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RESUMO

0 género Campylobacter pertencente a familia Campylobacteriaceae esta representado por
bactérias que habitam o trato intestinal em varias espécies de animais e esta associado a
doencas de origem alimentar em varios paises. Diversos fatores de viruléncia associados as
espécies desse género podem levar a campilobacteriose, que, embora seja autolimitada
em alguns casos, pode ser o gatilho para a Sindrome de Guillain-Barré (SGB). As principais
espécies responsaveis por tornar a campilobacteriose uma zoonose pertencem ao grupo
termofilico, representado pelas espécies C. jejuni, C. coli e C. lari. O C. coli encontra-se
presente na microbiota do sistema gastrintestinal de suinos, que possuem alta importancia
socioeconémica em relacdo ao consumo dessa carne; sendo assim, necessitam de estudos
epidemiologicos em toda a cadeia de producdo. O objetivo principal deste estudo foi inves-
tigar a presenca de espécies termofilicas em suinos no estado do Rio de Janeiro; para isso
foram coletadas 120 amostras, 100 oriundas de material fecal e 20 de carcacas. O C. coli foi
isolado em 28 amostras de material fecal; entretanto, nao foi obtido isolamento provenien-
te das carcacas. Embora o indice de colonizacdo detectado neste estudo seja menor que
em outros paises, os suinos podem ser um veiculo de transmissao da campilobacteriose para
humanos, principalmente quando sua carne é proveniente de abatedouros nao fiscalizados.
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ABSTRACT

The genus Campylobacter belongs to the family Campylobacteriaceae wich is represen-
ted by bacterias that inhabit the intestinal tract in various species of animals and is as-
sociated with foodborne disease in many countries. Several virulence factors associated
to bacteria of this genus can lead to campylobacteriosis, which although it is self-limited
in some cases may be the trigger for Guillain-Barré syndrome (GBS). The main species
responsible for making campylobacteriosis a zoonosis of great importance to public he-
alth belong to the thermophilic group, represented by C. jejuni, C. coli and C. lari.
C. coli is considered as normal part of intestinal flora of pigs and because of the great
socio-economic importance of the consumption of this meat in Brazil, epidemiological
studies covering the entire production chain are necessary. The aim of this study was to
investigate the presence of thermophilic species in pigs in the state of Rio de Janeiro
where 120 samples were collected, of which 100 originated from fecal material and 20
from carcasses. C. coli was isolated in 28 samples of fecal material, however it was not
isolated from carcasses. Despite the level of colonization detected in this study is lower
then other countries, pork meat can be an important mean of campylobacteriosis trans-
mission to humans, mainly from non inspected slaughterhouses.
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Introducao

0 género Campylobacter pertence a familia Campylobac-
teriaceae e esta representado por bactérias Gram negativas
com morfologia curva-espiralada, dentre as quais a maioria
possui a capacidade de crescer em temperaturas que variam
de 30°C a 42°C em uma atmosfera de microaerofilia. Contudo,
algumas espécies desse género conseguem crescer em condi-
¢coes de aerobiose ou anerobiose’.

Bactérias do género Campylobacter habitam o trato intes-
tinal de varias espécies de animais e frequentemente estao
associadas a doencas de origem alimentar em varios paises,
provocando diarreia e/ou disenteria no homem, que pode va-
riar de uma forma mais suave até formas mais severas?.

Isso se deve aos diversos fatores de viruléncia que foram
identificados em bactérias desse género, entre os quais po-
dem-se destacar: a presenca de flagelos, que tém sua impor-
tancia por permitirem ao Campylobacter ssp. alcancar sitios
de aderéncia ao intestino; proteinas CadF, que permitem essa
aderéncia ao tecido; e toxinas codificadas pelos genes cdtA,
cdtB e cdtC, responsaveis por danificar os enterdcitos, facili-
tando a penetracao no epitélio intestinal®.

Embora a campilobacteriose geralmente seja autolimi-
tada, as gastroenterites provocadas por Campylobacter spp.
podem ser um gatilho para a Sindrome de Guillain-Barré (SGB)
em seres humanos. A SGB é uma desordem autoimune do sis-
tema nervoso periférico, caracterizando-se por uma paresia
ou paralisia que acomete geralmente de maneira assimétrica
mais de um membro. A SGB é a causa mais frequente de para-
lisia flacida aguda apos o advento da vacina contra a poliomie-
lite e sua gravidade se deve ao fato de que em 20% dos casos
pode evoluir a faléncia respiratoria*®.

Estudos em pessoas apresentando quadro de campilobac-
teriose tém revelado que a maior parte dos casos se deve a
presenca de espécies do grupo termofilico ao qual pertencem
as espécies Campylobacter jejuni, Campylobacter coli e Cam-
pylobacter lari. A infeccao por esse grupo esta associada ao
consumo de carne vermelha e de aves, o que torna a campilo-
bacteriose a doenca gastrointestinal mais difundida no mundo,
fazendo com que seja considerada uma zoonose de grande im-
portancia na satde humana e veterinaria®.

Entre as trés espécies do grupo termofilico, o C. coli tem
sido considerado como parte da microbiota normal do sistema
gastrintestinal de suinos, devido a alta prevaléncia dessa es-
pécie nos isolamentos, os quais podem chegar a até 99% em
relacdo as outras espécies’.

0 consumo de carne suina tem uma grande importancia so-
cioecondmica na populacao brasileira. Uma pesquisa realizada
na cidade de Belo Horizonte - MG revelou que 28,4% consomem
carne suina in natura uma vez por semana, 27,2% consome de
duas a trés vezes por semana, 26,2% uma vez por més, 11,2%
quinzenalmente e 7% dos entrevistados consomem diariamen-
te. Entretanto, 71,6% dos consumidores nao procuram saber
a origem do produto que estao adquirindo e somente 27,2%
verificam essa informacao®.

Campylobacter em suinos no estado do Rio de Janeiro

Devido a importancia dos suinos na alimentacao huma-
na é necessaria a realizacdo de estudos epidemiologicos que
cubram toda a cadeia de producéo, da criacao ao abate, pois
agentes infecciosos classicos, como virus, bactérias, fungos,
protozoarios e helmintos, ainda estdo presentes e sdao motivo
de preocupacao tanto na exportacdo quanto no consumo inter-
no desses animais®.

No Brasil a maioria dos trabalhos dessa magnitude ja pu-
blicada esta voltada para Campylobacter jejuni em carne de
frango; no entanto, os estudos de Campylobacter coli em car-
ne suina ainda sao incipientes. O objetivo deste estudo foi ve-
rificar a presenca de espécies termofilicas do género Campylo-
bacter na cadeia de producao suina no Rio de Janeiro.

Material e métodos

A deteccéo de bactérias termofilicas do género Campylo-
bacter foi realizada em toda esfera da cadeia de producao de
carne suina. O material fecal foi obtido a partir de duas fazen-
das de criacao, denominadas Fazenda A e Fazenda B, localiza-
das nos municipios de Pirai e Bom Jardim, respectivamente, e
uma criacao domiciliar localizada no municipio de Magé, todos
no estado do Rio de Janeiro. Foram coletadas 20 amostras fe-
cais de matrizes das fazendas A e B (n=40); 20 amostras fecais
de suinos destinados ao abate (terminacado) de cada uma das
fazendas (n=40); 20 amostras de criacao domiciliar (n=20) e 20
amostras de carcacas provenientes de um abatedouro inspe-
cionado pelo Servico de Inspecao estadual (SIE/RJ) (Figura 1).

Obtencao das amostras: O material foi obtido por meio da
introducao de “Swab’” no reto dos animais e inoculado em
meio de cultura para transporte (Cary & Balir - Marca Difco),
que foi mantido refrigerado em um isopor até a chegada ao la-
boratdrio. O material de carcaca foi obtido ap6s a evisceragao,
pela raspagem com o “Swab” na parte interior da cavidade
abdominal do suino e inoculado em meio de cultura para trans-
porte utilizando a mesma metodologia supracitada.

Processamento das amostras: O material inoculado em
meio de transporte foi semeado em placa de Petri com meio
seletivo contendo: Agar Columbia (Difco) com sangue de car-
neiro desfibrinado (10%), solucao a 5% de FBP (sulfato ferroso-
-bissulfito de sodio e piruvato de sodio e uma solucao de anti-
bidticos contendo Cefalotina 11mg (Sigma-Aldrich, EUA), Lac-
tato de trimetoprim 50mg (Roche, Suica), Vancomicina 91mg
(Sigma-Aldrich, EUA), Acti-dione 20mg (Upjohn, EUA) e Colis-
tina 22mg (Sigma-Aldrich, EUA). As placas foram incubadas a
42°C por 48 horas em atmosfera de microaerofilia. Ao término
do periodo de incubacéo, as colonias foram analisadas morfo e
tintorialmente pela técnica de coloracdo de Gram.

Biotipificacdo das espécies'®: foi analisada a presenca da
enzima desoxirribonuclease (DNAse), que faz com que a bacté-
ria tenha a capacidade de degradar DNA. Foi utilizado o meio
de cultura para teste da DNAse (Difco, EUA), contendo o reve-
lador da digestao do DNA, representado pelo verde de metila.
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Foi feito um inoculo de cultura pura de Campylobacter junto
com um controle positivo, o Staphylococcus aureus subsp. au-
reus (ATCC® 25923™). A placa foi incubada a 37°C por 48 horas,
em atmosfera de microaerofilia. O resultado é considerado
positivo quando ocorre a degradacao de DNA, verificado pela
presenca de uma auréola mais clara ao redor do esfregaco, o
que indica que o DNA em volta do crescimento foi degradado.
O resultado é considerado negativo quando nao ha mudanca na
coloracao do meio.

Identificacdo fenotipica: As colonias Gram negativas com
morfologia caracteristica de Campylobacter foram submetidas
a provas com a finalidade de diferenciar as trés espécies per-
tencentes ao grupo termofilico (C. jejuni, C.coli e C. lari).

A diferenciacédo dessas espécies foi realizada por meio da
hidrélise de acetato de indoxina, positivo somente para C. lari
e da hidrolise do hipurato, realizada apenas para C. jejuni''2,

Identificacdo molecular: Para a realizacao da PCR foi realiza-
da a extracao do DNA gendmico das cepas apos a lise das células
por método quimico, utilizando-se o tiocianato de guanidina®. A
diferenciacao de C. coli e C. jejuni foi realizada pela Multiplex
PCR, visando a identificacdo simultanea entre C. coli e C. jeju-
ni, utilizando dois conjuntos de iniciadores: o conjunto | ampli-
ficando o gene flaA de C. jejuni e C. coli, gerando um produto
de 460pb (Iniciador 1: 5’-GAACTTGAACCGATTTG-3’ e Iniciador
2: 5’-ATGGGATTTCGTATTAAC-3’). O conjunto Il amplifica um
gene nao determinado, Unico para C. jejuni, gerando um produ-
to de 160pb (Iniciador 3: 5’-CAAATAAAGTTAGAGGTAGAATGT-3’ e
Iniciador 4: 5’-GGATAAGCACTAGCTAGCTGAT- 3’)™.

O volume final para a reacao de amplificacao foi 50 pL,
sendo composto por 20 ng de DNA (valor estimado em Ge-
neQuant pro RNA/DNA, Armesham Pharmacia Biotech) e pe-
los seguintes reagentes (Invitrogen Brasil Ltda): 10 mM de
Tris-HCL; 50 mM de KCl; 200 pM de cada deoxinucleotideo
trifosfatado (DNTP); 5,5 mM de MgCl2. 20 picomoles dos ini-
ciadores 3 e 4; 40 picomoles dos iniciadores 1 e 2; e 1,25 U
de Taq DNA polimerase.

Controles positivos de C. jejuni subsp. jejuni (ATCC® 33291™)
e de C. coli (CCAMP 1008, proveniente da colecao de Campylo-
bacter do Instituto Oswaldo Cruz) foram usados em todas as rea-
¢coes de amplificacao, bem como um controle negativo, compos-
to por agua bidestilada estéril, adicionada a mistura de reacéo,
em substituicao ao DNA alvo.

Os microtubos contendo os componentes da reacao foram
colocados no aparelho termociclador PTC 150 - MJ Research,
Inc., utilizando o seguinte ciclo: 1 ciclo inicial de desnatu-
racao a 94°C por 4 minutos; 25 ciclos de amplificacao, cada
qual constituido de 3 etapas: desnaturacdo a 94°C por 1 mi-
nuto, anelamento a 47°C por 1 minuto e extensao a 72°C por
1 minuto; completando com mais 1 ciclo de extensao final do
iniciador a 72°C por 7 minutos. Ao término da reacéo, os pro-
dutos amplificados foram mantidos a -20°C, até a realizacao
da eletroforese.

A separacao dos produtos amplificados pela PCR foi feita
através da eletroforese em gel de agarose a 1,5%, utilizando o
tampao de corrida TBE 0,5X e como padrao de peso molecular

o®

o marcador de 100 pb (100 bp DNA Ladder Invitrogen Brasil
Ltda.). Foram retirados 8 pL de cada tubo, que, juntamente
com o corante bifasico de corrida, foram aplicados ao gel de
agarose (Sigma-Aldrich, EUA) e submetidos a uma voltagem de
aproximadamente 100 V/cm.

Os géis de agarose foram corados pela solucao de brome-
to de etidio durante 15 minutos e visualizados sob luz UV, no
transiluminador (Chemical Company SIGMA T102). Na leitura
do gel, a presenca de somente uma banda com 460 pb indica
C. coli, enquanto a presenca de duas bandas de 160 e 460 pb
caracteriza C. jejuni.

Resultados e discussao

Amostras de carcacas procedentes de abatedouro nao se
apresentaram contaminadas por Campylobacter spp. Este re-
sultado pode estar associado as condicdes higiénico-sanitarias
adotadas, além de outros fatores do processo operacional como,
por exemplo, a utilizacdo de mao de obra qualificada, tendo em
vista que este se encontra regularmente inspecionado pelo SIE/
RJ e tem cumprido as conformidades exigidas por esse 6rgao.

Nas amostras de fezes, o C. coli foi isolado em 28 amostras,
sendo estas provenientes de 3 matrizes e 5 animais para abate
na fazenda A, em 12 matrizes e 4 animais para abate na fazenda
B e 4 animais para abate na criacao domiciliar (Tabela 1). A
identificacdo se deu de maneira genotipica pela PCR, e esses re-
sultados foram corroborados pela identificacdo fenotipica, por
meio da hidrolise do hipurato e hidrolise de acetato de indoxila.

A biotipificacao das 28 amostras identificadas como C. coli
revelou que 15 sao do Tipo | (DNAse negativas) e 13 do tipo
Il (DNAse positivas), demonstrando uma relativa paridade. Na
execucao deste trabalho, ndo foi observado nenhum dominio
ou maior distribuicao de um Tipo sobre o outro (Tabela 2).

Esses dados sugerem que em animais para abate o nimero
de isolados foi muito proximo, com uma média de isolamento
de 22,5%; curiosamente esses dados nao representam diferenca
significativa entre as fazendas de criacao A e B, e o criadouro
domiciliar, tendo em vista que este Ultimo ndo cumpre todas as
conformidades para suinocultura propostas por Souto & Ralisch'>.

Em relacao as matrizes, houve uma diferenca entre a fa-
zenda A e fazenda B; esta ultima apresentou 45% a mais de
animais infectados por Campylobacter coli. Pela semelhanca
entre as fazendas, quanto ao grau de infraestrutura, acredita-
mos que esse indice elevado de matrizes infectadas pode ser
devido a algum surto ou fator estressante nao detectado neste

Tabela1: Positividade para Campylobacter coli em funcao da
origem dos materiais.

FazendaA Fazenda B ;::\?:i:li::
Matrizes positivas 3 (15%) 12 (60%) -
Animais para abate positivos 5 (25%) 4 (20%) 4 (20%)
Total de amostras positivas 8 (20%) 16 (40%) 4 (20%)
Materiais analisados 40 40 20
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Campylobacter em suinos no estado do Rio de Janeiro

Tabela 2: Identificacdo de C. coli oriundos de material fecal de suinos em trés municipios do estado do Rio de Janeiro.

Amostra Animal Local DNAse Hipurato de sodio INDO-XILA  MULTIPLEX PCR (Organismo) Bio-tipo
L11 Abate Pirai + C. coli 1l
L12 Abate Pirai C. coli |
L14 Abate Pirai + C. coli 1l
L16 Abate Pirai C. coli |
L18 Abate Pirai + C. coli 1l
L20 Matriz Pirai C. coli I
L32 Matriz Pirai + C. coli Il
L34 Matriz Pirai - C. coli |
L113 Abate Magé + C. coli I
L115 Abate Magé - C. coli |
L117 Abate Magé - C. coli |
L120 Abate Magé + C. coli I
L109 Matriz Bom Jardim - C. coli [
L111 Matriz Bom Jardim - C. coli |
L136 Matriz Bom Jardim + C. coli Il
L137 Matriz Bom Jardim + C. coli 1]
L141 Matriz Bom Jardim + C. coli 1]
L143 Matriz Bom Jardim C. coli |
L144 Matriz Bom Jardim C. coli |
L146 Matriz Bom Jardim + C. coli Il
L150 Matriz Bom Jardim + C. coli I
L155 Matriz Bom Jardim C. coli |
L157 Matriz Bom Jardim C. coli |
L159 Matriz Bom Jardim C. coli |
L161 Abate Bom Jardim C. coli |
L164 Abate Bom Jardim + C. coli ]
L165 Abate Bom Jardim C. coli |
L172 Abate Bom Jardim + C. coli Il

trabalho. O estresse apresenta um efeito diferencial na funcao
imunologica que, quando crénico, promove uma imunossupres-
sao, que poderia ter originado essa diferenca no nimero de
animais contaminados por C. coli.

Nossos dados indicam que os suinos apresentaram indice
de colonizacao por Campylobacter menores quando compara-
dos com os dados encontrados em outros paises, que apresen-
tam isolamentos de 55,8% para amostras de fezes, e variando
entre 18,9% e 26% em amostras de carcacas, enquanto nossos
dados indicam um percentual de isolamento de 28% para amos-
tras fecais e 0% para amostras de carcacas'”'®. Contudo, devi-
do a natureza preliminar deste trabalho e ao pequeno nimero
de amostras avaliadas, nao é possivel afirmar que o indice de
animais infectados e carcacas contaminadas seja mais baixo
que em outros paises, sendo necessarios estudos complemen-
tares que ampliem o nimero de amostras para poder observar
um perfil estatisticamente mais acurado.

Conclusoes

Embora o indice de colonizacdo observado neste trabalho
seja menor que em outros paises, os suinos podem ser um vei-

culo de transmissao da campilobacteriose para humanos, ainda
mais quando sua carne € proveniente de abatedouros nao fisca-
lizados (em geral abastecidos por suinos de criagbes domicilia-
res) que particularmente sao mais acessiveis economicamente;
no entanto, sem garantia de qualidade daqueles inspecionados
pelos 6rgaos competentes, colocando em risco a saide do con-
sumidor. Dessa forma, as camadas de menor poder aquisitivo da
populacdo podem estar mais expostas a campilobacteriose, seja
por habitos culturais, de alimentacao, seja pela necessidade de
optar por produtos mais acessiveis, e geralmente de pior quali-
dade em relagéo a contaminagao microbiana.
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