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RESUMO

A espécie Campylobacter jejuni tem sido associado com infec¢Ges alimentares, e 0s
principais alimentos envolvidos sdo produtos avicolas, leite ndo pasteurizado, &gua
contaminada e verduras cruas. Em humanos as manifestagbes mais comuns sdo as
gastroenterites. As bactérias utilizam fatores de viruléncia para aderir e colonizar o epitélio
intestinal e causar a infec¢do. Dentre estes fatores, podemos citar a toxina Citotoxina Letal
Distensiva, CDT, que é codificada pelos genes cdtA, cdtB e cdtC. Esta toxina blogueia o ciclo
celular causando a distensdo da célula e a sua morte. Outro fator é o flagelo bacteriano,
codificado pelo gene flaA, este auxilia na quimiotaxia e adesdo do microorganismo nas
estruturas intestinais. As 36 amostras utilizadas neste estudo foram isoladas de cortes de
frango (peito, sobrecoxa, coxa e coxa da asa). A presenca dos genes foi pesquisada através da
técnica de PCR. Foram encontradas as seguintes frequéncias 88%, 91%, 88% e 75% para 0s
genes cdtA, cdtB, cdtC e flaA, respectivamente. Em 72% foi encontrada a presenca dos
quatro genes. A presenca do gene flaA pode ser um indicativo de uma estirpe de
Campylobacter jejuni mais patogénica, pois este gene esta envolvido com a capacidade da
bactéria colonizar o intestino e provocar o quadro infeccioso, e ainda poderia facilitar a acdo
dos genes CDT para a producdo da toxina.Os resultados encontrados neste trabalho sdo
semelhantes aos encontrado na literatura consultada, que relatam altas frequéncias destes
genes. E importante a analise de mais amostras para averiguar a importancia e o aparecimento
destes genes nos isolados de Campylobacter jejuni e no futuro associar com outros fatores de

viruléncia que permitam caracterizar melhor as amostras circulantes.

Palavras-chave: Campilobacteriose. Infeccdo alimentar. PCR. Fatores de viruléncia.



ABSTRACT

The species campylobacter jejuni has been associated with foodborne illness, and the
main feed involved are poultry products, unpasteurized milk, contaminated water and raw
vegetables. The most common manifestations of the symptoms in humans are gastroenteritis.
Bacterial uses virulence factors to adhere and colonize the intestinal epithelium and to cause
infection. Among these factors, we can mention a citolethal distending toxin, CDT, which is
encoded by the genes cdtA, cdtB and cdtC. This toxin blocks the cell cycle causing distention
of the cell and its death. another factor it is the bacterial flagellum, encoded by the gene flaA,
which assists in chemotaxis and adherence of microorganisms in the intestinal structures.Tthe
36 samples used in this study were isolated from chicken parts (breast, drumstick, thigh and
wing thigh). The presence of those genes was screened by pcr. The following frequencies were
found, 88%, 91%, 88% and 75% for cdtA genes, cdtB, cdtC and flaA, respectively. In 72% of
the samples were found the presence of the four genes studied. The presence of flaA gene may
be indicative of a more pathogenic campylobacter jejuni strain, because this gene is involved
with the bacteria ability to colonize the intestine and cause infection, and, could also facilitate
the action of cdt genes for the production of the toxin. The results obtained in this study are
similar to those found in the literature, which reports frequencies close to 100%. the analysis
of more samples is substantial to ascertain the importance of these genes and the frequency
that they appear in campylobacter jejuni isolates, and in the future, be able of associate them
with other virulence factors that allow better characterization of the circulating strains.

Key words: Campilobacteriosis. Foodborne IlIness. PCR. Virulence Factors
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1 INTRODUCAO

O Brasil no setor avicola ocupa um papel importante na producdo e exportacao
mundial, tendo produzido no ano de 2012 12,69 milhdes de toneladas de carne de frango
(ABPA, 2012). A grande producdo brasileira de suinos e aves esta alicercada na grande
disponibilidade de graos produzidos no pais, devido a forte agricultura que tem. A producao
de cereais, leguminosas e oleaginosas foi estimada neste ano de 2014 em 193,5 milhdes de
toneladas (IBGE, 2014). A grande oferta e a disponibilidade dos gréos nas areas produtoras
fazem do Brasil um pais competitivo no setor produtivo de carne de aves, pois 0 custo com
racao é de 60 a 70% dos custos de producdo (INNOCENTINI, 2009). O consumo interno de
produtos avicolas vem crescendo com passar dos anos, chegou aos 45 kg/per capita de carne
de frango consumidos em 2012 (ABPA, 2012).

Com o aumento da producdo avicola e a necessidade de se produzir alimentos mais
seguros e com qualidade, o controle da producéo atraves da adocéo de medidas sanitarias, que
garantam a inocuidade dos alimentos, nas granjas e no processamento industrial é crucial para
evitar surtos ou infeccbes alimentares de doencas transmitidas por alimentos, DTA. Segundo
os autores BRYAN & DOYLE (1995), as zoonoses que ocorrem com maior frequéncia nos
paises industrializados sdo as infeccbes de origem alimentar causadas por espécies dos
géneros Salmonella e Campylobacter, sendo os principais patdgenos associados ao consumo
de produtos de origem avicola.

ApoOs o abate e a obtencdo do alimento, este precisa ser livre de residuos de
agrotoxicos, metais pesados, patdgenos e outras substancias que representam um perigo a
salde das pessoas. Outro aspecto importante, é que se mantenham as qualidades funcionais e
nutricionais do alimento e também as propriedades sensoriais de gosto e de aparéncia
(GRUNERT, 1997).

Ha muitos anos se sabe que os representantes do grupo Campylobacter estdo
relacionados com enfermidades nos animais. No entanto, somente nos Ultimas décadas tem
sido identificadas espécies de Campylobacter termofilos microaerofilos como causadores de
enterites humanas. Em alguns paises, o Campylobacter € isolado com maior frequéncia que
salmonelas em quadros clinicos humanos doentes que apresentam quadros de gastroenterites
(WALDROUP, 1996).

As bactérias utilizam mecanismos de viruléncia para aderir e colonizar o epitélio
intestinal e causar a infeccdo. Os genes cdtA, cdtB, cdtC codificam a Citotoxina Letal

Distensivo — CDT, e ao gene flaA, que codificam proteinas flagelares, sdo cosideradas um dos
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os principais fatores de viruléncia do Campilobacter jejuni, principal espécie envolvida. Os
genes cdtA e cdtC estdo envolvidos na aderéncia e na penetracdo da célula hospedeira e o
cdtB estd diretamente ligado a producdo da toxina que causa dano ao DNA (&cido
desoxirribonucléico) através de sua ativdade enziméatica. Também foi pesquisada a presenca
do gene flaA, que codificam proteinas flagelares, e auxiliam na quimiotaxia e adesdo do
microorganismo nas estruturas intestinais

A legislacéo brasileira atual regulariza o controle de Salmonella spp. em carcagas de
frangos (BRASIL, 2003), entretanto para Campylobacter spp., ndo existe legislacdo especifica
para sua deteccdo e controle nas aves. Isto mostra que ha a necessidade de mais estudos sobre
a ocorréncia deste patdgeno e os riscos a saude humana (CORTEZ, 2006). Ja nos Estados
Unidos foi criado pelo Servico de Inspecdo e Seguranca Alimentar (FSIS), em 2011, padrdes
microbioldgicos para a industria avicola para a carne resfriada e processada de frango e perus,
com objetivo de diminuir a incidéncia de casos de gastroenterites em humanos (FSIS -
USDA, 2011)

Devido a alta ocorréncia desta bactéria em alimentos e a importancia em saude
publica, principalmente em produtos avicolas, este trabalho pesquisou a presenca dos trés
genes que codificam a Toxina Citoletal Distensiva (cdtA, cdtB e cdtC) e do gene flaA que

codifica as proteinas flagelares.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas do género Campylobacter

O género Campylobacter pertence a ordem Campylobacterales e a familia
Campylobacteraceae. Todas as espécies denominadas Campylobacter e 0s grupos
taxondmicos relacionados pertencem ao mesmo grupo filogenético, nomeado superfamilia VI
de rRNA. Essa superfamilia ainda agrega mais 4 géneros: Arcobacter, Helicobacter,
Wolinella e Flexispira.

S30 reconhecidas atualmente 33 espécies de Campylobacter (EUZEBY, 2014). Esta
bactéria possui formato de bastonete delgado, curvo espiralados, conhecido também como
“asa de gaivota”. S80 bactérias gram-negativas, medindo 0,2 a 0,9um de largurae 0,5a 5 um
de comprimento. N&o esporulam e tem motilidade em forma de saca-rolha, produzida por um
flagelo polar em uma ou em duas extremidades da célula. A visualizagdo deste
microorganismo pode ser feita através do microscopio de contraste de fase ou campo escuro
(NACHAMKIN, 2001).

O Campylobacter ndo forma esporos e cresce em microaeréfilia. Pode crescer até em
anaerobiose e € necessario uma atmosfera especial com 5 a 7% de oxigénio, 10 % de gas
carbbnico e 85% de nitrogénio (SNELLING, 2005; JOES, 2010; HUMPHREY, 2007). C.
jejuni hidrolisa o hipurato, indoxil acetato e reduz nitrato. A maioria das cepas s@o resistentes
a cefalotina, e também ha resisténcia as fluorquinolonas tem sido relatada, uma categoria de
antibioticos usados normalmente para tratar de animais e doencas em humanos (KOENRAAD
et al.,1995).

S&o produtores de oxidase e ndo fermentam acucares, sua energia é obtida pela
utilizacdo de aminoécidos e intermediarios do ciclo Krebs. E variavel a producdo da enzima
catalase nas espécies de Campylobacter (STERN et al., 2001). Tanto espécies catalases
positivas e negativas podem causar doenca, entretanto as espécies catalase positivas sdo mais
associadas a ocorréncia de doencas em humanos. Campylobacter jejuni, Campylobacter coli,
Campylobacter lari e Campylobacter upsaliensis representam o grupo de bactérias
denominadas termofilicas, devido a sua faixa de temperatura de crescimento étimo oscilar
entre 42 e 43° C e apresentam também como caracteristica o cultivo fastidioso. C. jejuni e C.
coli sdo as espécies mais comumente isoladas de enterites humanas (REES et al. 1995,
MOORE et al. 2001).
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As células de Campylobacter quando submetidas ao estresse causado pela presencga
de oxigénio, temperatura baixa ou falta de nutrientes, mudam a sua morfologia para formas
cocoides, entrando num estado de vidvel, mas ndo cultivavel (VNC); sendo incapazes de
crescer em meios seletivos, mas podem ainda causar infeccdo em humanos (LEE &
NEWELL, 2006). Apesar de ndo ser cultivhvel e nem detectavel através de técnicas de
bacteriologia quando esta no estado VNC, o Campylobacter pode ser detectado através de
técnicas de biologia molecular, como reacdo em cadeia da polimerase (HALEZEGER, 1994).

2.2 Epidemiologia e fontes de contaminagdo por Campylobacter spp.

Campilobacteriose € uma doenca causada por microorganismos do género
Campylobacter spp. e séo reconhecidos como umas das principais fontes de gastroenterites
em humanos. O leite cru, as verduras e os legumes crus, a dgua contaminada e também
produtos de origem avicola sdo reconhecidamente fontes importantes de contaminacgéo.

Um fator que torna o Campylobacter spp. um agente perigoso e a necessidade de
haver maior controle e mais estudos € a sua capacidade de poucas células causarem o quadro
infeccioso. Black et al. (1988) e Robinson (1981) sugerem que apenas 500 células de
Campylobacter jejuni sdo suficientes, dependendo da competéncia do sistema imunologico do
hospedeiro, para desencadear a doenca.

Campylobacter jejuni é uma bactéria intestinal isolada com alta frequéncia de aves e
se destaca como um microrganismo emergente de origem alimentar, causador de
gastroenterite no homem, sendo a carne de aves considerada seu principal veiculo (AQUINO
& FRANCO, 1995).

A forma mais comum de transmissdo para 0s humanos mais comum ocorre atraves
do consumo e do manuseio de alimentos de origem animal, onde as carcacas Sao
contaminadas por Campylobacter durante o abate e o processamento e manipulacdo das
carcacas no frigorifico (BERRANG et al. 2001, EFSA 2010).0 frango tem sido descrito por
inimeros autores por ser a principal fonte de Campylobacter, e consequentemente os produtos
avicolas, nos casos de campilobacteriose humana (MOORE et al., 2005). As espécies mais
comumente isoladas de gastroenterites em humanos sdo C. jejuni e C. coli. Enquanto 94%
dos casos de gastroenterites sao causados por C. jejuni; C.coli e C. fetus sdo responsaveis por
4% e 1,3 % dos casos no Japao respectivamente (YOKOHAMA, 2006).
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O CDC (2014) estimou a incidéncia de 14,3 casos por 100.000 pessoas nos Estados
Unidos, e estima-se que anualmente sdo infectadas 2 milhdes de pessoas neste pais por
Campylobacter, sendo a principal fonte o consumo de carne de aves contaminadas
(ALTEKRUSE, et al., 1999; KEMP et al., 2001). Apesar do quadro mais comum na infecgdo
por Campylobacter ser as gastroenterites, é estimado que ocorram 73 mortes anuais (CDC,
2014).

A Campilobacteriose nos altimos cinco anos foi a zoonose mais notificada na Unido
Européia, seguido de Salmonelose e Yersiniose (EFSA, 2007; 2010). De 2010 até 2015, o
governo do Reino Unido esta implementando uma estratégia para controle de Campylobacter,
pois é atualmente considerado a mais comum causa de infec¢do alimentar, responsavel por
321.000 casos estimados na Inglaterra e no pais de Gales em 2008, com 15.000 pessoas
hospitalizadas e 76 mortes (EFSA, 2010).

De a Acordo com a EFSA (2010), e levando em conta os fatores que podem
contribuir para a propagacdo desta bactéria nas aves e carcacas de frango, e também com o
fato de que os niveis de contaminacdo encontrados podem apresentar alta variacao, indicam
que alguns abatedouros sdo mais eficientes em diminuir e controlar a disseminacdo deste
organismo do que outros. Outros fatores que podem influenciar também o risco de
contaminacdo com Campylobacter sdo a idade das aves abatidas, a época do ano e a hora do
dia que as carcacas sdo processados.

Recentemente, a EFSA (2010) descreveu os fatores que influenciam nas infeccGes
por Campylobacter: idade (taxa de maior ocorréncia em criangas menores de 5 anos de idade),
a época (um numero mais elevado de casos de campilobacteriose € relatado durante os meses
de verdo), as cepas (algumas estirpes sdo menos patogénico do que outras), a imunidade do
hospedeiro, viagens e os fatores demograficos (o status socio-econdmico). Zoonoses
alimentares sdo importantes causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo, a
Organizacdo Mundial da Saude (WHO) estima que mais de dois milhdes de pessoas morrem a
cada ano de doencas diarréicas causadas principalmente pela ingestdo de alimentos
contaminados (WHO, 2005; EFSA, 2007). A Autoridade Europeia para a Seguranca dos
Alimentos tem enfatizado a importancia e recomendou o estabelecimento de uma vigilancia
ativa de campilobacteriose em todos os estados membros da comunidade européia, incluindo
os esforcos para determinar os casos de campilobacteriose ndo diagnosticados (EFSA, 2010).

A entrada do C. jejuni nas granjas e a posterior contaminacdo dos lotes pode se dar

através de moscas e roedores, além de equipamentos pessoais e da fazenda, assim como
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caminhdes, empilhadeiras, pallets e sapatos sdo identificados como fontes em potencial de C.
jejuni (RAMABU et al. 2004). Alguns fatores contribuem para o aumento da contaminacgéo
da carne de frango: a alta densidade populacional no criatério e as elevadas taxas de abate no
abatedouro, onde as carcagas permanecem muito préximas umas das outras. Essas condigdes
favorecem uma rapida disseminacdo de qualquer patdgeno que possa ter acesso ao criatorio
(MEAD, 2004). Segundo Genigeorgis (1987) a tecnologia de abate ndo garante produtos
livres de Campylobacter. A contaminagdo das aves é quase que exclusivamente de origem
intestinal, ndo sendo suficientemente eliminada durante o processamento tecnoldgico,
resultando em produtos finais contaminados (OOSTEROM, 1983). .

Existem muitos fatores de riscos envolvidos com a transmissdo ambiental e
horizontal do Campylobacter entre os lotes e entre as aves, e para diminuir a contaminagéo
com este agente é importante a implementacdo de medidas higiénico-sanitarias nas granjas,
como a: limpeza, desinfeccdo e vazio sanitario entre o alojamento de lotes novos de aves;
controle da qualidade microbiolégica de racbes e agua ofertada aos animais; controle de
roedores, insetos, passaros selvagens; monitoria da prevaléncia de Campylobacter dos lotes;
limpeza e desinfeccdo dos caminhBes e das caixas de transporte de aves; processamento
adequado e higiénico das carcacgas no frigorifico. A combinagdo de medidas empregadas no
sistema avicola diminui a probabilidade da entrada de patdégenos nos lotes e acaba diminuindo
a transmissdo ao longo da cadeia e, ao final do processo, resultando em um produto com
maior qualidade sanitaria para o consumidor. No Reino Unido, algumas medidas como
procedimentos de limpeza intensivos nas granjas de equipamentos, de veiculos e de higiene
pessoal reduziram a prevaléncia de Campylobacter, entretanto falharam na reducdo da
colonizacéo dos lotes de aves (RIDLEY et al., 2011).

Outro método de diminuir a contaminacdo é a lavagem de carcagas com auxilio do
fosfato trisédico. Whyte et al. (2001), estudando o efeito do fosfato trisédico (TSP) observaram
uma reducdo de 1,71 ciclos logaritmicos para Campylobacter termofilicos ap6s tratamento com
solucdo a 10 % de TSP, por 15 segundos. O fosfato trisdédio (TSP) usado em concentragdes entre 8
e 12% (pH> 11,5) tem demonstrado ser um efetivo descontaminante de carcacas de aves e é
aprovado para uso nos Estados Unidos pelo Servigo de Inspecdo e Seguranca Alimentar do
Departamento de Agricultura dos EUA. Outro produto também utilizado para diminuir a
contaminacdo € o clorito de sodio acidificado (ASC). ASC é um antimicrobiano aprovado pela
Administracdo de Alimentos e Medicamentos dos EUA (USFDA) para tratamento de aves

processadas, carnes vermelhas (ovinos, suinos, e ovelhas), produtos marinhos, frutas e vegetais
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que demonstrou eficiéncia na reducdo de positividade para Campylobacter e Salmonella quando
aplicado em carcacas de frango (KEMP et al. 2001).

2.3 Fatores de Viruléncia

Os mecanismos de viruléncia do Campylobacter ainda ndo foram completamente
entendidos, e ha uma variacdo dos sintomas apresentados nos quadros da doenca, de quadros
leves a sérios de gastroenterites (Rivera Amill et al. 2001). Ainda ndo é claro quais sdo 0s
fatores essenciais do Campylobacter para desenvolver a doenca, entretanto é conhecido que
mecanismos que favorecam a quimiotaxia, adesdo, transcitoses, penetracdo na célula
hospedeira e producdo de toxinas sdo fundamentais para a bactéria causar uma doenca
gastrointestinal.

A principal citotoxina do género Campylobacter é o complexo da toxina citoletal
distensiva (CDT), esta toxina é composta por trés subunidades, e cada subunidade é transcrita
por um gene de mesmo nome, cdtA, cdtB e cdtC, proteinas codificadas com pesos de 30, 29 e
21 kDa, respectivamente. S8o toxinas suscetiveis ao calor e tem a propriedade de bloquear o
ciclo das células de mamiferos. A proteina produzida pelo gene cdtB potencializa o bloqueio
do ciclo celular, e as proteinas dos genes cdtA e cdtC transportam a proteina do cdtB e a
interiorizam na célula hospedeira. Uma vez dentro da célula, a proteina cdtB entra no nucleo e
exibe uma atividade de corte no DNA dupla fita. As células eucaridticas respondem aos cortes
no DNA, o dano se deve pela troca de um simples aminoacido por uma enzima, DNAase,
blogueando a fase G2/M da diviséo celular, induzindo uma distensdo citoplasmatica que leva
a morte da célula (JEON,2005; LARA-TEJERO e GALAN, 2000; SMITH, 2006; DASTI, et
al., 2010). A toxina Citoletal Distensiva (CDT), é produzida também por outras bactérias
gram-negativas incluindo, Escherichia coli, Shigella spp., Helicobacter spp., Haemophilus
ducreyi e Actinobacillus actinomycetemcomitans (YAMASAKI et al., 2006).

E sugerido ainda que acdo da toxina CDT seja responséavel pela morte das células
epiteliais nos vilos intestinais, prejudicando a funcdo de barreira do intestino frente a
patdgenos e também a absorc¢do de nutrientes (WHITEHOUSE et al. 1998).

A toxina distensiva citoletal € comum em amostras de Campylobacter jejuni. Bang
et al. (2004) utilizou 117 cepas de C. jejuni isoladas de perus na Dinamarca e constatou que
97,4 % das cepas eram positivas para CDT. Além disso, Lee et al . (2003) verificaram que a

combinacéo de cdtB e cdtA ndo teve nenhum efeito sobre a linhagem celular HelLa, mas a
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combinacgdo de cdtB e cdtC era tdo eficaz quanto a combinacao das trés proteinas. Estudos de
competicdo indicaram que cdtA e cdtC se ligam ao mesmo sitio na superficie da célula HelLa
(LEE et al., 2003).

As células de mamiferos expostas a agentes que danificam o DNA , tais como
radiagdo-y, fazem com que complexos de reparacdo do DNA, corrijam 0s danos causados a
dupla fita de DNA (TAKATA et al., 1998). Hassane et al.(2003) demonstraram que as células
da linhagem IMR- 90, quando expostas a toxina citoletal distensiva (CDT) havia o acumulo
da proteina histona y-H2AX. As quebras de cadeia dupla fita de DNA causados pela radiacao
ionizante induzem a fosforilagdo desta proteina. A fosfo-histona medeia o recrutamento de
complexos de reparacdo do DNA, para o locais de quebras de cadeia dupla induzida pela
radiagdo (ROGAKOU et al.1999). Assim, a deteccdo de respostas de reparacédo do DNA apos
exposicdo a toxina CDT, indica que esta toxina provoca danos ao DNA celular de um modo
semelhante a radiagéo-y.

Outro marcador de viruléncia bacteriana muito bem descrito € o flaA, que codifica a
formacdo do flagelo. Este favorece a motilidade, a colonizacdo e penetracdo do agente nas
criptas intestinais do hospedeiro, possui duas proteinas, denominadas flagelina A (codificada
pelo gene flaA) e flagelina B (codificada pelo gene flaB), que parecem estar envolvidas
também na adesdo e na invasdo as células hospedeiras, conforme mostram os estudos com
mutantes que, tendo seu movimento flagelar paralisado apresentaram reduzida capacidade de
aderir e auséncia de invasdo. Também ha de destacar que a motilidade e quimiotaxia sdo
essenciais para a colonizacao por C. jejuni, que € atraido por mucina, L-serina, e L-fucose e €
repelido por acidos biliares. Apds o C. jejuni atravessar a barreira do muco, é necessaria sua
aderéncia na superficie epitelial para que a efetiva colonizacdo ocorra. A adesdo tem sido
estudada de maneira bastante intensa in vitro (KETLEY, 1997). Mutantes de C. jejuni
iméveis, com flagelo incompleto ou com auséncia de flagelo ndo conseguem colonizar o trato
gastrointestinal ou requerem grandes quantidades de inoculo, em relacdo as cepas mdveis com
flagelo completo (GUERRY, 2007; LODGE, 2007). Segundo os autores Osek e Wieczorek
(2008), estudos tém sido feitos para deteccdo dos genes flaA e flaB, e tem sido relatado uma
maior presenca do gene flaA, sugerindo que este gene seja essencial para a motilidade
bacteriana, e consequente, adesdo e colonizacao.

Alguns estudos pesquisando a presenca do gene flaA encontraram a frequéncia de
100% nas amostras testadas, o que pode sugerir que o gene flaA é necessario para a

colonizacdo bacteriana do trato digestivo dos animais e permite as bactérias aderirem a
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superficie das carcacas de aves contaminadas (BANG et al., 2001; DATTA, NIWA & ITOH,
2003; WIECZOREK E OSEK, 2008)

2.4 Sindrome de Guillain Barré

A sindrome de Guillain-Barré é caracterizada por uma paralisia flacida aguda que
acomete 0s musculos esqueléticos e também pode comprometer os musculos da respiracao,
levando o paciente ao Obito. Tecnicamente é uma polirradiculopatia desmielinizante
inflamatoria aguda auto-imune, na grande maioria das vezes reversivel, se caracteriza por uma
desmielinizacdo dos nervos motores mas pode atingir também os nervos sensitivos (BOLAN
et al., 2007).

Algumas estimativas sugerem que mais de 30% dos casos da sindrome de Guillain
Barré, ocorrem apoés a infecgcdo por Campylobacter jejuni, mas também podem ocorrer apos a
infeccdo por citomegalovirus, virus Epstein Barr e Mycoplasma pneumoniae (DRENTHEN,
2011). A patogénese da Sindrome de Guillain Barré ainda ndo é bem compreendida,
entretanto ha estudos que identificaram uma reacdo cruzada provocada pela producdo de
anticorpos contra o lipopolisacarideo (LPS) presente na parede celular de C. jejuni que €
semelhante estruturalmente a um componente (gangliosideo) presente na bainha de mielina
nos nervos periféricos. Ha o ataque por parte dos anticorpos anti-LPS de C. jejuni contra o
gangliosideo, comprometendo a integridade da bainha de mielina e a conducdo nervosa,
causando a paralisia (ANG, 2002).

Em 2007 houve um surto na regido rural da China em que 36 pessoas foram
acometidos pela Sindrome de Guillain Barré (Zhang et al., 2010). Ao pesquisar 0 historico
desses pacientes, verificou-se um aumento no namero de casos de diarreia prévia a
manifestacdo da sindrome, sugerindo que esses casos estdo relacionados a infeccdo prévia por

Campylobacter jejuni (Ho et al., 1995).

3 Materiais e Métodos

Foram utilizadas neste trabalho 36 isolados de corte de frango, provenientes da
bacterioteca do CDPA (Centro de Diagndéstico de Pesquisa em Patologia Aviaria - UFRGS).
O DNA das amostras foram extraidos pela técnica de termoextracdo adaptado por

Borsoi et al. (2009). Um mL do caldo contendo o isolado a ser analisado foi centrifugado
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(5415C Microcentrifuge, Eppendorf, Hamburg, Germany) a 12.000 rotagbes por minuto
(RPM) por 2 minutos e descartado o sobrenadante. O pellet foi ressuspendido com 800 ul em
agua ultrapura, homogeneizado e novamente centrifugado a 12.000 RPM por 2 minutos. Este
procedimento foi realizado duas vezes, sendo que na Gltima etapa o material foi ressuspendido
com 500 pl de agua ultrapura. A termoextracdo foi feita em banho-maria a 95°C, por 10
minutos, apos esse tempo o sobrenadante contendo o DNA foi coletado para ser utilizado no
ensaio de PCR.

Os genes pesquisados foram identificados com a utilizagdo de trés protocolos de
Reacdo da Cadeia da Polimerase — PCR. O primeiro utilizado foi composto por um duplex-
PCR para identificar o cdtA e cdtC (370 pb/182 pb), um segundo protocolo para identificar o
gene cdtC (620 pb) e o terceiro protocolo para identificar o gene flaA (1700 pb).

Para a pesquisa dos genes cdtA e cdtC foi utilizado como controle positivo das
reacOes de PCR a amostra ATCC Campylobacter jejuni 33560 e para a pesquisa de cdtB foi
utilizado amostra clinica de Arcobacter. A sequencia de primers utilizadas estdo descritas na
tabela 1.

Tabela 1. Primers dos genes (cdtA, cdtB, cdtC e flaA) pesquisados nas amostras de

Campylobacter jejuni.

Primer Sequéncia de bases
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°
flaA forward 5" GGATTTCGTATTAACACAAATGGTGC 3’
flaA reverse 5" CTGTAGTAATCTTAAACATTTTG 3’

Fonte: adaptado de BANG et al., 2003; DATTA et al., 2003

O DNA dos isolados foi adicionado a um mix de reagentes, dispostos na tabela 2,
composto por um tampdo 10X, MgCl,, mix de dNTP’s, primers, enzima Taq polimerase e
completado o volume final com agua ultrapura. Apdés as sequéncias de amplificacdo, descritos

na tabela 3, o amplicon foi visualizado através da técnica de eletroforese em gel de agarose a
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1,5% com acréscimo de brometo de etidio. Para visualizagdo foi utilizado um transluminador

Ultra-violeta (UV) para identificar a amplificacdo dos genes pesquisados.

Tabela 2. Volume dos reagentes utilizados nas reacdes da técnica de PCR para deteccdo dos
genes cdtA, cdtB, cdtC e flaA.

Reagentes cdtA e cdtC cdtB flaA
Agua mili-Q (uL) 20,15 20,15 16,4
Tampéo 10X (uL) 3 3 2,5
dNTP (2,5 mmol) 2,4 2,4 2,5
MgCI2 (uL) 1 (1mM) 1,25 (1,5mM) 1,2
Primer (20Pmol) (uL) 1 1 0,5
Taq polimerase (1U) (uL) 0,2 0,2 0,4
DNA (uL) 1 1 1

Total 30 30 25

Fonte: adaptado de DATTA et al., 2003; WIECZOREK, 2008.
Tabela 3. Condicdes de tempo e temperatura para ocorréncia das reagdes da tecnica de PCR

de cada gene.

Etapas cdtA e cdtC cdtB flaA

Desnaturacéo inicial 94° C - 5 min 94° C - 5 min 94° C - 5 min
Desnaturacéo 94° C - 1 min 94° C -1 min 94° C -1 min
Anelamento 55° C - Imin 55°C - 1min 48° C - 1min
Extensdo 72°C—1min 72°C—1min 72°C—1min
Extensdo final 72°C—-5min 72°C—-5min 72°C—-5min
Tamanho do amplicon (pb) 370 - 182 620 1700

Fonte:adaptado de DATTA et al., 2003; WIECZOREK, 2008.

4 Resultados e Discussao

Entre as amostras pesquisadas de Campylobacter jejuni em cortes de frango
comercial foi encontrada as seguintes frequéncia dos genes cdtA, cdtB e cdtC,

respectivamente: 88%, 91% e 88%. Quando avaliado o conjunto dos trés genes presentes na
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mesma amostras, 86% tinham a presenca dos trés genes. Os genes cdtA e cdtC foram

encontrados em 86% das amostras.

95 91
38 88
90 86 86
85
80
75

75 72
70 —
65 —
60 —
55 —
50 T T T T T T 1

cdtA cdtB cdtC cdtABC cdtAC flaA cdtABC + flaA

Gréafico 1. Resultados obtidos na pesquisa dos genes cdtA, cdtB, cdtC e flaA pela técnica de
PCR nas 36 amostras de Campylobacter jejuni.

O resultado da pesquisa dos genes do complexo CDT neste trabalho diferiu pouco de
alguns trabalhos pesquisados na literatura. Estes trabalhos relatam frequéncias préximas a
100% para os trés genes: cdtA, cdtB, cdtC. Wieczorek & Osek (2008) ao pesquisar em
amostras de fezes de aves, achou resultados de 76,6%, 85,3% e 83,2% para 0s genes cdtA,
cdtB e cdtC, respectivamente. Datta et al (2003) ao pesquisar 0s genes cdtABC em amostras
clinicas isoladas de humanos, fezes e carne de aves achou a frequéncia de 100% para 0s trés
genes. Rozynek et al.,(2005), ao pesquisar o complexo CDT em C. jejuni, verificou a
presenca em amostras de criangas com diarreia (cdtA, 98,4%; cdtB 97%; cdtC, 98%) e a
frequéncia em swabs de carcacas de frango (cdtA, 100%; cdtB 100%; cdtC, 100%).

Van Deun et al. (2007) e Wardak (2006) acharam frequéncias de 100% dos genes
CDT, e sugerem ainda em seus trabalhos que existe uma associacdo entre a presenca do
genes CDT e ocorréncia de sinais clinicos tipicos de Campylobacteriose. Talukder et al.
(2008) observaram em seu trabalho que os pacientes que tiveram campilobacteriose, e o C.
jejuni envolvido no quadro tinha os genes CDT, tiveram uma diarreia que apresentou uma
secrecao intestinal aumentada.

Bang et al. (2003) e Asakura et al. (2007) relataram, que quando had mutagdes nos
genes que codificam a toxina CDT, a expressao do gene e também a deteccdo dos genes pelas

técnicas de biologia molecular ficam prejudicadas.
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O gene flaA neste trabalho foi encontrado em 75% das amostras pesquisadas. E
relatado na literatura que a formacgdo das proteinas flagelares, codificadas pelo gene flaA, é
essencial para viruléncia, haja vista a dependéncia do flagelo para coloniza¢do das estruturas
intestinais e ocorréncia da doenca gastrointestinal (GUERRY, 2007; NUIJTEN et al. 2000).

Datta et al. (2003) e Wieczorek e Osek (2008) relataram frequéncias de 100% dos
genes flaA em amostras clinicas humanas, fezes de aves e carne de aves. Em pacientes
humanos com diarreia em Bangladesh, o gene flaA foi isolado em 100% das amostras
(TALUKDER et al., 2008). A formagéo do flagelo é relacionada fortemente com a viruléncia
bacteriana ao aumentar a capacidade de colonizacdo e aderéncia ao epitélio intestinal. Além
da formacdo do flagelo, o gene flaA esta relacionado na producdo de uma série de proteinas
que facilitam a invasdo e a apoptose celular do epitélio intestinal, também é citado a
necessidade do flagelo bacteriano para formacgéo de biofilme (GUERRY, 2007).

Nas amostras estudadas, 72% foi verificado a frequéncia dos genes cdtA, cdtB, cdtC
e flaA. A presenca do gene flaA que é responsavel pela motilidade e a colonizacdo das
estruturas no epitélio intestinal facilitar a atuacdo dos genes CDT, pois a adesdo promovida

por estes genes facilitaria a acdo da toxina, ja que a bactéria se encontraria no seu sitio de acao

5 Conclusao

Este trabalhou pesquisou a presenca dos genes cdtA, cdtB, cdtC e flaA, que séo
considerados fatores de viruléncia, e achou em frequéncias acima de 75% nas amostras de
cortes comercias de frangos de corte pesquisadas.

Este trabalho teve resultados semelhantes com a da bibliografia consultada, e os
proximo passos a serem dados sdo na tentativa de entender como se relacionam os genes de
viruléncia.

E importante a analise de mais amostras para averiguar a importancia e o
aparecimento destes genes nos isolados de Campylobacter jejuni e no futuro associar com

outros fatores de viruléncia que permitam caracterizar melhor as amostras circulantes.
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