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RESUMO

Campylobacter jejuni e C. coli constituem as espécies termofilicas mais frequentemente
isoladas em casos de enterites humanas, devido a ingestao de alimentos a base de frango
mal cozido ou através da contaminagdo cruzada durante a manipulacdo de alimentos
crus. A diferenciacdo bioquimica de C. jejuni e C. coli apresenta inconsisténcias, como
a hidroélise do hipurato e a sensibilidade ao acido nalidixico e a cefalotina. Desta forma,
a aplicacdo de métodos moleculares se faz necessario na identificacdo dessas espécies.
O objetivo deste trabalho foi realizar a identificacao de C. jejuni e C. coli isolados de
carcacas resfriadas de frango pela Multiplex PCR. Para isso, o gene que codifica uma
subunidade de oxirredutase (160 pb) e o gene de viruléncia ceuE (894 pb) especificos
para C. jejuni e C. coli, respectivamente, foram submetidos a PCR, simultaneamente.
Dos 21 isolados analisados pela bioquimica, 19 (90,48%) foram identificados como C. jejuni
um (4,76%) como C. coli e um (4,76%) nao identificado. A Multiplex PCR confirmou a
presenca 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 clinicos de rotina e estudos epidemiologicos.

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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INTRODUCAO

Nas ultimas quatro décadas, as espécies de Campylobacter spp.
tém sido reconhecidas como patogenos emergentes e despon-
taram como importantes agentes de gastrenterites de origem
alimentar em varias partes do mundo'. Espécies do género
Campylobacter estdo amplamente distribuidas na natureza e
a maioria esta apta a habitar o trato intestinal de animais de
sangue quente, sendo encontradas frequentemente em aves
domésticas, bovinos, suinos, ovinos, roedores, passaros, caes
e gatos. E importante ressaltar que frangos sao considerados
os maiores reservatorios de espécies termofilicas que suportam
a temperatura do trato intestinal das aves, em torno de 41°C2.
Muitas espécies podem ser isoladas de agua, leite, carnes, ve-
getais, moluscos e areias de praia®*. Além disso, as espécies
termofilicas, principalmente Campylobacter jejuni, represen-
tam um dos mais importantes enteropatogenos, especialmente
nos paises desenvolvidos®.

A contaminacao de carcacas de frangos durante o abate, o con-
sumo de alimentos a base de frango mal cozido, além da conta-
minacao cruzada durante a manipulacao de alimentos crus sao
considerados como os principais fatores de risco para infeccoes’s.

0 género Campylobacter é composto atualmente de 32 espécies
e 13 subespécies®. As espécies Campylobacter jejuni, Campylo-
bacter coli, Campylobacter lari e Campylobacter upsaliensis
representam o grupo denominado termofilico, devido a tempe-
ratura otima de crescimento ser entre 42°C e 43°C, sendo que
C. jejuni e C. coli constituem as espécies mais frequentemente
isoladas de enterites humanas'®'2,

Estudos mostraram o isolamento de Campylobacter spp. em
66,6% das amostras de carcacas de frango adquiridas em pon-
tos de processamento na Croacia e 68,1% de Campylobacter
termotolerantes em amostras de frango na Etiopia’>'. Resul-
tados superiores foram obtidos na Eslovénia onde 81,8% das
33 amostras de coxas e figado de frango continham Campylo-
bacter termotolerantes'®. Ja em Lisboa, 100% das 21 amostras
de peito de frango resfriado e embalado para consumo esta-
vam contaminadas com Campylobacter spp'e.

Campylobacter jejuni tem sido identificado como um dos prin-
cipais patégenos no desencadeamento da sindrome de Guillain
Barré (SGB), uma paralisia flacida que acomete primordialmente
a mielina da porcao proximal dos nervos periféricos de forma
aguda e subaguda. Aproximadamente 60-70% dos pacientes com
SGB apresentam alguma doenca precedente, sendo a infeccao
por C. jejuni a mais frequente delas (32%)".

Varios estudos no Brasil tém demonstrado a presenca de Cam-
pylobacter spp. em carne de frango. Na regiao sul do Brasil foi
encontrado indices de 81,8% e 91,7% em amostras de aves desti-
nadas ao abate'®'. Analises em carnes e miGdos de frango expos-
tos ao consumo em Belém do Para também apresentaram 93,7%
de amostras contaminadas com Campylobacter spp®.

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

As espécies Campylobacter jejuni e C. coli compartilham muitas
caracteristicas clinicas e, portanto, a caracterizacao e diferen-
ciacdo desses enteropatdgenos representam um passo crucial
para a definicao do seu espectro de doencas, bem como para fins
epidemiolodgicos''. A diferenciagao bioquimica de Campylobacter
jejuni e C. coli é baseada na hidrdlise do hipurato, uma vez que
apenas o C. jejuni possui a enzima hipuricase?'. Apesar do gene
que codifica esta enzima estar presente em C. Jejuni, existem
algumas cepas que nao expressam a enzima para esta reacao?"2.

Desta forma, a aplicacdo de métodos moleculares se faz neces-
saria na elucidacdo da identificacao das espécies?’. A rapida de-
teccdo de C. jejuni em alimentos é considerada fundamental,
nao so para reduzir o tempo na tomada de medidas adequadas
como a remocao de alimentos contaminados aos consumidores,
mas também na rapidez do diagndstico e tratamento?:.

A abordagem de deteccao simultanea de C. jejuni e C. coli pelo
desenvolvimento de Multiplex PCR baseada na amplificacao do
gene ceuE foi proposta anteriormente®. As duas espécies apre-
sentam 86,9% de similaridade e, assim, permitiram o desenho de
iniciadores especificos?®. O gene ceuE codifica uma lipoproteina
de 34,5 a 36,2 kDa, presente no sistema de transporte de sideré-
foros, envolvido na aquisicdo de ferro e que € um aspecto crucial
na infectividade. Esse sistema parece ser importante na virulén-
cia de C. jejuni e C. coli"'. Estudos posteriores propuseram a de-
teccdo simultanea de genes flaA (flagelina) e da subunidade da
oxirredutase, dos genes cadF (proteina CadF, fator de viruléncia),
hipO (hipuricase), e do gene asp (aspartokinase) na diferencia-
cao de C. jejuni e C. coli®®?¥. A amplificacao do gene [pxA (UDP
-N-acethylglucosamine acyltransferase), utilizando oligonucleo-
tideos distintos, demonstrou especificidade na diferenciacao de
C. jejuni, C. coli, C. lari e C. upsaliensis em uma Multiplex PCR%,

Considerando as limitacoes da identificacao convencional e da
importancia da diferenciacao de C. coli e C. jejuni no controle
da qualidade de carcacas de frango, o objetivo do estudo foi
estabelecer uma Multiplex PCR utilizando uma nova combinacao
de genes espécie-especificos e de viruléncia.

METODOLOGIA

Amostragem e Processamento das amostras

No periodo de julho de 2009 a julho de 2010, foram obtidos
21 isolados de Campylobacter spp. de 30 amostras de carcacas
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 salide da Fundagao Oswaldo
Cruz (INCQS\FIOCRUZ), de acordo com metodologia oficial’.

Ensaios presuntivos e ensaio confirmativo

Os 21 isolados foram submetidos a coloracao de Gram e aos testes
de catalase e oxidase. Para confirmacao do género Campylobacter
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foi utilizado o teste de aglutinagdo em latex pelo kit Dryspot Cam-
pylobacter (Ox0id®), de acordo com instrucoes do fabricante.

Identificacdo Bioquimica

A susceptibilidade ao acido nalidixico e a cefalotina, avaliadas
pelo método de difusdo em disco, e a hidrolise do hipurato foram
realizadas segundo a 1SO 10272-1:2006%.

Identificacdo Molecular

O DNA gendmico dos isolados e cepas de referéncia foi extraido
pelo kit comercial Quiagen (Quiagen Ltd., Dorking, Reino Unido)
e quantificado no equipamento Qubit 2.0 Fluorometer (Invitro-
gen®), de acordo com as instrucoes do fabricante.

Multiplex PCR

As reagoes da PCR foram realizadas em um volume total de
25 pl contendo: 50 ng de DNA dos isolados e das cepas de re-
feréncia, 100 mM de Tris-HCl, 50 mM de KCl, 200 mM de cada
dNPT (dATP, dCTP, dGTP, dTTP); 1,7 mM de MgCl,; 2,0 U de
Tag 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 reacao
foi realizada no termociclador Eppendorf EP Mestre Cycler uti-
lizando o ciclo: desnaturacao inicial a 94°C durante 4 minutos
seguido de 25 ciclos de amplificacao. Cada reacao consistiu de
1 minuto a 94°C, 1 minuto a 53°C e 1 minuto a 72°C, finali-
zando com um passo de extensao do iniciador de 5 minutos a
72°C. Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em
gel de agarose a 2,0% em tampao TBE [1,0 M tris, acido bérico
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 solugao de brometo de etidio
(10,0 mg / mL) e visualizados sob luz UV, no aparelho de tran-
siluminacao 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 género Campylobacter e da familia 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 genémico de C. jejuni
INCQS 00262 (ATCC 33560) e C. coli INCQS 00263 (ATCC 33559)
diluidos serialmente a 1:10 de 40 ng a 4 pg. A seguir, foi aplicada
esta Multiplex PCR para os 21 isolados.
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RESULTADOS

Ensaios presuntivos e confirmativo

As caracteristicas morfo-tintoriais demonstraram a presenca de
bacilos Gram negativos finos em forma de “gaivota” compativeis
com o género Campylobacter nos 21 isolados. Todos os isolados
apresentaram as enzimas catalase e oxidase e aglutinaram as par-
ticulas de latex azul sensibilizadas com anticorpos de coelho.

Identificacdo Bioquimica

Em relagdo a susceptibilidade ao acido nalidixico e a cefalotina,
dezesseis isolados (76,2%) apresentaram resultados diferentes da
literatura, onde C. jejuni e C. coli sdo sensiveis ao acido nalidixico
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 relacdo a hidrolise do hipurato e foi con-
siderado C. coli. Onze isolados (52,4%) apresentaram resisténcia
aos dois antibidticos, no entanto, dez foram positivos no teste da
hidrélise do hipurato e foram classificadas como C. jejuni resisten-
tes ao acido nalidixico. O isolado negativo na hidrélise do hipurato
foi identificado como C. coli resistente ao acido nalidixico.

Multiplex PCR

A especificidade da Multiplex PCR com cepas de referéncia
demonstrou a presenca de um fragmento de 159 pb frente a
C. jejuni, um fragmento de 894 pb frente a C. coli e auséncia
de amplificacdo frente a E. coli (Figura 2). A analise da espe-
cificidade in silico também apresentou fragmento 159 pb em
17 genomas de C. jejuni e 894 pb em trés genomas de C. coli.
As espécies C. fetus, C. hominis, C. curvus, C. concisus, C. lari e
Campylobacter sp. nao apresentaram fragmentos (Tabela 2). Nao
foram observados fragmentos nas analises in silico com genomas
de espécies da familia Enterobacteriaceae.

A sensibilidade da Multiplex PCR resultou na amplificacao 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).

Discussao

Nas ultimas quatro décadas, as espécies de Campylobacter spp.
tém sido reconhecidas como organismos emergentes, importantes
agentes de gastrenterites de origem alimentar em varias partes
do mundo'.

Tabela 1. Iniciadores utilizados na identificacdo das espécies C. jejuni e C. coli por Multiplex PCR.

Iniciadores Gene Espécie alvo Produto (pb) Oligonucleotideos (5’ - 3’) Referéncia
Col1_F CeuE C. coli 894 ATGAAAAAATATTTAGTTTTTGCA Gonzales et al. 1997
Col2_R A ATTATTTGTAGCAGCG

C-1 Oxirredutase C. jejuni 159 CAAATAAAGTTAGAGGTAGAATGT Winters and Slavik, 1995
C-4 GGATAAGCACTAGCTAGCTGAT

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/
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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, 4ng; (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) H,0 (controle negativo).

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15

PM 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

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

Neste estudo, 70% das carcacas resfriadas de frango analisadas
demonstraram a presenca de Campylobacter spp. Outros estu-
dos vém relatando percentuais superiores e inferiores ao en-
contrado nesta investigacao®'*2%, A recuperacao de Campylo-
bacter spp. em carne de ave resfriada pode estar associada aos
métodos de analise e ou a outros fatores como congelamento,
presenca de aditivos, microbiota acompanhante, tensao de oxi-
génio e concentracao de cloro na agua, que podem influenciar
no isolamento3"32:33,

A susceptibilidade ao acido nalidixico e a cefalotina é conside-
rada caracteristica taxonomica diferencial entre espécies ter-
mofilicas do género 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
acido nalidixico, demonstram a inconsisténcia desse marcador®.
Aresisténcia aos antimicrobianos esta associada a muitos fatores
relacionados a expressao de genes de resisténcia; a presenca de
elementos moveis como plasmideos contendo genes de resistén-
cia; além das altas taxas de transferéncia lateral de genes.

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/
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Tabela 2. Amplificacao por PCR In silico dos genes oxirredutase e ceuE
de espécies da familia Campylobacteriaceae.

Espécies da familia £ . A
Campylobacteriaceae Cel:E ox'"ed:' fase

pb 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 1A3902 - 159

19. C. jejuni subsp. jejuni - 159

ICDCCJ07001
20. C. jejuni subsp. Jejuni M1 - 159
21. C. jejuni subsp. Jejuni NCTC - 159
11168
22. C. jejuni subsp. Jejuni NCTC - 159
11168-BN148

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

A utilizacdo de métodos convencionais como provas bioquimicas
sao muitas vezes demorados e limitados na diferenciacao das es-
pécies. Dentre estes testes bioquimicos, a hidrélise de hipurato de
sodio é o Unico utilizado na diferenciacéo de C. jejuni e C. coli.

Muitos laboratorios avaliam linhagens hipurato negativo de acordo
com a resisténcia ao acido nalidixico e cefalotina para a diferen-
ciacao das espécies C. lari e C.upsaliensis. No entanto, muitos
estudos ja revelaram que este procedimento nao proporciona uma
correta identificacao de C. jejuni hipurato negativo. Estas cepas
vém sendo identificadas, de forma confiavel, por meio da detec-
cao de genes espécie especificos®%*. Resultados falso-positivos em
testes hipurato também foram relatados, o que sugere que até
mesmo isolados hipurato positivos podem nao ser confiaveis’®,

Discrepancias entre o teste bioquimico do hipurato e a es-
peciacdao pela PCR vem sendo descritas®®*. Linhagens de
C. jejuni apresentaram o gene hipO, porém nao expressaram
reacdo enzimatica®. Além disso, isolados de C. coli que nao
apresentaram o gene hipO pela PCR demonstraram atividade
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enzimatica para hipurato*'. Isso pode ser explicado pela pre-
senca de um outro gene (nao hip0O) codificando a enzima ou,
até mesmo, a presenca de outra enzima com atividade similar
capaz de hidrolisar o hipurato?.

Esta dificuldade também foi verificada por outros pesquisado-
res, que compararam os resultados obtidos entre o teste de
hidrélise do hipurato e a Multiplex PCR?**. O estudo de Naka-
ri e colaboradores*' 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 caracterizacao
das espécies.

A presenca de reacdes bioquimicas e ou perfis de resisténcia ati-
picos em 76,2% dos isolados analisados neste estudo, levou a
necessidade da aplicacao de metodologia molecular na certifica-
¢ao dos mesmos. Essas inconsisténcias tém levado o desenvolvi-
mento de abordagens voltadas a identificacao e diferenciacao de
espécies termofilicas do género Campylobacter por meio de PCR
simples ou pela Multiplex PCR?2842,

Neste estudo, a amplificacdo simultanea dos genes ceuE e o
gene de uma subunidade da oxirredutase de C. coli e C. jejuni,
respectivamente, foi consistente e especifica para identificacao
das 2 espécies. Um estudo anterior também utilizou esses genes,
além do gene cadF (fator de viruléncia) para deteccao de Cam-
pylobacter spp.*?. Enquanto os genes ceuE e oxirredutase foram
especificos e reprodutiveis, o gene cadF apresentou inespeci-
ficidade, sendo detectado em Enterococcus casseliflavus ATCC
25788 e Pasteurella aerogenes ATCC 295544, 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 presenca de inespecificidade do gene
cadF apontado no estudo anterior?-42. Qutros genes propostos
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considerada uma boa alternativa também para ensaios clinicos
de rotina e estudos epidemiologicos.
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