 

dispensam tratamento antimicrobiano. No entanto, quando a terapêutica é indicada, o 

antimicrobiano de escolha é a eritromicina, especialmente em crianças. Em adultos, 

recomenda-se também a ciprofloxacina (FERNANDEZ, 2008). 

 

2.1.3.1 Complicações de Campilobacterioses 

 

Raramente a infecção por Campylobacter spp. resulta em consequências que 

permanecem por longo prazo (WHO, 2011). Não obstante, em alguns casos, podem 

ocorrer graves sequelas da infecção, como a Síndrome de Guillain-Barré (SGB). Outras 

patologias que podem estar associadas são a síndrome de Fisher, uma variante da 

Síndrome de Guillain-Barré, e a Síndrome de Reiter, responsável pela ocorrência de 

artrite reativa. Tais doenças aparentemente ocorrem devido a uma semelhança nos 

antígenos presentes em algumas cepas de C. jejuni com proteínas encontradas nos 

gangliosídeos neuronais de seres humanos (DORREL & WREN, 2007).  

A SGB é uma doença que afeta o sistema nervoso periférico, causando 

desmielinização de neurônios e resultando em paralisia neuro-muscular. Trata-se da 

maior causa de paralisia flácida generalizada no mundo, com incidência anual de um a 
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quatro por 100.000 habitantes, e pico entre 20 e 40 anos de idade. Não existem dados 

epidemiológicos específicos para o Brasil (BRASIL, 2009).  

A SGB é uma doença de caráter autoimune que acomete primordialmente a 

mielina da porção proximal dos nervos periféricos de forma aguda/subaguda. O 

mecanismo patogênico da síndrome resulta da similaridade entre oligossacarídeos dos 

lipopolissacarídeos de C. jejuni e o gangliosídeo GM1 da membrana dos neurônios 

periféricos, estimulando desta forma, a ocorrência de uma doença auto-imune 

(MOORE, 2005). Altekruse et al. (1999) estimam que ocorra um caso de SGB para cada 

mil casos de campilobacteriose. Estimam também que 20% dos casos de SGB ficam 

com alguma seqüela motora e 5% acabam morrendo, geralmente, devido a 

complicações de ordem respiratória.  

Aproximadamente de 60% a 70% dos pacientes com SGB apresentaram alguma 

doença aguda de uma a três semanas antes dos sintomas aparecerem, sendo a infecção 

por C. jejuni a mais freqüente (32%). Outras associações podem ser citomegalovirus 

(13%), vírus Epstein Barr (10%) e outras infecções virais, tais como hepatite por vírus 

tipo A, B e C, influenza e HIV (BRASIL, 2009).  

A maioria dos pacientes percebe inicialmente a doença através da sensação de 

parestesias nas extremidades distais dos membros inferiores e, em seguida, superiores. 

Fraqueza progressiva é o sinal mais perceptível ao paciente, ocorrendo geralmente nesta 

ordem: membros inferiores, braços, tronco, cabeça e pescoço. A intensidade pode variar 

desde fraqueza leve, que sequer motiva a busca por atendimento médico em nível 

primário, até a ocorrência de tetraplegia completa com necessidade de ventilação 

mecânica por paralisia de musculatura respiratória acessória (BRASIL, 2009).  

Outra síndrome decorrente da infecção por C. jejuni é a síndrome de Reiter, ou 

artrite reativa, que se caracteriza por uma resposta autoimune, a qual provoca 

inflamação (artrite) em diferentes articulações em resposta à infecção pela bactéria. A 

inflamação é mais frequente em grandes articulações que suportam o peso, como as dos 

joelhos e a parte inferior das costas, mas outras articulações também podem ser 

acometidas (MURRAY, 2007). 

 

2.1.4 Medidas de Higiene para a prevenção de Campilobacteriose  

 

 Devido à grande difusão do Campylobacter no meio ambiente, o tratamento dos 

animais, especialmente das aves, não traz benefícios, uma vez que a reinfecção pode 
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ocorrer logo após o seu término. Da mesma forma, manter lotes livres da infecção é 

uma tarefa árdua, mesmo com as melhores formas de biosseguridade e de prevenção 

(BACK, 2010).  

Assim, recomenda-se que o controle e a prevenção da campilobacteriose se 

dêem por meio da adoção de hábitos de higiene e de segurança alimentar. Segundo 

Damas & Marassi, é recomendado não beber água não-tratada, usar apenas utensílios 

limpos para preparar ou manusear alimentos cozidos e crus. Além disso, todos os 

utensílios utilizados para preparar carnes, aves ou frutos do mar crus, inclusive a mesa 

ou a bancada, devem ser lavados antes do contato com qualquer outro alimento. O 

armazenamento dos alimentos deve ser em temperatura abaixo de 5º C e alimentos 

cozidos dispostos acima de alimentos crus, evitando assim, principalmente que a água 

de degelo contamine outros alimentos. Outras medidas de higiene como lavar sempre as 

mãos com água e sabão antes de comer, antes de preparar alimentos, após ir ao 

banheiro, após trocar fraldas e após tocar em animais de estimação podem reduzir 

possíveis formas de contaminação, não só de Campylobacter, como também de outros 

enteropatógenos. 

 

2.2 FATORES DE VIRULÊNCIA DE Campylobacter jejuni 

 

Campylobacters são reconhecidos como líderes no desenvolvimento de 

gastroenterites em humanos, não obstante, seus mecanismos de patogenicidade não 

estão muito bem elucidados (WIECZOREK & OSEK, 2008). Atualmente os fatores de 

virulência conhecidos têm sido relacionados à patogênese do C. jejuni em infecções 

humanas e animais (DATTA, NIWA & ITOH, 2003). Fatores de virulência são 

qualquer componente do microrganismo que seja necessário para provocar doença ou 

para potencializar a capacidade do agente no desenvolvimento de uma patologia 

(SCHAECHTER et al., 1999). Tais fatores podem ser componentes estruturais ou 

toxinas (FERNANDEZ, 2008), podendo estar relacionados à adesão à mucosa 

intestinal, à motilidade flagelo-mediada, à capacidade de invasão, à capacidade de 

produzir toxinas (WIECZOREK & OSEK, 2008) e à quimiotaxia (KETLEY, 1997). 
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2.2.1 Adesão 

 

A adesão é uma estratégia que as bactérias utilizam para se fixar nas células e 

nos tecidos do organismo. É mediada por estruturas da superfície da célula bacteriana, 

definidas como adesinas, as quais somente funcionam com a interação de receptores 

existentes no organismo, sejam eles proteínas da matriz extracelular, ou estruturas da 

superfície da célula bacteriana (SIRCILLI & TRABULSI, 2008). A ligação de bactérias 

patogênicas às células fagocíticas foi sugerida como um determinante de virulência 

importante, pois previne a bactéria de ser sequestrada por mecanismos inespecíficos de 

defesa do organismo, tais como o peristaltismo e o escoamento de fluidos (BANG et al., 

2003). 

As adesinas são representadas principalmente por fímbrias. C. jejuni não possui 

fímbrias, no entanto, elementos estruturais como algumas proteínas de membrana 

externa, o flagelo, e o LPS (lipopolissacarídeo) atuam como adesinas, permitindo a 

adesão da bactéria à célula epitelial e ao muco intestinal. Esta adesão pode ser inibida 

naturalmente pelo colostro, ou, experimentalmente, por anticorpos específicos 

antiflagelares (FERNANDEZ, 2008). 

Ensaios de aderência in vitro têm sido utilizados extensivamente para 

caracterizar as interações de C jejuni com células hospedeiras e para tentar identificar as 

proteínas bacterianas que mediam esta ligação. Apesar de C. jejuni ter capacidade de se 

ligar a células de origem humana (INT 407, HEp-2, HeLa, e 293) e de origem não 

humana (Vero, CHO-K1, e MDCK) com a mesma eficiência, a ligação de C. jejuni a 

células INT 407 (Henle, uma linha de células humanas epiteliais do intestino) e a 

células Caco-2 (uma linha celular humana do cólon) têm sido mais extensivamente 

estudadas já que estas células são tidas como mais representativas para os encontrados 

in vivo de C. jejuni (KONKEL, 2001). 

Algumas adesinas de C. jejuni são CadF (Campylobacter adhesion to 

fibronectin [Fn]), CapA (Campylobacter adhesion protein), JlpA (jejuni lipoprotein A) 

(JIN et al., 2001) e PEB1 (Protein Pei, Ellison and Blaser) (PEI & BLASER, 1993; 

FLANAGAN et al., 2009).  

A proteína extramembrana  CadF  permite a adesão de Campylobacter às células 

eucarióticas, ligando-se especificamente à fibronectina, que ajuda na ligação de C. 

jejuni a células epiteliais intestinais (KONKEL et al., 1999).  CadF é necessário para a 

máxima ligação  e invasão por C. jejuni in vitro (YOUNG, DAVIS & DIRITA, 2007), 
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tendo sido observado que gene cadF mutantes não são capazes de colonizar cecos de 

frangos (WIECZOREK & OSEK, 2008). Estudos têm demonstrado que CadF e seus 

produtos são conservados entre os isolados de Campylobacter (KONKEL et al., 1999), 

sendo encontradas altas freqüências do gene cadF entre os isolados pesquisados, de 

diferentes origens. Datta, Niwa & Itoh (2003) encontraram freqüência de 100%, num 

total de 101 amostras de diferentes origens (amostras clínicas humanas, amostras de 

carne de frango, fezes de frangos de corte e fezes de bovinos). Rozynek et al. (2005) 

pesquisaram o gene cadF em frangos e em crianças com C. jejuni e C.coli e 

encontraram altas frequências do gene (de 98 a 100%), e assim, sugeriram que o mesmo 

parece ser essencial para a colonização em frangos e para a infecção humana. Outros 

autores como Konkel et al. (1999), Bang et al. (2003) e Wieczorek & Osek (2008) 

também relataram frequências de 100% para a presença de cadF. 

O gene capA codifica uma lipoproteína de autotransporte relacionada com a 

adesão à célula Caco-2 (HERMANS et al., 2011). Sua deficiência pode diminuir a 

persistência da colonização. Foi observado que a inserção de um gene capA-mutante 

apresentou uma capacidade significativamente reduzida para associação e invasão de 

células Caco-2 e que, portanto, não conseguiu colonizar e persistir em galinhas. Tal 

estudo indica que capA desempenha um papel na associação hospedeiro e colonização 

por Campylobacter (ASHGAR et al, 2007). 

A JlpA é uma lipoproteína de superfície exposta de C. jejuni, que facilita a 

ligação da bactéria às células epiteliais. Estudos indicam que a JlpA é essencial à 

ligação em células tumorais HEp-2 (JIN et al., 2001).   Além disso, JlpA contribui para 

respostas pró-inflamatórias (YOUNG, DAVIS & DIRITA, 2007). O mecanismo de 

interação entre a adesina e a célula hospedeira envolve a resposta imunológica do 

hospedeiro. A adesina provoca uma via de sinalização que induz a resposta inflamatória 

nas células hospedeiras (JIN et al., 2001). Isto indica que algumas das reações 

inflamatórias observadas durante a patogênese por C. jejuni podem estar relacionadas à 

adesão dependente de JlpA (YOUNG, DAVIS & DIRITA, 2007). 

A adesina PEB1, também conhecida como fator de ligação celular, é uma 

proteína localizada no periplasma. Sua função está relacionada com a adesão à linhagem 

celular do tipo HeLa (PEI et al, 1998). PEB1 tem homologia com proteínas da 

membrana de outras bactérias gram-negativas, as quais têm função no transporte de 

aminoácidos. PEB1 liga-se tanto ao aspartato, quanto ao glutamato com alta afinidade. 
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Mutantes deficientes em PEB1 não podem crescer se estes aminoácidos são as 

principais fontes de carbono (KONKEL et al., 2001). 

Os lipopolissacarídeos (LPS), também denominados endotoxinas, são 

constituintes da membrana externa da maioria das bactérias gram-negativas, incluindo 

C. jejuni (MORAN, 1997). O LPS é constituído de um lipídeo complexo (Lipídeo A) de 

oligossacarídeo (região do core), o qual é constituído de um oligossacarídeo de cadeia 

ramificada, dividido em uma região interna mais conservada e uma região externa mais 

variável (KONKEL et al., 2001) e de polissacarídeo chamado antígeno O ou antígeno 

somático (MADIGAN et al., 2010). A cadeia lateral do polissacarídeo é composta de 

açúcares que variam entre as espécies, sendo responsáveis pelas características 

antigênicas nas bactérias gram-negativas (ALTERTHUM, 2008).  

Moléculas de LPS, sem o antígeno ―O‖ são referidas como lipo-oligossacarídeos 

(LOS). Cepas de C. jejuni podem produzir LPS e/ou LOS (KONKEL et al., 2001). Os 

lipo-oligossacarídeos (LOS) de Campylobacter podem ser semelhantes às estruturas dos 

gangliosídeos neurais (POLY & GUERRY, 2008), e esse mimetismo molecular pode 

estar relacionado a distúrbios auto-imunes, incluindo síndrome de Guillain-Barré 

(SGB), uma neuropatia paralítica que ocorre em, aproximadamente, um em cada 1.000 

casos de pacientes com campylobacteriose (YOUNG, DAVIS & DIRITA, 2007). 

Outras moléculas propostas para atuarem como adesinas incluem as Proteínas de 

Membrana Externa Principais (MOMP, também chamado de OmpE), a P95, pldA e o 

flagelo. Estas moléculas são listadas como possíveis adesinas porque suas propriedades 

adesivas não são totalmente caracterizadas (KONKEL et al., 2001; HERMANS et al., 

2011).  A grande vantagem de a bactéria possuir múltiplas adesinas está no fato de que 

estas moléculas podem agir individualmente ou em conjunto ou em diferentes estágios 

da infecção e mostram que a adesão é um passo chave para o processo de colonização 

de C. jejuni (KONKEL et al., 2001). 

 

2.2.2 Motilidade 

 

A motilidade é um dos fatores mais importantes para determinar a 

patogenicidade de C. jejuni, sendo mediada principalmente pela presença de flagelo, 

que pode ser mono ou anfitríquio (WIECZOREK & OSEK, 2008).  Os flagelos são 

muito finos e movimentam-se em velocidades elevadas, proporcionando o 

deslocamento das bactérias ao longo de distâncias muito superiores ao seu 
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comprimento. Os flagelos são formados por uma estrutura basal, um gancho e um longo 

filamento externo à membrana, sendo composto por um único tipo de proteína, chamada 

flagelina (ALTERTHUM, 2008). A flagelina é codificada pelos genes flaA e flaB 

(WIECZOREK & OSEK, 2008).  

Flagelos e motilidade flagelar são vitais para muitos aspectos da biologia do C. 

jejuni, incluindo a colonização do hospedeiro, a virulência em modelos experimentais, a 

secreção e a invasão na célula hospedeira (YOUNG, DAVIS & DIRITA, 2007). C. 

jejuni é caracterizado pela sua rápida motilidade conferida por flagelos polares, que o 

ajudam a superar o peristaltismo intestinal e facilitam a sua travessia pela camada de 

muco. Mutantes de C. jejuni imóveis, com flagelo incompleto ou com ausência de 

flagelo não conseguem colonizar o trato gastrointestinal ou requerem grandes 

quantidades de inóculo, em relação às cepas móveis com flagelo completo (GUERRY, 

2007; LODGE, 2007).  

Muitos estudos têm sido realizados para a detecção de genes  flaA e flaB e tem 

sido detectada maior presença do gene flaA, que do gene flaB, sugerindo que flaA seja 

essencial para a motilidade bacteriana (WIECZOREK & OSEK, 2008). Bang et al. 

(2001), Datta, Niwa & Itoh (2003) e Wieczorek & Osek (2008) são exemplos de 

pesquisadores que detectaram o gene flaA em 100% das amostras testadas, resultados 

que podem sugerir que o produto do gene flaA é necessário para a colonização 

bacteriana do trato digestivo dos animais e permite às bactérias aderirem à superfície 

das carcaças de aves contaminadas, conforme estudo relatado por Wieczorek & Osek 

(2008). 

 

2.2.3 Quimiotaxia 

 

A frequência das mudanças de direção que ocorrem durante a movimentação 

bacteriana em resposta a sinais extracelulares é regulada por uma alternância entre o 

sentido horário e o sentido anti-horário de rotação do flagelo. O resultado deste processo 

é chamado de quimiotaxia (YOUNG, DAVIS & DIRITA, 2007). Os mecanismos de 

quimiotaxia fazem o microrganismo se movimentar na direção ou no sentido oposto ao 

estímulo químico (KONKEL et al., 2001). A resposta quimiotática de C. jejuni é 

importante para direcionar o patógeno a locais específicos no trato intestinal que sejam 

favoráveis ao seu desenvolvimento e à sua multiplicação. Além disso, também é 

importante para o seu afastamento dos ambientes desfavoráveis (KONKEL et al., 2001). 
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A quimiotaxia, provavelmente, tem um papel importante tanto no estilo de vida 

comensal, quanto no patogênico (YOUNG, DAVIS & DIRITA, 2007).   

C. jejuni exibe motilidade quimiotática para os aminoácidos que são encontrados 

em níveis elevados no trato gastrointestinal de pintinhos e para os componentes do 

muco (YOUNG, DAVIS & DIRITA, 2007). C. jejuni apresenta resposta quimiotática 

positiva para a mucina, uma glicoproteína de alto peso molecular, que contém L-fucose 

como o seu açúcar terminal. Além disso, também exibem uma resposta quimiotática 

positiva para os aminoácidos: L-aspartato, L-cisteína, L-glutamato e L-serina, L-

asparagina, D-lactato, bem como os ácidos orgânicos intermediários do ciclo do ácido 

tricarboxílico (piruvato, succinato, fumarato, citrato, malato e cetoglutarato) (KONKEL 

et al., 2001; HERMANS, et al., 2011) 

Os sinais extracelulares, muitas vezes açúcares ou aminoácidos, são detectados 

pelos quimiorreceptores, que são chamados de Proteínas Quimiorreceptoras Aceitadores 

de Metil (MCPs- Methylaccepting Chemotaxis Protein), que normalmente contêm um 

domínio periplasmático que se liga ao sinal (KONKEL et al., 2001). Os genes docB 

(determinant of chick colonization gene B), docC (determinant of chick colonization 

gene C), acfB (accessory colonization factor) têm sido descritos como possíveis MCPs. 

Além disso, o genoma de C. jejuni contém genes que codificam supostas proteínas de 

adaptação: a CheB (methylesterase) e a CheR (methyltransferase), que estão envolvidas 

em uma via quimiotática dependente de metilação. Outros genes também têm sido 

associados à quimiotaxia em C. jejuni, incluindo os genes cetA e cetB  e os genes 

reguladores CheY, os quais codificam uma resposta regulatória capaz de controlar a 

rotação flagelar (HERMANS, et al., 2011). 

 

2.2.4 Invasão 

  

Muitas bactérias têm a capacidade de aderir e invadir diferentes células do 

organismo no início do processo infeccioso. Essa invasão ocorre basicamente através da 

fagocitose (SIRCILLI & TRABULSI, 2008), ou mais especificamente, por meio da 

endocitose. A endocitose inicia com a sinalização na superfície da célula hospedeira, 

que é reconhecida pelos receptores presentes na membrana celular. Estes receptores 

estão associados às proteínas citoplasmáticas, que formam uma depressão na membrana 

externa, a qual aumenta e evolui para vacúolos citoplasmáticos quando os receptores 

estão ligados aos microrganismos. (LEVIN, 2007). O vacúolo formado migra até a 
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lâmina própria e então C.jejuni é liberado juntamente com o conteúdo da célula 

epitelial, desencadeando um processo inflamatório (KONKEL et al, 2001; LEVIN, 

2007).  

 A capacidade de C. jejuni em invadir a célula hospedeira envolve tanto fatores 

bacterianos, quanto fatores da célula hospedeira, no entanto, ainda não estão 

completamente elucidados (FERNANDEZ, 2008). Vários fatores têm sido associados à 

adesão de C. jejuni às células hospedeiras, entre eles podem ser citados a cápsula 

bacteriana, o plasmídeo pVir, a proteína CiaB,gene iam. 

A cápsula de C. jejuni é um polissacarídeo altamente variável e importante para 

a sororresistência, a adesão e a invasão de células epiteliais, a colonização em pintinhos 

e a virulência em modelos experimentais (YOUNG, DAVIS & DIRITA, 2007). É 

composta por repetidos polissacarídeos, e desempenha um importante papel na 

patogênese de C. jejuni, já que protege o agente das defesas do organismo hospedeiro 

(KONKEL, et al., 2001). Genes ligados à formação da cápsula incluem o kpsM 

(capsular polysaccharide transporter gene M), pglH (probable glycosyltransferase) e 

cj1496c (glycoprotein with unknown function). A mutação no gene kpsM, e consequente  

perda de um glicano de alto peso molecular e, portanto, ausência de uma cápsula, não 

permite, ou permite em números reduzidos, a colonização da bactéria em frangos 

(HERMANS, et al., 2011).  

Muitos dos genes ligados à invasão por Campylobacter são inseridos no 

plasmídeo pVir, como por exemplo, o gene virB11, que codifica a proteína IV do 

sistema de secreção. Cepas com mutação na seqüência virB11 tem muito mais baixa 

adesão e capacidade de penetração in vitro em comparação com as cepas originais, bem 

como menor patogenicidade in vivo (WIECZOREK & OSEK, 2008). Vários estudos 

têm observado a presença do gene virB11 em amostras de Campylobacter e têm sido 

encontrados percentuais de positividade entre 1,8 e 20,8% (BANG, et al., 2001; 

DATTA, NIWA & ITOH, 2003; SCHMIDT-OTT et al., 2005; WIECZOREK & OSEK, 

2008). As razões dessa discrepância de prevalência e o verdadeiro papel desse gene em 

Campylobacter ainda não estão totalmente elucidados. Wieczorek & Osek (2008) 

sugerem que as diferenças geográficas, a progressão da doença em cada paciente, ou as 

diferenças de primers utilizados e diferentes condições de amplificação do gene 

aplicados na identificação de virB11 pelos diferentes autores possam interferir nos 

resultados e explicar possíveis diferenças.  
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C. jejuni secreta uma proteína chamada CiaB (Campylobacter invasion antigens 

B), que é necessária para a invasão de células epiteliais. Em estudos in vitro, mutantes 

que não apresentam CiaB têm níveis reduzidos de colonização, o que implica que a 

invasão de células pode ser um fator subestimado na colonização do pintinho (YOUNG, 

DAVIS & DIRITA, 2007). A secreção desta proteína requer um estímulo ambiental 

como, por exemplo, a presença de sais biliares no ambiente, componentes da célula 

hospedeira (RIVERA-AMILL et al., 2001). Datta, Niwa & Itoh (2003) pesquisaram o 

CiaB em amostras clínicas humanas, amostras de carne de frango, fezes de frangos de 

corte e fezes de bovinos e encontraram frequências variando entre 84,6 e 100%. 

O gene iam (invasion-associated marker) também tem sido associado ao 

processo de invasão de Campylobacter (CARVALHO et al., 2001).  Carvalho et al. 

(2001) encontraram 85% das amostras positivas ao pesquisarem a presença do gene em 

isolados de crianças com diarreia, ao passo que, ao pesquisarem amostras de pacientes 

assintomáticos encontraram uma frequência de apenas 20%. Assim, sugeriram que o 

locus poderia ser utilizado como marcador de cepas invasivas de Campylobacter. Outro 

estudo, conduzido por Wieczorek & Osek (2008), detectou também a presença do 

marcador, revelando a frequência de 66% nas cepas investigadas. Este gene foi 

predominante em cepas de C. coli, assim como no estudo descrito anteriormente.  C. 

jejuni apresentou a frequência de apenas 46,7% nas diferentes origens amostrais, sendo 

as carcaças de frango 32,7% positivas e as fezes 65% positivas para a presença do gene. 

Entretanto, Rozynek et al. (2005) encontraram a presença do mesmo gene em  somente 

20% dos isolados obtidos em  pacientes  com diarreia, sendo somente 1,6% positivos 

em amostras de C. jejuni e por isso, relatam que iam não pode ser considerado um 

marcador universal de severidade da infecção por Campylobacter.  

 

2.2.5 Toxinas 

 

As toxinas bacterianas têm sido definidas como substâncias que alteram o 

metabolismo normal das células do hospedeiro, causando efeitos prejudiciais ao mesmo 

(SCHMITT et al., 1999). Assim, toxinas produzidas por Campylobacters também são 

importantes fatores de virulência (WIECZOREK & OSEK, 2008). Dois grupos de 

toxinas são isoladas deste gênero bacteriano: enterotoxinas e citotoxinas. Existem cepas 

que apresentam, simultaneamente, a produção de ambas (KETLEY, 1997; 

WASSENAAR, 1997). 
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As enterotoxinas são proteínas secretadas com a capacidade de se ligar a um 

receptor celular, entrar na célula e elevar o AMP cíclico. Quando as enterotoxinas se 

ligam ao receptor celular, há o transporte para o interior da célula do hospedeiro, que, 

após a ativação proteolítica, desregula a enzima adenil ciclase, levando ao aumento dos 

níveis do AMP cíclico e da secreção celular, o que pode resultar em diarreia aquosa 

(WASSENAAR, 1997).  

Atividades das enterotoxinas de C. jejuni têm sido detectadas em cultivos 

celulares como CHO (Célula de ovário de hamster chinês transformada) e Y-1 (célula 

de tumor de glândula adrenal de rato). Alguns trabalhos demonstram a produção de 

enterotoxina semelhante à toxina colérica, mas a sua real existência ainda não foi 

comprovada, uma vez que ainda não houve caracterização de genes que codificam a 

toxina cólera-like (BERESWILL & KIST, 2003). 

A citotoxina mais bem caracterizada em Campylobacter é a toxina Citoletal 

Distensiva (CDT), já detectada em várias amostras da bactéria em diversos lugares do 

mundo, inclusive no Brasil (PICKETT et al., 1996; PURDY et al., 2000; 

WASSENAAR, 1997; DATTA, NIWA & ITOH, 2003; WIECZOREK & OSEK, 2008; 

CARVALHO, 2008). A toxina Citoletal Distensiva (CDT) foi descrita, pela primeira 

vez, em 1988 por Johnson e Lior, e é um dos principais fatores de virulência de C. 

jejuni. CDT constitui uma família de toxinas proteicas, também produzidas por um  

grupo diversificado de outras espécies de bactérias (LARA-TEJERO & GALÁN, 2001), 

incluindo E. coli,  Actinobacillus actinomycetemcomitans, Haemophilus ducreyi e 

Helicobacter hepaticus (YOUNG, DAVIS & DIRITA, 2007).   

A CDT afeta as camadas das células epiteliais, causando distensão e morte em 

várias linhagens celulares, entre elas CHO, Vero, HeLa e HEp-2,  devido ao acúmulo 

intracelular dos níveis de AMP cíclico (MARTINEZ et al., 2006). A atividade da CDT 

pode diferir ligeiramente, dependendo da linhagem celular afetada. O mecanismo 

patogênico relacionado à CDT age pela inibição da imunidade humoral e celular, via 

apoptose de células de resposta imune. Dessa forma, pode gerar necrose do epitélio 

celular e dos fibroblastos envolvidos na reparação de lesões produzidas por patógenos, 

resultando em lenta cicatrização e na indução dos sintomas da doença (SMITH & 

BAYLES, 2006). Portanto, interfere na divisão e diferenciação das células das criptas 

intestinais, contribuindo para o desenvolvimento de diarreia (PARK, 2002).  

A atividade da toxina CDT em Campylobacter jejuni é codificada pelos genes do 

complexo CDT, que consistem em três genes adjacentes denominados cdtA, cdtB e cdtC 



                 30 
 

 
 

(MARTINEZ et al., 2006).  A presença dos três genes é requerida para a completa 

atividade da toxina (ASAKURA et al., 2007). Smith & Bayles (2006) observaram que 

mutações nos genes cdt, que possam causar perda da função em alguma das três 

subunidades, impedem a célula bacteriana de induzir a citotoxicidade. Por outro lado, 

um estudo demonstrou que a presença dos genes cdtB e cdtC e a ausência do gene cdtA, 

apenas, tenham produzido menor citotoxidade (LEE, et al., 2003). 

A proteína produzida pelo gene cdtB  potencializa o bloqueio do ciclo celular, e 

as proteínas dos genes cdtA e o cdtC funcionam como subunidades diméricas, que 

transportam a proteína do cdtB e a interiorizam na célula hospedeira (CARVALHO, 

2009; ABUOUN et al., 2005). 

CdtB é conhecido como o componente tóxico da holotoxina e tem localização 

nuclear. Acredita-se que ele atue como uma DNase, já que compartilha similaridade 

com a família de DNase I. CdtB localiza-se no núcleo das células do hospedeiro, onde 

causa danos ao DNA e, finalmente, a fosforilação da proteína histona H2AX. CdtB  tem 

atividade DNase fraca in vitro, e os estudos que tentaram determinar se o dano ao DNA 

in vivo é um resultado direto ou indireto da atividade CdtB não obtiveram resultados 

significativos (YOUNG, DAVIS & DIRITA, 2007). 

 

2.3 BIOLOGIA MOLECULAR COMO FERRAMENTA DE DETECÇÃO DE 

Campylobacter sp. 

 

O estudo da biologia molecular representa hoje uma das áreas de maior potencial 

para a realização de pesquisas na área médica e veterinária, considerando-se não apenas 

sua grande relevância clínica e epidemiológica, mas também pela possibilidade de 

aplicação de ferramentas recentemente desenvolvidas a um número bastante amplo de 

doenças (PINHO, 2006).  Muitas técnicas são descritas na biologia molecular e nas 

últimas décadas verificou-se o aumento significativo no desenvolvimento destas para a 

detecção, identificação e caracterização de bactérias patogênicas em alimentos.  Gandra, 

et al. (2008), classificam as técnicas de biologia molecular em duas linhas, sendo a 

primeira fundamentada na extração e no tratamento de ácidos nucléicos e a segunda 

baseada na técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR). 
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2.3.1 Técnicas moleculares de extração e de tratamento de ácidos nucléicos 

 

As primeiras técnicas moleculares utilizadas, há mais de duas décadas, são 

fundamentadas na extração e no tratamento de ácidos nucléicos. Dentre estas, podem-se 

destacar a análise do perfil plasmidial, a análise de DNA cromossômico após digestão 

por enzima de restrição (Restriction endonuclease analysis - REA), a ribotipagem 

(Ribotyping) e a eletroforese em gel de campo pulsante (pulsed-field gel electrophoresis 

- PFGE) (GANDRA et al., 2008).  

 

2.3.1.1 REA – Análise de Restrição por Endonucleases 

 

A análise de DNA cromossômico, após digestão por enzima de restrição 

(restriction endonuclease analysis - REA), tem sido usada há vários anos como 

ferramenta epidemiológica para estudo de surtos de doenças de origem viral ou 

bacteriana (DESTRO, 1995; AARESTRUP, 2004).  Este método envolve a comparação 

do número e do tamanho de fragmentos produzidos por digestão do DNA genômico 

com enzimas de restrição (MASLOW et al., 1993; SILVA, 2002). Assim, uma 

endonuclease de restrição corta enzimaticamente o DNA em uma sequência específica 

de reconhecimento de nucleotídeos, gerando dois ou vários fragmentos (SILVA, 2002). 

Estes fragmentos podem ser separados por tamanho, utilizando a eletroforese clássica 

em gel de agarose e seus padrões são determinados após coloração em gel de agarose 

com brometo de etídio e fotografia sob luz ultravioleta (DESTRO, 1995). 

A vantagem da análise de restrição do DNA genômico é que, diferente do perfil 

plasmidial, ela é universalmente aplicável. Apresenta a desvantagem de poder gerar 

numerosos fragmentos de restrição de tamanhos muito próximos, às vezes, 

impossibilitando a análise (SILVA, 2002).  O uso de técnicas de transferência de DNA 

para suportes como membranas de náilon ou nitrocelulose (Southern Blotting) e 

hibridização com sondas marcadas podem simplificar a análise dos fragmentos (SILVA, 

2002).   

 

2.3.1.2 Ribotipagem 

 

Desde a sua primeira descrição por Grimont & Grimont (1986), a ribotipagem 

tem emergido como um importante método disponível para investigação 
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epidemiológica, utilizando o RNA ribossomal (rRNA) como sonda (UENO & JORGE, 

2002). A ribotipagem está baseada na presença de três a cinco cópias dos genes 

ribossomais no DNA bacteriano. Estes genes contêm sequências altamente conservadas 

dentro dos gêneros ou famílias bacterianas (GANDRA et al., 2008) que podem 

hibridizar com genes do rRNA de qualquer espécie (UENO & JORGE, 2002). Na 

ribotipagem, as sequências dos genes 16S e 23S RNAr marcados são usados como 

sonda e cada fragmento do DNA contendo o gene ribossômico será destacado dos 

demais, originando menor número de bandas que podem ser mais facilmente 

comparadas (DESTRO, 1995).  

 

2.3.1.3 PFGE 

 

 PFGE (Pulsed Field Gel Eletrophoresis) é a sigla usada para indicar qualquer 

técnica de eletroforese apropriada para separar grandes fragmentos de DNA, por meio 

da reorientação do DNA em gel pela ação de campos elétricos alternados. Esta técnica é 

reconhecida como padrão ouro para identificação de linhagens bacterianas, fúngicas e 

de protozoários (MAGALHÃES et al., 2005). PFGE tornou-se uma das técnicas mais 

utilizadas para análise epidemiológica da maioria das bactérias patogênicas 

(AARESTRUP, 2006; RODRÍGUEZ-LÁZARO et al., 2007), pois permite comparar 

cepas bacterianas a fim de verificar similaridades ou diferenças entre elas. 

A PFGE é um método derivado da eletroforese convencional em gel de agarose, 

sendo a principal diferença a mudança repetida da orientação do campo elétrico 

utilizado na migração do DNA. Esta mudança provoca o rearranjo da estrutura 

conformacional da molécula, permitindo a sua migração no gel (DESTRO, 1995). 

Quando ocorre troca na direção do campo elétrico, as moléculas de DNA são 

compelidas à reorientação, para se posicionarem de forma paralela ao campo de força, 

antes de migrarem para a direção do pólo positivo. Os fragmentos menores se 

reorientam com maior facilidade que os maiores, que demoram mais para se adaptarem 

à nova direção. O tempo entre as mudanças de orientação pelo campo elétrico é 

chamado tempo de pulso (switch time) (MAGALHÃES et al., 2005). 
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2.3.2 A técnica de PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) 

 

A genética molecular evoluiu por meio da PCR, a qual permite a rápida 

clonagem e a análise do DNA (KOCH & MICHELSEN DE ANDRADE, 2008). Trata-

se de uma técnica bastante flexível, a qual permite uma série de modificações que 

possibilitam o seu emprego na análise de uma grande variedade de amostras 

(CASTELANI & DUARTE, 2011). O surgimento da PCR (Reação em Cadeia da 

Polimerase), nos meados dos anos 80, revolucionou completamente o diagnóstico 

laboratorial, tornando-o mais ágil, sensível e específico (ROCHA, 2008).  

 A técnica de PCR foi descrita pela primeira vez em 1985, por Saiki et al. Logo 

após, Mullis et al. (1987)  aperfeiçoaram-na introduzindo o conceito  de primerou 

iniciador e o uso de uma enzima termoestável (taq DNA Polimerase), a qual é isolada 

de uma bactéria que vive em fontes termais, conhecida como Thermus aquaticus. Esta 

enzima possui a propriedade de se manter estável em temperaturas altas facilitando a 

realização da técnica.  

A PCR é uma técnica altamente sensível, por meio da qual, pequenas 

quantidades de sequências de DNA ou RNA específicas podem ser enzimaticamente 

amplificadas até que sejam obtidas milhões de cópias da sequência alvo (KONEMAN et 

al., 2001). Caracteriza-se por reações in vitro de amplificação do DNA, em que ocorre 

uma replicação exponencial do DNA alvo na presença de oligonucleotídeos sintéticos 

(dNTP), primers e enzimas estáveis a elevadas temperaturas (HILLER, 2010). Para 

permitir tal amplificação seletiva, alguma informação prévia a respeito das sequências-

alvo é necessária. Essa informação é utilizada para desenhar dois oligonucleotídeos 

iniciadores (primers), os quais são específicos para a sequência-alvo e apresentam, em 

média, de 15 a 25 nucleotídeos de extensão (KOCH & MICHELSEN DE ANDRADE, 

2008). 

Os primers são adicionados ao DNA-molde desnaturado, ocorrendo assim a 

ligação específica às sequências de DNA complementares ao sítio-alvo, flanqueando e 

delimitando a região a ser analisada. Na presença de uma concentração adequada da 

DNA-polimerase termoestável e dos quatro desoxirribonucleosídeos trifosfatos (dATP, 

dCTP, dGTP e dTTP), é iniciada a síntese de novas fitas de DNA, que são 

complementares a cada uma das fitas de DNA do segmento-alvo (STRACHAN et al., 

2002). 



                 34 
 

 
 

A amplificação ocorre durante repetidos ciclos de temperatura. Primeiramente, 

deve ocorrer a desnaturação do DNA, geralmente à temperatura de 94ºC. A segunda 

etapa do processo consiste no anelamento dos primers, ou seja, na hibridização dos 

oligonucleotídeos às sequências-alvo em uma temperatura que varia entre 45ºC e 70ºC. 

Finalmente, à temperatura de 72°C, ocorre a extensão dos primers com a utilização dos 

quatro dNTPs da reação, ou seja, a síntese do DNA (MOLINA & TOBO, 2004). Esses 

ciclos são realizados em equipamentos chamados termocicladores (CASTELANI & 

DUARTE, 2011). Desta maneira, um fragmento de DNA com sequência idêntica à da 

sequência alvo a ser analisada é formada por várias vezes consecutivas, tornando-a 

majoritária na amostra. A PCR é uma reação em cadeia, porque as fitas de DNA recém-

sintetizadas irão atuar como moldes para amplificação nos ciclos subsequentes (KOCH 

& MICHELSEN DE ANDRADE, 2008). O DNA amplificado pode ser separado e 

visualizado em géis de agarose ou poliacrilamida (MOLINA & TOBO, 2004) e 

utilizado para diversos fins, como, por exemplo, para o diagnóstico de doenças, 

identificação de bactérias, comparações de sequências-alvo. 

 

2.3.2.1 Fatores que podem interferir nos resultados da PCR 

 

Vários fatores podem alterar uma PCR, a iniciar pelo processo de extração do 

DNA molde. A extração pode ser realizada por diferentes métodos, como, por exemplo, 

pelo calor, por fenol-clorofórmio ou através de kits comerciais específicos. O método a 

ser escolhido deverá permitir a máxima eficácia da técnica, reduzindo concentrações de 

proteínas, de cálcio e de sais biliares, entre outros, presentes nas amostras, que podem 

reduzir a eficiência da PCR (ANDREATTI-FILHO et al., 2011). 

Da mesma forma, a preparação da mistura de reação (mix) é um ponto crítico 

para o desenvolvimento da PCR, devendo ser iniciada pela pipetagem da água, seguida 

dos demais componentes. Como a PCR usa quantidades muitos pequenas de reagentes, 

deve-se tomar cuidado para que haja a perfeita acoplagem da pipeta à ponteira a fim de 

que as quantidades de reagentes sejam fidedignas (ROCHA, 2008).  

O desenho dos primers, a existência de áreas de homologia na sequência do 

DNA molde, a temperatura de anelamento, a concentração de nucleotídeos utilizada e, 

principalmente, a presença de inibidores (proteínas, Cálcio, sais biliares) podem 

interferir no resultado da PCR (ERLICH, 1989). O MgCl2  (Cloreto de Magnésio) é um 

cofator indispensável para o funcionamento da enzima Taq polimerase, afetando o 
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sucesso e a especificidade da amplificação. A concentração final de MgCl2 funcional 

para maioria das reações varia entre 1,5 mM e 2,0 mM. (SATSANGI, 1994).  

A Taq polimerase é um reagente cuja concentração também é de fundamental 

importância. A sua falta pode amplificar fracamente o DNA alvo, gerando bandas de 

difícil visualização. Por outro lado o seu excesso facilita a amplificação de produtos 

inespecíficos (bandas espúrias) que acabam utilizando grandes quantidades de primers e 

enzimas dificultando assim a amplificação da região específica (HILLER, 2010). As 

concentrações mais eficientes estão em torno de 2U/25µL de reação (ROCHA, 2008). 

A especificidade da PCR se dá através da escolha da região que será 

amplificada. O segmento de DNA alvo da PCR deve ser característico do respectivo 

organismo ou grupo de espécies selecionadas e o conhecimento da sequência de 

nucleotídeos é indispensável para o sucesso da reação (HE et al, 1994). Um desenho 

correto dos primers promove elevada especificidade e eficiência da reação, assim é 

fundamental que tenham porcentagem de bases nitrogenadas CG (citocinas e guaninas) 

entre 45 e 60% (HENEGARIU et al., 1997), para assegurar-nos temperaturas de melting 

maiores (Tm -  temperatura na qual 50% das moléculas de DNA se encontra 

desnaturado) e anelamento adequadas à reação de PCR. (ZAHA, 1996). Para o 

rompimento de um par CG (citosina-guanina) são necessárias temperaturas mais 

elevadas, porque entre a ligação das bases C e G há três pontes de hidrogênio, enquanto 

entre A e T há apenas duas pontes. Portanto, o Tm é dependente da composição do 

DNA, de modo que aumento do conteúdo de G+C no DNA, gera um incremento na Tm. 

 

2.3.3  Técnicas resultantes de modificações ou complementações na PCR 

 

Entre as principais técnicas resultantes de modificações da reação em cadeia da 

polimerase, podemos citar o RT-PCR, nested PCR, multiplex PCR, PCR a partir de 

primers randômicos e PCR em tempo real. (MOLINA & TOBO, 2004) 

 

2.3.3.1 RT-PCR 

 

A técnica de RT-PCR (Reverse Transcriptase PCR) baseia-se na amplificação 

de DNA obtido por meio da transcrição reversa de RNA. Através da enzima 

Transcriptase Reversa (RT), o RNA é convertido em DNA complementar (DNAc), que 

posteriormente é amplificado por PCR. Esta metodologia pode ser utilizada na análise 
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de expressão de genes de virulência e/ou produção de toxinas em alimentos, pois 

amplifica o RNA viral (CASTELANI & DUARTE, 2011). 

 

2.3.3.2 Nested-PCR 

 

O nested-PCR emprega uma segunda etapa de amplificação com um par de 

primers internos aos utilizados na primeira etapa e visa aumentar a sensibilidade e 

especificidade do método (MOLINA & TOBO, 2004).  

 

2.3.3.3 PCR multiplex 

 

A PCR-multiplex é uma reação de amplificação desenhada para detectar 

múltiplas sequências-alvo em uma mesma amostra (MOLINA & TOBO, 2004). Trata-

se de uma variação da PCR tradicional e tem sido empregada de maneira crescente nos 

últimos anos. Baseia-se na utilização de mais de um par de primers na mesma reação, o 

que torna possível a amplificação simultânea de mais de uma sequência de DNA e a 

identificação de mais de uma espécie bacteriana através da mesma PCR (CASTELANI 

& DUARTE, 2011). 

 

2.3.3.4 PCR a partir de primers randômicos 

 

PCR a partir de primers randômicos utiliza sequências curtas de 

oligonucleotídeos para amplificar regiões repetitivas do DNA genômico e é bastante 

empregado em estudos epidemiológicos (MOLINA & TOBO, 2004). É um método 

rápido que exige pequenas quantidades de DNA e é simples e sensível, possibilitando a 

análise rápida de um elevado número de estirpes. Pode ser utilizado com sucesso na 

diferenciação de estirpes que possuam grande heterogeneidade dentro dos operons do 

rRNA. Entretanto, o poder discriminatório deste método geralmente não é tão bom 

quanto o de REP-PCR e RAPD, devido essencialmente à pequena porção do genoma 

examinada (CASTELANI & DUARTE, 2011). 
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2.3.3.5 PCR em Tempo Real 

 

A reação de PCR tradicional fornece características qualitativas, o que limita a 

técnica para estudos quantitativos (CASTELANI & DUARTE, 2011). A PCR em tempo 

real permite que a amplificação e a detecção ocorram simultaneamente em um sistema 

fechado, sendo necessário um termociclador que possua sistema de monitoramento de 

emissão de fluorescência. (MOLINA & TOBO, 2004). Durante a reação, o acúmulo de 

amplicons é detectado em "tempo real" para cada ciclo, por meio da excitação de 

fluorocromos que marcam sondas sequência específicas ou primers usados na reação. O 

uso de transcrição reversa associada a PCR em tempo real tornou a quantificação de 

mRNA mais simples e precisa. A PCR em tempo real requer uma plataforma de 

instrumentação que contém um termociclador acoplado a um sistema ótico para a 

excitação da fluorescência e captura da emissão, além de um computador para aquisição 

de resultados e análise final da reação (CASTELANI & DUARTE, 2011). Esta técnica é 

empregada para quantificação de amostras, como para testes de carga viral e 

monitoramento de doença residual mínima (MOLINA & TOBO, 2004) 

 

2.3.4 Uso das técnicas de Biologia Molecular em bactérias do Gênero 

Campylobacter 

  

 Campylobacter sp. é uma bactéria cujo isolamento é demorado e complexo por 

envolver microorganismos fastidiosos que possuem lenta velocidade de multiplicação e 

necessitam de condições apropriadas às suas características metabólicas (OLIVEIRA et 

al., 2002).  Esse micro-organimo é encontrado normalmente em baixas concentrações 

nos espécimes analisados (CARVALHO et al., 2002). Geralmente, as amostras para 

análise são altamente contaminadas (fezes, conteúdo cecal e da cloaca, jejuno, fígado, 

alimentos contaminados, humanos infectados), e isso torna o isolamento ainda mais 

difícil e demorado, já que a bactéria é altamente fastidiosa e apresenta crescimento 

inibido por contaminantes.  

Os métodos convencionais para o isolamento em alimentos requerem um 

mínimo de quatro dias para obtenção de um resultado negativo, o que inclui etapas de 

pré-enriquecimento, enriquecimento e plaqueamento em ágar seletivo e cerca de sete 

dias para confirmação do resultado positivo através da identificação bioquímica 

(MOORE et al., 2005). Atualmente há necessidade de técnicas de detecção de infecções 
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que demandem menor tempo de resposta e maior precisão de diagnóstico, 

principalmente para monitorização da produção de alimentos. (SANTOS et al., 2001).  

Assim, a rapidez na identificação de Campylobacter sp. através da detecção do 

material genético, em comparação aos métodos bacteriológicos, faz com que a técnica 

de PCR se torne uma alternativa prática aos laboratórios de diagnóstico Este método 

elimina o tempo de incubação, isolamento e testes bioquímicos em micro-organismos 

de crescimento fastidioso, com poucas características bioquímicas para identificação, 

como é o caso das bactérias do gênero Campylobacter (ON & HARRINGTON, 2001; 

MORENO, 2001).  

Entre as ferramentas da biologia molecular, destacam-se a reação em cadeia da 

polimerase (PCR), a ribotipagem, clonagem e análise de restrição (BARON, 

PETERSON & FINEGOLD, 1994). Técnicas de amplificação de ácidos nucleicos in 

vitro têm sido usadas como auxílio e podem tornar-se substitutas do processo de 

diagnóstico convencional (OLIVEIRA et al., 2002).  

 

2.4 REDES NEURAIS ARTIFICIAIS (RNA’S) 

 

Redes Neurais Artificiais (RNA’s) são modelos de processamento de informação 

inspirados em uma estrutura natural: o cérebro humano. Estes modelos não pretendem 

replicar a operação do cérebro, apenas utilizam como inspiração fatores conhecidos 

sobre o seu funcionamento, visando obter melhores desempenhos na resolução de 

problemas para os quais métodos tradicionais de computação têm se mostrado 

inadequados (MENDES FILHO, CARVALHO & MATIAS, 1996). Constituem uma 

abordagem inerentemente não-linear, fornecendo mais precisão na modelagem de dados 

de padrões complexos. Existem vários tipos de redes, cada uma com diferentes 

objetivos, arquitetura e algoritmo de aprendizagem (SMITH & GUPTA, 2000). 

As RNA’s são ferramentas de Inteligência Artificial que possuem a capacidade 

de se adaptar e de aprender a realizar certa tarefa, ou comportamento, a partir de um 

conjunto de exemplos dados (OSÓRIO & BITTENCOURT, 2000). Trata-se de um 

sistema de neurônios ligados por conexões sinápticas, dividida em neurônios de entrada, 

neurônios internos ou ocultos e neurônios de saída. Os primeiros recebem estímulos do 

meio externo e os últimos fazem a comunicação com o exterior. Os "neurônios" internos 

são de suma importância na rede, uma vez que são responsáveis pela resolução de 

problemas linearmente não separáveis (KOVAC’S, 1996). Em outras palavras, pode-se 
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dizer que uma rede é composta por várias unidades de processamento, as quais são 

conectadas por canais de comunicação que estão associados a determinado peso. As 

unidades fazem operações apenas sobre seus dados locais, que são entradas recebidas 

pelas suas conexões (TATIBANA & KAETSU, 2004). 

Arquiteturas neurais são tipicamente organizadas em camadas com unidades que 

podem estar conectadas às unidades da camada posterior. Usualmente as camadas são 

classificadas em três grupos: Camada de Entrada, onde os padrões são apresentados à 

rede; Camada Intermediária ou Oculta, onde é feita a maior parte do processamento 

através das conexões ponderadas. Camadas ocultas podem ser consideradas como 

extratoras de características; Camada de Saída, onde o resultado final é concluído e 

apresentado (TATIBANA & KAETSU, 2004).  

O comportamento inteligente de uma RNA vem das interações entre as unidades 

de processamento da rede (TATIBANA & KAETSU, 2004). Dessa forma, a rede passa 

por um processo de treinamento a partir dos casos reais conhecidos, por meio dos quais 

é capaz de extrair regras básicas. À medida que o aprendizado ocorre, o erro entre a 

saída da rede e a saída desejada diminui. (FORSSTRÖRM & DALTON, 1995). 

Portanto, a fase de aprendizado deve ser rigorosa e verdadeira, a fim de se evitar 

modelos falsos. Todo o conhecimento de uma rede neural está armazenado nas sinapses, 

ou seja, nos pesos atribuídos às conexões entre os "neurônios". De 50 a 90% do total de 

dados devem ser separados para o treinamento da rede neural, dados estes escolhidos 

aleatoriamente, a fim de que a rede "aprenda" as regras e não "decore" exemplos. O 

restante dos dados só é apresentado à rede neural na fase de testes, a fim de que ela 

possa "deduzir" corretamente o inter-relacionamento entre os dados (TATIBANA & 

KAETSU, 2004). 

As principais vantagens das análises com as redes neurais são o fato de 

realizarem análises de dados não lineares e multivariados, comuns em biologia, aliado 

ao fato de que os cálculos são realizados por "neurônios" individuais, permitindo a 

execução de análises mais complexas do que aquelas executadas por técnicas de 

estatística convencional. Além disso, as RNA’s permitem a utilização de dados 

qualitativos e quantitativos no mesmo modelo, não sendo necessária a transformação de 

dados, muitas vezes, exigida para a estatística convencional (ROCHA, 2006). 

As principais desvantagens das redes neurais incluem a não existência de regras 

que expressem o conhecimento aprendido ou uma equação. Além disso, para o bom 
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funcionamento da rede, quanto o maior número de dados, maior a precisão, assim, é 

necessário maior número de dados que na estatística convencional (ROCHA, 2006). 

As RNA’s têm sido amplamente utilizadas em diversas áreas do conhecimento. 

São aplicadas na área da economia com grande amplitude. As análises de risco para a 

concessão de crédito a pessoas físicas, em muitos bancos e financiadoras, têm sido 

calculadas com base na inteligência artificial (MENDES-FILHO, CARVALHO & 

MATIAS, 1996).  Na área médica, as predições têm sido empregadas na classificação 

de arritmias cardíacas (ROGAL JUNIOR, 2008), no auxílio de diagnósticos 

mamográficos, (BAYS, 2005), entre muitos outros. Nas áreas mais básicas, a 

inteligência artificial já foi empregada no reconhecimento de padrões em solos 

(SANTOS COSTA & SOUZA FILHO, 2009) e na diferenciação morfológica de 

distintos tipos de bactérias a partir das imagens obtidas pela neutrongrafia, mostrando 

um bom desempenho quanto à percentagem de acertos (ZAGHETTO et al, 2004) 

Na medicina veterinária a inteligência artificial tem sido empregada com alta 

eficácia na área da avicultura. Diversas pesquisas, envolvendo o gerenciamento da 

produção de reprodutoras pesadas (GUAHYBA, 2001), da produção de frangos de corte 

(REALI, 2004), de incubatório (SALLE, 2005), de matadouro-frigorífico (PINTO, 

2006) obtiveram excelentes resultados. Por último, em 2011, seguindo essa mesma 

linha de aplicação das redes neurais, Spohr (2011) aplicou-as englobando todas as 

etapas de processamento, desde incubatório até abate e obteve índices altamente 

satisfatórios, conseguindo desvendar e obter respostas de grande valia para o cotidiano 

veterinário. 

A inteligência artificial na área avícola também já foi utilizada para a 

classificação de patogenicidade de amostras de Escherichia coli. Rocha (2006) iniciou 

os avanços nas pesquisas e nas ferramentas utilizadas para a verificação de 

patogenicidade de E.coli, demonstrada através da grande importância da interação dos 

diversos fatores de virulência. Neste trabalho foram analisadas diversas propriedades 

apresentadas pelas bactérias e foram colhidas e averiguadas cepas de diferentes origens 

e tipos de leões. Foram desenvolvidas, através da análise dos genes de virulência, da 

motilidade e do índice de patogenicidade (IP), redes neurais para a realização de 

predições ou classificações de patogenicidade de cepas de E. coli sem a necessidade da 

utilização de animais.  

Após, em 2010, Souza verificou a diferença significativa entre amostras 

oriundas de celulite e quadro respiratório em relação a amostras oriundas de cama, além 
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do fato de também existir a mesma relação entre o tipo e a quantidade de lesões 

formadas, conforme a origem do isolado. Souza obteve um banco de dados que permitiu 

a utilização de RNA’s na construção de modelos que simulavam o teste de 

patogenicidade in vivo, sem o uso de animais, adotando como informações de entrada 

alguns dos principais fatores de virulência associados a amostras patogênicas, origem 

das amostras e o índice de patogenicidade obtidos. Os resultados quanto às predições 

corretas foram em torno de 80%, permitindo concluir que as redes podem ser uma 

alternativa para substituir testes de patogenicidade in vivo na classificação de amostras 

de E.coli de origem aviária. Os estudos relativos à patogenicidade da bactéria 

continuaram e atualmente, novos doutorandos do Centro de Diagnóstico e Pesquisa de 

Patologia Aviária têm seguido essa linha, aprimorando os parâmetros de entrada das 

redes neurais, adicionando variáveis que possam ser úteis às classificações e 

extrapolando essa metodologia para a medicina humana, por meio de testes de 

patogenicidade e ligações de E. coli de origem avícola e de origem de infecções 

urinárias. Dessa forma, notam-se as amplas possibilidades de uso para essas 

ferramentas, que associadas podem fornecer dados preciosos na prática veterinária.
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3 MATERIAL E MÉTODO 

 

3.1 Local de Execução do Experimento 

  

O experimento foi realizado no Centro de Diagnóstico e Patologia Aviária- 

CDPA-UFRGS, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul- UFRGS. Todos os 

equipamentos utilizados para a execução deste trabalho são pertencentes ao CDPA-

UFRGS. 

 

3.2 Amostras de Campylobacter jejuni 

 

Foram utilizadas 13 amostras de Campylobacter jejuni para a pesquisa dos genes 

de virulência do complexo CDT. As amostras foram oriundas de um experimento 

desenvolvido por Hiller (2010) para a identificação dos isolados através da técnica de 

multiplex PCR espécie-específica para detecção de C. jejuni. Foi utilizada a bactéria 

ATCC Campylobacter jejuni 29428 para controle positivo das reações. Utilizou-se um 

controle da reação, formado por todos os constituintes do mix da reação sem a adição do 

DNA extraído. Este controle permite a detecção de uma possível contaminação das 

amostras do PCR com DNA externo.  

 

3.3 Extração do DNA das amostras 

 

A extração foi realizada pelo método de termo-extração, conforme a técnica 

descrita por Borsoi (2008), a qual consiste no aquecimento e repetições de 

centrifugações de alíquotas do caldo da cultura bacteriana e lavagem da amostra. O 

sobrenadante do processo de aquecimento foi transferido para outro eppendorf e 

mantido a -20ºC. 

 

3.4 Pesquisa dos genes do complexo cdt nas amostras 

 

3.4.1 Primers 

 

Os primers ou oligonucleotídeos iniciadores utilizados foram sintetizados pela 

empresa Invitrogen. A escolha foi baseada em trabalhos anteriores disponíveis na 
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literatura e as sequências selecionadas foram comparadas com as descritas no Genbank. 

As sequências dos primers utilizados encontram-se na Tabela 1. 

 

Tabela 1 Sequência de Primers 

Primer Sequência 

cdtA forward  5’CCTTGTGATGCAAGCAATC 3’ 

cdtA reverse 5’ACACTCCATTTGCTTTCTG 3’ 

cdtB forward 5’CAGAAAGCAAATGGAGTGTT 3’ 

cdtB reverse 5’AGCTAAAAGCGGTGGAGTAT 3’ 

cdtC forward 5’CGATGAGTTAAAACAAAAAGATA 3’ 

cdtC reverse 5’TTGGCATTATAGAAAATACAGTT 3’ 

 (DATTA, NIWA & ITOH, 2003 e WIECZOREK & OSEK, 2008) 

 

3.4.2 Padronização dos protocolos 

 

Foram otimizados três protocolos de PCR individuais para cada gene pesquisado 

(cdtA, cdtB e cdtC) tendo como base os trabalhos de Datta, Niwa & Itoh (2003) e 

Wieczorek & Osek (2008). Os protocolos foram adaptados de acordo com as condições 

do laboratório.  

Cada reação de amplificação consistiu no preparo de um mix de reagentes 

(Tabela 2) composto de água ultrapura, solução tampão, desoxirribonucleotídeos 

trifosfatados (dNTPs), um par de primers específico do gene a ser pesquisado, Cloreto 

de Magnésio (MgCl2), enzima Taq-Polimerase e o DNA extraído. Foram testadas 

diferentes concentrações de Cloreto de Magnésio para os três diferentes protocolos, com 

base nas variações encontradas na literatura. Assim, para cada um dos três genes 

pesquisados testaram-se as seguintes concentrações: 1mM, 1,5mM e 2mM de MgCl2. 

Na Tabela 2, constam os reagentes e seus volumes e concentrações utilizados na 

composição do mix para cada um dos genes, definidos após os resultados dos testes 

iniciais.   

  

Tabela 2 Composição do Mix  

Reagentes cdtA  cdtB  cdtC  

Água Milli-Q (µL)  20,15  20,15  20,4  
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Tampão 10X (µL)  3  3  3  

dNTP (2,5mmol)  2,4  2,4  2,4  

MgCl
2 

(µL)
 
 1,25 (2mM)  1,25(2mM)  1 (1,5mM)  

Primer (20pmol) (µL)  1  1  1  

Taq polimerase (1U) (µL)  0,2  0,2  0,2  

DNA (µL) 1 1 1 

Total (µL)  30  30  30  

 (Adaptado de DATTA, NIWA & ITOH, 2003 e WIECZOREK & OSEK, 2008) 

 

As reações de amplificação foram realizadas no termociclador Swift MaxPro 

Thermal Cycler – ESCO Technologies. Os três protocolos iniciaram com a temperatura 

de desnaturação inicial a 94°C por cinco minutos, seguidos de 30 ciclos com as 

temperaturas de desnaturação, anelamento dos primers e extensão descritas na Tabela 3. 

A temperatura de extensão final para todos os protocolos foi de 72º C por cinco 

minutos.  

 

Tabela 3 Ciclos da PCR 

Fase Tempo  cdtA cdtB cdtC 

Desnaturação 1’ 94°C 94°C 94°C 

Temperatura de anelamento 1’ 49°C 51°C 47ºC 

Extensão 1’ 72°C 72°C 72°C 

       (DATTA, NIWA & ITOH, 2003) 

 

 Após a amplificação, os produtos do PCR (amplicons) foram submetidos à 

eletroforese realizada em gel de agarose a 2%, corado com brometo de etídio. Os 

fragmentos do DNA amplificados foram visualizados em trans-iluminador ultravioleta 

(Pharmacia LKB MacroVue), onde se esperavam observar bandas de 370pb para o gene 

cdtA, 620pb para o gene cdtB e 182pb para o gene cdtC. 
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4 RESULTADOS 

 

Os três protocolos de PCR adaptados foram capazes de detectar a presença dos 

genes de virulência nas amostras pesquisadas. Da mesma forma, todas as reações foram 

específicas aos genes selecionados, pois não ocorreu a amplificação das amostras 

utilizadas como controle negativo. A figura 1 apresenta uma foto do gel de agarose 2% 

corado com brometo de etídio com a presença de três amostras positivas, uma para cada 

gene estudado. 

 

 

 

 

 

 

Das 13 amostras testadas, 100% (13/13) foram positivas para o gene cdtA, 

84,6% (11/13) positivas para  o gene cdtB e 92, 3% (12/13) positivas para o gene cdtC. 

84,6% foram positivas para os três genes.  

Figura 1: Visualização de gel de agarose à 2% corado com brometo de etídio, 

através de luz UV. 1-Marcador de peso molecular de 100pb. 2 amostra positiva para 

o gene cdA. 3: amostra positiva para o gene cdtB. 4: amostra positiva para o gene 

cdtC.5: controle negativo. 
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5 DISCUSSÃO 

  

Os resultados obtidos neste trabalho estão de acordo com a literatura consultada, 

que relata frequências geralmente próximas a 100% para os três genes: cdtA, cdtB e 

cdtC. Datta; Niwa; Itoh (2003) relataram a frequência de 100% para os genes nas 

amostras pesquisadas, que incluíram carne de frango, fezes de frango, fezes de bovinos 

e amostras clínicas de humanos. Da mesma forma, Rozynek et al. (2005) encontraram 

os genes em 100% dos isolados de carcaças de frangos. Wieczorek e Osek (2008) 

relataram, em amostras de fezes de aves, 87,5% positivos para cdtA, 75% para cdtB e 

90% para cdtC. Martinez et al. (2006) pesquisaram a ocorrência dos genes cdt em 

estirpes de Campylobacter jejuni isolados de humanos e animais, e encontraram os três 

genes (cdtA, cdtB e cdtC) em 98% estirpes isoladas.  

 No Brasil, são escassos os estudos sobre CDT em amostras de C. jejuni. Thomé 

(2006) pesquisou, somente, o gene cdtB e relatou frequências de 100% em  amostras de 

origem ambiental, 92% em amostras oriundas de humanos, 87% em amostras de origem 

animal e 85% em amostras de origem alimentar. Por outro lado, Carvalho (2010) ao 

pesquisar C. jejuni, em carcaças de aves, relatou todos os genes do complexo CDT em 

apenas 36,4% das amostras. 

 A toxina CDT interfere na divisão e diferenciação das células das criptas 

intestinais, contribuindo para o desenvolvimento da diarréia (WASSENAAR, 1997; 

PARK, 2002). C. jejuni já foi isolado de fezes diarréicas humanas, as quais 

apresentaram alta prevalência do complexo de genes cdt (WARDAK & SZYCH, 2006). 

Isso indica que estes genes são importantes fatores de virulência desta bactéria (VAN 

DEUN et al., 2007). Van Deun et al. (2007)  afirmaram que a produção da toxina CDT 

está associada com as estirpes causadoras de enterites em humanos.  

Os resultados encontrados no presente trabalho estão de acordo com a literatura, 

que relata variações próximas a 100% na prevalência destes genes nas amostras 

pesquisadas; não obstante, é necessária a análise de um maior número de amostras para 

verificar a importância e o aparecimento destes genes nos isolados no Brasil. 

Sugere-se, a partir dos dados revisados nesta monografia e dos resultados 

obtidos, que sejam pesquisados mais genes de virulência, aliado a maiores dados de 

caracterização das bactérias, a fim de que se obtenha um banco de dados considerável 

que possa ser submetido à aplicação de RNA’s. O uso dessa ferramenta, conforme visto 

anteriormente para a bactéria E. coli, pode ser capaz de auxiliar no diagnóstico, no 
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controle e na determinação da patogenicidade do micro-organismo, fornecendo ao 

profissional maior embasamento e segurança na tomada de uma decisão. O fato de C. 

jejuni ser uma bactéria altamente envolvida em surtos alimentares torna-a um forte alvo 

de futuras barreiras e empecilhos comerciais.  

 



                 48 
 

 
 

6 CONCLUSÃO 

 

   Esta monografia possibilitou inicialmente revisar as características do gênero 

Campylobacter, especialmente C. jejuni, que tem apresentado uma grande importância 

na ocorrência de gastroenterites em seres humanos no contexto mundial. Desta forma, 

destacou-se as características gerais - como as origens, os fatores necessários para o 

crescimento, as características químicas até os fatores de virulência e métodos de 

detecção deste micro-organismo. 

 Esse trabalho também pesquisou a presença dos genes de virulência cdtA, cdtB e 

cdtC, por meio da técnica de PCR. Os resultados encontrados estão de acordo com a 

literatura, que relata variações próximas a 100% na prevalência destes genes em 

amostras pesquisadas.  Não obstante, é necessária a análise de um maior número de 

amostras para verificar a importância e o aparecimento destes genes nos isolados no Rio 

Grande do Sul e de outros estados brasileiros.  

Por último, sugere-se a utilização de uma nova forma de interpretar dados 

oriundos da bacteriologia, da biologia molecular e do campo por meio das redes neurais 

artificiais, ferramenta já empregada em outros trabalhos desenvolvidos no CDPA.  
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