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RESuMo
Campylobacter jejuni e C. coli constituem as espécies termofílicas mais frequentemente 
isoladas em casos de enterites humanas, devido à ingestão de alimentos à base de frango 
mal cozido ou através da contaminação cruzada durante a manipulação de alimentos 
crus. A diferenciação bioquímica de C. jejuni e C. coli apresenta inconsistências, como 
a hidrólise do hipurato e a sensibilidade ao ácido nalidíxico e à cefalotina. Desta forma, 
a aplicação de métodos moleculares se faz necessário na identificação dessas espécies. 
O objetivo deste trabalho foi realizar a identificação de C. jejuni e C. coli isolados de 
carcaças resfriadas de frango pela Multiplex PCR. Para isso, o gene que codifica uma 
subunidade de oxirredutase (160 pb) e o gene de virulência ceuE (894 pb) específicos 
para C. jejuni e C. coli, respectivamente, foram submetidos a PCr, simultaneamente. 
Dos 21 isolados analisados pela bioquímica, 19 (90,48%) foram identificados como C. jejuni 
um (4,76%) como C. coli e um (4,76%) não identificado. A Multiplex PCR confirmou a 
presença de 90,48% de C. jejuni e 9,52% de C. coli. A abordagem proposta apresentou 
rapidez, sensibilidade e especificidade e, assim, poderia ser considerada uma boa 
alternativa para ensaios clínicos de rotina e estudos epidemiológicos.

PaLaVRaS-ChaVE: Campylobacter jejuni; Campylobacter coli; Multiplex PCr

aBStRaCt
Campylobacter jejuni and C. coli are the most frequently identified thermophilic 
species in cases of human enteritis caused by the consumption of food products made 
with undercooked chicken or cross-contamination during handling of raw food products. 
the biochemical differentiation of C. jejuni and C. coli shows inconsistencies, such as 
hippurate hydrolysis and sensitivity to nalidixic acid and cephalothin. Consequently, the 
use of molecular methods is necessary to identify these species. the objective of this study 
was to identify C. jejuni and C. coli isolates from refrigerated chicken carcasses using 
multiplex PCr. For this purpose, the genes encoding a 160-bp subunit of oxidoreductase 
and the 894-bp ceuE virulence gene specific for C. jejuni and C. coli, respectively, were 
concurrently subjected to PCr. of the 21 isolates assessed biochemically, 19 (90.48%) 
were identified as C. jejuni, one (4.76%) as C. coli, and one (4.76%) was not identified. 
Multiplex PCR confirmed the presence of 90.48% C. jejuni and 9.52% C. coli. the proposed 
approach was rapid, sensitive, and specific and is a good alternative for routine clinical 
testing and epidemiological studies.
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IntRodução

Nas últimas quatro décadas, as espécies de Campylobacter spp. 

têm sido reconhecidas como patógenos emergentes e despon-

taram como importantes agentes de gastrenterites de origem 

alimentar em várias partes do mundo1. Espécies do gênero 

Campylobacter estão amplamente distribuídas na natureza e 

a maioria está apta a habitar o trato intestinal de animais de 

sangue quente, sendo encontradas frequentemente em aves 

domésticas, bovinos, suínos, ovinos, roedores, pássaros, cães 

e gatos. É importante ressaltar que frangos são considerados 

os maiores reservatórios de espécies termofílicas que suportam 

a temperatura do trato intestinal das aves, em torno de 41ºC2. 

Muitas espécies podem ser isoladas de água, leite, carnes, ve-

getais, moluscos e areias de praia3,4. Além disso, as espécies 

termofílicas, principalmente Campylobacter jejuni, represen-

tam um dos mais importantes enteropatógenos, especialmente 

nos países desenvolvidos5,6.

A contaminação de carcaças de frangos durante o abate, o con-

sumo de alimentos à base de frango mal cozido, além da conta-

minação cruzada durante a manipulação de alimentos crus são 

considerados como os principais fatores de risco para infecções7,8.

o gênero Campylobacter é composto atualmente de 32 espécies 

e 13 subespécies9. As espécies Campylobacter jejuni, Campylo-

bacter coli, Campylobacter lari e Campylobacter upsaliensis 

representam o grupo denominado termofílico, devido à tempe-

ratura ótima de crescimento ser entre 42ºC e 43ºC, sendo que 

C. jejuni e C. coli constituem as espécies mais frequentemente 

isoladas de enterites humanas10,11,12.

Estudos mostraram o isolamento de Campylobacter spp. em 

66,6% das amostras de carcaças de frango adquiridas em pon-

tos de processamento na Croácia e 68,1% de Campylobacter 

termotolerantes em amostras de frango na Etiópia13,14. resul-

tados superiores foram obtidos na Eslovênia onde 81,8% das 

33 amostras de coxas e fígado de frango continham Campylo-

bacter  termotolerantes15. Já em Lisboa, 100% das 21 amostras 

de peito de frango resfriado e embalado para consumo esta-

vam contaminadas com Campylobacter spp16.

Campylobacter jejuni tem sido identificado como um dos prin-

cipais patógenos no desencadeamento da síndrome de guillain 

Barré (SGB), uma paralisia flácida que acomete primordialmente 

a mielina da porção proximal dos nervos periféricos de forma 

aguda e subaguda. Aproximadamente 60-70% dos pacientes com 

SgB apresentam alguma doença precedente, sendo a infecção 

por C. jejuni a mais frequente delas (32%)17.

Vários estudos no Brasil têm demonstrado a presença de Cam-

pylobacter spp. em carne de frango. Na região sul do Brasil foi 

encontrado índices de 81,8% e 91,7% em amostras de aves desti-

nadas ao abate18,19. Análises em carnes e miúdos de frango expos-

tos ao consumo em Belém do Pará também apresentaram 93,7% 

de amostras contaminadas com Campylobacter spp20.

As espécies Campylobacter jejuni e C. coli compartilham muitas 

características clínicas e, portanto, a caracterização e diferen-

ciação desses enteropatógenos representam um passo crucial 

para a definição do seu espectro de doenças, bem como para fins 

epidemiológicos11. A diferenciação bioquímica de Campylobacter 

jejuni e C. coli é baseada na hidrólise do hipurato, uma vez que 

apenas o C. jejuni possui a enzima hipuricase21. Apesar do gene 

que codifica esta enzima estar presente em C. Jejuni, existem 

algumas cepas que não expressam a enzima para esta reação21,22.

Desta forma, a aplicação de métodos moleculares se faz neces-

sária na elucidação da identificação das espécies23. A rápida de-

tecção de C. jejuni em alimentos é considerada fundamental, 

não só para reduzir o tempo na tomada de medidas adequadas 

como a remoção de alimentos contaminados aos consumidores, 

mas também na rapidez do diagnóstico e tratamento24.

A abordagem de detecção simultânea de C. jejuni e C. coli pelo 

desenvolvimento de Multiplex PCR baseada na amplificação do 

gene ceuE foi proposta anteriormente25. As duas espécies apre-

sentam 86,9% de similaridade e, assim, permitiram o desenho de 

iniciadores específicos25. o gene ceuE codifica uma lipoproteína 

de 34,5 a 36,2 kDa, presente no sistema de transporte de sideró-

foros, envolvido na aquisição de ferro e que é um aspecto crucial 

na infectividade. Esse sistema parece ser importante na virulên-

cia de C. jejuni e C. coli11. Estudos posteriores propuseram a de-

tecção simultânea de genes flaA (flagelina) e da subunidade da 

oxirredutase, dos genes cadF (proteína CadF, fator de virulência), 

hipO (hipuricase), e do gene asp (aspartokinase) na diferencia-

ção de C. jejuni e C. coli26,27. A amplificação do gene lpxA (UDP

-N-acethylglucosamine acyltransferase), utilizando oligonucleo-

tideos distintos, demonstrou especificidade na diferenciação de 

C. jejuni, C. coli, C. lari e C. upsaliensis em uma Multiplex PCr28.

Considerando as limitações da identificação convencional e da 

importância da diferenciação de C. coli e C. jejuni no controle 

da qualidade de carcaças de frango, o objetivo do estudo foi 

estabelecer uma Multiplex PCr utilizando uma nova combinação 

de genes espécie-específicos e de virulência.

MEtodoLogIa

amostragem e Processamento das amostras

No período de julho de 2009 a julho de 2010, foram obtidos 

21 isolados de Campylobacter spp. de 30 amostras de carcaças 

refrigeradas de frango de diferentes marcas comercializadas na 

cidade do rio de Janeiro. As amostras foram analisadas no Setor 

Alimentos, do Departamento de Microbiologia do instituto Na-

cional de Controle de Qualidade em saúde da Fundação oswaldo 

Cruz (INCQS\FIOCRUZ), de acordo com metodologia oficial7.

Ensaios presuntivos e ensaio confirmativo

os 21 isolados foram submetidos à coloração de gram e aos testes 

de catalase e oxidase. Para confirmação do gênero Campylobacter 



http://www.visaemdebate.incqs.fiocruz.br/

Medeiros VM et al. Diferenciação C. jejuni e C. coli por Multiplex PCR

Vigil. sanit. debate 2015;3(3):97-103   |   99

foi utilizado o teste de aglutinação em látex pelo kit Dryspot Cam-
pylobacter (oxoid®), de acordo com instruções do fabricante.

Identificação Bioquímica

A susceptibilidade ao ácido nalidíxico e à cefalotina, avaliadas 
pelo método de difusão em disco, e a hidrólise do hipurato foram 
realizadas segundo a iSo 10272-1:200629.

Identificação Molecular

o DNA genômico dos isolados e cepas de referência foi extraído 
pelo kit comercial Quiagen (Quiagen Ltd., Dorking, reino Unido) 
e quantificado no equipamento Qubit 2.0 Fluorometer (Invitro-
gen®), de acordo com as instruções do fabricante.

Multiplex PCR

As reações da PCr foram realizadas em um volume total de 
25 µl contendo: 50 ng de DNA dos isolados e das cepas de re-
ferência, 100 mM de tris-HCl, 50 mM de KCl, 200 mM de cada 
dNPt (dAtP, dCtP, dgtP, dttP); 1,7 mM de MgCl2; 2,0 U de 
Taq DNA polimerase e 20 picomol de cada iniciador (tabela 1). 
Foram utilizados C. jejuni iNCQS 00262 (AtCC 33560) e C. coli 
iNCQS 00263 (AtCC 33559) como controles positivos e E. coli 
iNCQS 00033 (AtCC 25922) como controle negativo. A reação 
foi realizada no termociclador Eppendorf EP Mestre Cycler uti-
lizando o ciclo: desnaturação inicial a 94°C durante 4 minutos 
seguido de 25 ciclos de amplificação. Cada reação consistiu de 
1 minuto a 94°C, 1 minuto a 53°C e 1 minuto a 72°C, finali-
zando com um passo de extensão do iniciador de 5 minutos a 
72°C. os produtos da PCr foram separados por eletroforese em 
gel de agarose a 2,0% em tampão tBE [1,0 M tris, ácido bórico 
0,01 M, 0,01 M EDtA pH 8,2 (invitrogen)], incluindo a escala de 
100 pb como marcador de peso molecular (invitrogen). o gel 
de agarose foi corado com uma solução de brometo de etídio 
(10,0 mg / mL) e visualizados sob luz UV, no aparelho de tran-
siluminação gE imageQuant 300.

A especificidade foi verificada pela Multiplex PCR com DNA 
de C. jejuni iNCQS 00262 (AtCC 33560) e C. coli iNCQS 00263 
(AtCC 33559), como controles positivos e E. coli iNCQS 00033 
(ATCC 25922), como controle negativo. A especificidade frente 
a outras espécies do gênero Campylobacter e da família Ente-
robacteriaceae foi checada in silico no programa “In silico PCr 
amplification” (http://insilico.ehu.es/PCR/). A sensibilidade da 
Multiplex PCr foi avaliada utilizando DNA genômico de C. jejuni 
iNCQS 00262 (AtCC 33560) e C. coli iNCQS 00263 (AtCC 33559) 
diluídos serialmente a 1:10 de 40 ng a 4 pg. A seguir, foi aplicada 
esta Multiplex PCr para os 21 isolados.

RESuLtadoS

Ensaios presuntivos e confirmativo

As características morfo-tintoriais demonstraram a presença de 

bacilos Gram negativos finos em forma de “gaivota” compatíveis 

com o gênero Campylobacter nos 21 isolados. todos os isolados 

apresentaram as enzimas catalase e oxidase e aglutinaram as par-

tículas de látex azul sensibilizadas com anticorpos de coelho.

Identificação Bioquímica

Em relação à susceptibilidade ao ácido nalidíxico e à cefalotina, 

dezesseis isolados (76,2%) apresentaram resultados diferentes da 

literatura, onde C. jejuni e C. coli são sensíveis ao ácido nalidíxico 

e resistentes a cefalotina. Dezoito isolados (85,72%) foram hipu-

rato-positivo, sendo identificados como C. jejuni, enquanto dois 

isolados (9,52%) apresentaram-se como hipurato-negativo e foram 

identificados como C. coli. Apenas um isolado (4,76) apresentou 

resultado duvidoso em relação à hidrólise do hipurato e foi con-

siderado C. coli. onze isolados (52,4%) apresentaram resistência 

aos dois antibióticos, no entanto, dez foram positivos no teste da 

hidrólise do hipurato e foram classificadas como C. jejuni resisten-

tes ao ácido nalidíxico. o isolado negativo na hidrólise do hipurato 

foi identificado como C. coli resistente ao ácido nalidíxico.

Multiplex PCR

A especificidade da Multiplex PCR com cepas de referência 

demonstrou a presença de um fragmento de 159 pb frente à 

C. jejuni, um fragmento de 894 pb frente à C. coli e ausência 

de amplificação frente à E. coli (Figura 2). A análise da espe-

cificidade in silico também apresentou fragmento 159 pb em 

17 genomas de C. jejuni e 894 pb em três genomas de C. coli. 

As espécies C. fetus, C. hominis, C. curvus, C. concisus, C. lari e 

Campylobacter sp. não apresentaram fragmentos (tabela 2). Não 

foram observados fragmentos nas análises in silico com genomas 

de espécies da família Enterobacteriaceae.

A sensibilidade da Multiplex PCR resultou na amplificação dos 

genes da oxirredutase e ceuE até 40 pg de DNA (Figura 1). A 

Multiplex PCr dos 21 isolados demonstrou, dezenove isolados 

(90,48%) como C. jejuni e dois (9,52%) como C. coli (Figura 2).

discussão

Nas últimas quatro décadas, as espécies de Campylobacter spp. 

têm sido reconhecidas como organismos emergentes, importantes 

agentes de gastrenterites de origem alimentar em várias partes 

do mundo1.

tabela 1. Iniciadores utilizados na identificação das espécies C. jejuni e C. coli por Multiplex PCr.

Iniciadores gene Espécie alvo Produto (pb) oligonucleotideos (5’ - 3’) Referência

Col1_F
Col2_r

CeuE C. coli 894 AtgAAAAAAtAtttAgtttttgCA
AttttAttAtttgtAgCAgCg

gonzales et al. 1997

C -1
C - 4

oxirredutase C. jejuni 159 CAAAtAAAgttAgAggtAgAAtgt
ggAtAAgCACtAgCtAgCtgAt

Winters and Slavik, 1995
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Neste estudo, 70% das carcaças resfriadas de frango analisadas 

demonstraram a presença de Campylobacter spp. outros estu-

dos vêm relatando percentuais superiores e inferiores ao en-

contrado nesta investigação2,19,20,30. A recuperação de Campylo-

bacter spp. em carne de ave resfriada pode estar associada aos 

métodos de análise e ou a outros fatores como congelamento, 

presença de aditivos, microbiota acompanhante, tensão de oxi-

gênio e concentração de cloro na água, que podem influenciar 

no isolamento31,32,33.

A susceptibilidade ao ácido nalidíxico e à cefalotina é conside-

rada característica taxonômica diferencial entre espécies ter-

mofílicas do gênero Campylobacter. No entanto, os resultados 

obtidos neste estudo, bem como, aqueles encontrados em outro 

estudo no qual 4,8% de C. coli e C. jejuni foram resistentes ao 

ácido nalidíxico, demonstram a inconsistência desse marcador34. 

A resistência aos antimicrobianos está associada a muitos fatores 

relacionados à expressão de genes de resistência; a presença de 

elementos móveis como plasmídeos contendo genes de resistên-

cia; além das altas taxas de transferência lateral de genes.

A utilização de métodos convencionais como provas bioquímicas 
são muitas vezes demorados e limitados na diferenciação das es-
pécies. Dentre estes testes bioquímicos, a hidrólise de hipurato de 
sódio é o único utilizado na diferenciação de C. jejuni e C. coli.

Muitos laboratórios avaliam linhagens hipurato negativo de acordo 
com a resistência ao ácido nalidíxico e cefalotina para a diferen-
ciação das espécies C. lari e C.upsaliensis. No entanto, muitos 
estudos já revelaram que este procedimento não proporciona uma 
correta identificação de C. jejuni hipurato negativo. Estas cepas 
vêm sendo identificadas, de forma confiável, por meio da detec-
ção de genes espécie específicos35,36. resultados falso-positivos em 
testes hipurato também foram relatados, o que sugere que até 
mesmo isolados hipurato positivos podem não ser confiáveis37,38.

Discrepâncias entre o teste bioquímico do hipurato e a es-
peciação pela PCr vem sendo descritas38,39. Linhagens de 
C. jejuni apresentaram o gene hipO, porém não expressaram 
reação enzimática40. Além disso, isolados de C. coli que não 
apresentaram o gene hipO pela PCr demonstraram atividade 

Figura 2. Multiplex PCr dos 21 isolados, genes oxireductase (894 bp) 
e ceuE (159bp). (PM) Peso Molecular 100 pb. (1 e 16) C. jejuni iNCQS 
00262 (AtCC 33560); (2 e 17) C. coli iNCQS 00263 (AtCC 33559); (3-13) 
C. jejuni; (14 e 28) E coli iNCQS 00033 (AtCC 25922); (15 e 29) H

2
o 

(controle negativo); (18-21) C. jejuni; (22 e 25) C. coli; (23, 24, 26 e 
27) C. jejuni.

Figura 1. Sensibilidade da multiplex PCr, genes oxireductase (894 bp) e 
ceuE (159bp) (PM). Peso Molecular 100 pb; (1-2) Campylobacter jejuni 
iNCQS 00262 (AtCC 33560) e C.coli iNCQS 00263 (AtCC 33559) - 40 ng; 
(3-4) C.j e C.c, 4 ng; (5-6) C.j e C.c, 400 pg; (7-8) C.j e C.c, 40 pg; 
(9-10) C.j e C.c, 4 pg; (11) H2o (controle negativo).

tabela 2. Amplificação por PCR In silico dos genes oxirredutase e ceuE 
de espécies da família Campylobacteriaceae.

Espécies da família
Campylobacteriaceae

Gene
CeuE
pb*

Gene 
Oxirredutase

pb*

1. C. coli 15-537360 894  -

2. C. coli 76339 894  -

3. C. coli CVM N29710 894  -

4. C. concisus 13826 -  -

5. C. curvus 525.92 -  -

6. C. fetus subsp. Fetus 82-40 - -

7. C. hominis AtCC BAA-381 - -

8. C. jejuni 32488 - 159

9. C. jejuni 4031 - 159

10. C. jejuni rM 1221 - 159

11. C. jejuni subsp. doylei 269.97 - 159

12 C. jejuni subsp. jejuni 00-2425 - 159

13. C. jejuni subsp. jejuni 00-2426 - 159

14. C. jejuni subsp. jejuni 00-2538 - 159

15. C. jejuni subsp.jejuni 00-2544 - 159

16. C. jejuni subsp. jejuni 81-176 - 159

17. C. jejuni subsp. jejuni 81116 - 159

18. C. jejuni subsp. jejuni iA3902 - 159

19. C. jejuni subsp. jejuni 
iCDCCJ07001

- 159

20. C. jejuni subsp. Jejuni M1 - 159

21. C. jejuni subsp. Jejuni NCtC 
11168

- 159

22. C. jejuni subsp. Jejuni NCtC 
11168-BN148

- 159

23. C. jejuni subsp. Jejuni Pt14 - 159

24. C. jejuni subsp. Jejuni S3 - 159

25. C. lari rM 2100 - -

26. Campylobacter sp. 03-427 - -

* pb - pares de base
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enzimática para hipurato41. isso pode ser explicado pela pre-
sença de um outro gene (não hipO) codificando a enzima ou, 
até mesmo, a presença de outra enzima com atividade similar 
capaz de hidrolisar o hipurato27.

Esta dificuldade também foi verificada por outros pesquisado-
res, que compararam os resultados obtidos entre o teste de 
hidrólise do hipurato e a Multiplex PCr38,39. o estudo de Naka-
ri e colaboradores41 verificou que 11% das amostras analisadas 
apresentaram hipurato positivo, no entanto, 39% dos isolados 
foram identificadas como C. jejuni por meio da Multiplex PCr, 
demonstrando assim uma maior sensibilidade na caracterização 
das espécies.

A presença de reações bioquímicas e ou perfis de resistência atí-
picos em 76,2% dos isolados analisados neste estudo, levou à 
necessidade da aplicação de metodologia molecular na certifica-
ção dos mesmos. Essas inconsistências têm levado o desenvolvi-
mento de abordagens voltadas à identificação e diferenciação de 
espécies termofílicas do gênero Campylobacter por meio de PCr 
simples ou pela Multiplex PCr25,28,42.

Neste estudo, a amplificação simultânea dos genes ceuE e o 
gene de uma subunidade da oxirredutase de C. coli e C. jejuni, 
respectivamente, foi consistente e específica para identificação 
das 2 espécies. Um estudo anterior também utilizou esses genes, 
além do gene cadF (fator de virulência) para detecção de Cam-

pylobacter spp.42. Enquanto os genes ceuE e oxirredutase foram 
específicos e reprodutíveis, o gene cadF apresentou inespeci-
ficidade, sendo detectado em Enterococcus casseliflavus AtCC 
25788 e Pasteurella aerogenes AtCC 2955442. Um outro estudo 
utilizou os genes hipO (C. jejuni), asp (C. coli) e cadF (Cam-

pylobacter spp.) e demonstrou a especificidade da Multiplex PCR 
proposta, apesar de citar a presença de inespecificidade do gene 
cadF apontado no estudo anterior27,42. outros genes propostos 

para a diferenciação de C. jejuni e C. coli como o gene da flage-
lina (flaA) e do gene 16S rrNA também apresentaram problemas 
na discriminação entre estas espécies11.

Considerando a relevância desse enteropatógeno alimentar, a 
implementação de métodos eficazes e rápidos na sua detecção, 
contribuirá para a aplicação de sistemas de segurança alimentar 
baseados no controle de qualidade da carne de frango, devido ao 
seu grande consumo e o impacto na saúde pública.

ConCLuSõES

As espécies termofílicas C. jejuni e C. coli são responsáveis por 
estimadamente 400 milhões de casos de gastrenterite humana, 
tanto em países desenvolvidos quanto em países em desenvol-
vimento, o que as tornam a causa mais importante de doença 
bacteriana transmitida por alimentos, superando doenças enté-
ricas causadas por Salmonella sp., Shigella sp. e Escherichia coli, 
representando um dos mais importantes enteropatógenos para a 
saúde pública.

A Multiplex PCr estabelecida no presente estudo foi sensível, es-
pecífica e reprodutível e possibilitou a identificação correta de es-
pécies que revelaram resultados dúvidosos quanto à susceptibili-
dade ao ácido nalidíxico e cefalotina e na hidrólise do hipurato de 
sódio. Além disso, ofereceu a vantagem de identificar os isolados 
em aproximadamente 4 horas após a obtenção do DNA genômico. 
Adicionalmente, a aplicação de metodologia molecular pode ser 
considerada uma ferramenta essencial na investigação epidemio-
lógica em relação à colonização de Campylobacter em alimentos.

os resultados obtidos demonstraram rapidez, sensibilidade e es-
pecificidade na detecção de C. jejuni e C. coli, e assim, pode ser 
considerada uma boa alternativa também para ensaios clínicos 
de rotina e estudos epidemiológicos.
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