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CASARIL, Kérley Braga Pereira Bento. Padronizacao de PCR tradicional e em tempo real
para deteccdo de Campylobacter jejuni e Campylobacter coli em alimentos. 2010. 96 f.
Tese (Doutorado em Ciéncias de Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina. Londrina.

RESUMO

Campylobacter jejuni e Campylobacter coli sdo freqlientemente associadas a
campilobacteriose humana, com mais de 80% das infecgbes causadas por C. jejuni. A
infeccdo é esporadica e os surtos sdo raros. Além de gastrenterite, C. jejuni também tem sido
associada a doencas auto-imunes pos-infecgdo, incluindo artrite, sindrome de Guillain-Barré
(SGB), sindrome de Miller-Fisher e sindrome de Reiter. Aves e produtos avicolas tém sido
implicados como os principais veiculos para a infeccdo por Campylobacter. Métodos
convencionais de isolamento e de identificacdo de Campylobacter em alimentos geralmente
utilizam meios de enrigquecimento seletivo com posterior subcultivo em meios sélidos
seletivos. Estes métodos sdo muito demorados e ap6s o isolamento, a identificacdo fenotipica
requer testes bioquimicos e soroldgicos adicionais. Os métodos moleculares, como reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) tém sido padronizados para detecgdo, identificacdo e
quantificacdo de Campylobacter spp. em alimentos por serem rapidos, sensiveis e especificos.
Os objetivos deste estudo foram desenvolver um ensaio PCR multiplex para deteccdo e
diferenciacdo entre C. jejuni e C. coli em carcacas de frango, além disso, quantificar C. jejuni
em culturas puras e detectar C. jejuni em carcagas de frango artificialmente e naturalmente
contaminadas, por PCR em tempo real. A PCR multiplex foi desenvolvida utilizando
iniciadores mapA especifico para a deteccdo de C. jejuni e iniciadores ceuE especificos para
deteccdo de C. coli. A PCR multiplex desenvolvida foi testada em 11 diferentes isolados de
Campylobacter e 22 espécies ndo-Campylobacter e a especificidade do ensaio padronizado
foi de 100%. A PCR multiplex padronizada foi também testada em carcacas de frango
contaminadas artificialmente e naturalmente. Campylobacter foi detectada a partir da pele de
frango artificialmente contaminada com cerca de 50 unidades formadora de colénia (UFC) de
Campylobacter por 10 g de pele ap6s 48 h de enriquecimento seletivo. Fragmentos
especificos de PCR confirmaram a presenca de C. jejuni (202 pb) e/ou C. coli (889 pb) em
treze (46,4%) das 28 carcacas de frango adquiridas de supermercados locais de Londrina. Para
os ensaios de PCR em tempo real foram utilizados iniciadores mapA especifico para a
deteccdo de C. jejuni. Os testes de especificidade da PCR em tempo real empregando os
iniciadores mapA para os isolados de Campylobacter e isolados de outras espécies bacterianas
indicaram que apenas os isolados de C. jejuni produziram os produtos de PCR com pico de
dissociacgéo de 76,3°C. O limite de deteccdo da qPCR foi estimado em cerca de uma copia de
DNA por PCR para as culturas puras de C. jejuni. O ensaio PCR em tempo real foi testado em
carcacas de frango contaminadas artificialmente e naturalmente. C. jejuni foi detectada a
partir de peles de frango artificialmente contaminadas com aproximadamente 1, 10 ou 50
unidades formadoras de colonia (UFC) de C. jejuni por 10 g de pele apés 48 h de
enriquecimento seletivo. Os produtos de PCR especificos foram observados em todas as
amostras analisadas pela PCR em tempo real, apds 48 h de enriquecimento seletivo quando o
DNA foi extraido por fervura usando Triton X-100. A PCR multiplex e a PCR em tempo real
padronizadas mostraram serem métodos rapidos, sensiveis e especificos na deteccdo de
Campylobacter em carcacas de frango quando comparado aos métodos convencionais, que
exige 5 dias para um resultado negativo e 6-7 dias para confirmar um resultado positivo.

Palavras-chave: Campylobacter jejun. Campylobacter coli. PCR em tempo real. PCR
multiplex. Carcagas de frango.
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ABSTRACT

Campylobacter jejuni and Campylobacter coli are frequently associated with human
campylobacteriosis, with more than 80% of infections caused by C. jejuni. The infection is
sporadic and outbreaks are rare. In addition to gastroenteritis, C. jejuni has also been
associated to autoimmune diseases post-infection including arthritis, Guillain-Barre syndrome
(GBS), Miller-Fisher syndrome and Reiter syndrome. Poultry and poultry products have been
implicated as the major vehicles for Campylobacter infection. Conventional methods for the
isolation and identification of Campylobacter from food products usually require enrichment
culture and subculture on selective agar. These methods are time-consuming and after the
isolation, phenotypic identification requires additional biochemical and serological tests.
Molecular methods such as polymerase chain reaction (PCR) have been standardized for
detection, identification and quantification of Campylobacter spp. in foods because they are
rapid, sensitive and specific. The objectives of this study were to develop a multiplex PCR for
detection and differentiation between C. jejuni and C. coli in chicken carcasses; moreover,
quantify C. jejuni in pure cultures and detect C. jejuni with spiked and naturally contaminated
chicken carcasses by real time PCR. The multiplex PCR was developed using mapA primers
specific for detection of C. jejuni and ceuk primers specific for detection of C. coli. The
multiplex PCR developed was tested on 11 different isolates of Campylobacter and on 22
non-Campylobacter species and specificity of the assay standardized was 100%. The PCR
assay was tested with spiked and naturally contaminated chicken carcasses. Campylobacter
was detected from chicken skin spiked contaminated with approximately 50 colony forming
unit. (CFU) of Campylobacter per 10-g after 48 h of selective enrichment. Specific DNA
fragments of the PCR confirmed the presence of C. jejuni (202-bp) and or C. coli (889-pb)
from thirteen (46.4%) out of 28 analyzed chicken carcasses purchased from local retail
market, in Londrina. For real-time PCR assays were used mapA primers specific for detection
of C. jejuni. Tests for specificity of real-time PCR using the gene mapA for isolates of
Campylobacter and other bacterial genera showed that only isolates of C. jejuni produced
PCR products with a peak separation of 76.3 ° C. The limit detection of g°PCR was estimated
at about one copy of DNA by PCR for pure cultures of C. jejuni. The real-time PCR assay
was tested with spiked and naturally contaminated chicken carcasses. C. jejuni was detected
from chicken skin spiked with approximately 1, 10 or 50 colony forming unit (CFU) of C.
jejuni per 10-g of skin after 48 h of selective enrichment. Specific PCR products were
observed in all samples analyzed by the real-time PCR after 48 h of selective enrichment
when DNA was extracted by boiling using Triton X-100. The PCR multiplex and real-time
PCR methods have shown to be rapid, sensitive and specific on the detection of
Campylobacter in chicken carcasses, when compared with conventional methods that requires
5 days for a negative result and 6-7 days to confirm a positive result.

Keywords: Campylobacter jejuni. Campylobacter coli. Real-time PCR. Multiplex PCR.
Chicken carcasses.
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1. INTRODUCAO

Espécies de Campylobacter termofilicas tém sido identificadas como a maior
causa de gastrenterite bacteriana em humanos em varios paises (ALTEKRUSE et al.,
1999; FRIEDMAN et al., 2000; HOUNG et al., 2001).

A maioria das infeccdes é esporadica (COWDEN, 1992) e os surtos sdo raros
(PEBODY et al., 1997). O Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) dos
Estados Unidos calcula que ocorrem 13 casos de campilobacteriose para cada 100.000
habitantes. Segundo o CDC, muitos casos ndo sdo reportados e estima-se que
campilobacteriose afete mais de 2,4 milhdes de pessoas a cada ano, ou 0,8% da
populacdo. Embora comumente ndo cause morte, cerca de 124 dbitos ocorrem a cada

ano por infecgdes causadas por Campylobacter (CDC, 2010).

No Brasil, a presenca de Campylobacter spp. tem sido relatada em casos de
diarréia aguda ou crénica e em individuos assintomaticos. Segundo Scarcelli et al.
(2005), Campylobacter spp. foi 0 segundo patégeno mais isolado de criangas com
idade inferior a quatro anos, no periodo de janeiro de 1998 e abril de 2001,
correspondendo a aproximadamente 25,9% dos quadros diarréicos diagnosticados no

Laboratorio de Andlises Clinicas Fleury, S&o Paulo.

Campilobacteriose tem sido associada a doencas auto-imunes pos-infeccao
incluindo, artrite, sindrome de Guillain-Barré (SGB), sindrome de Miller Fisher e
sindrome de Reiter (SNELLING et al., 2005).
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As aves, especialmente frangos, sdo 0s principais reservatorios naturais de
Campylobacter (JONES et al., 1984; WORKMAN et al., 2005). O consumo e a
manipulacdo de aves e produtos avicolas tém sido implicados como os principais
veiculos de infeccdo (O'SULLIVAN et al., 2000; JORGENSEN et al., 2002; MEAD,
2004; HUSSAIN et al., 2007). A prevaléncia de Campylobacter em produtos avicolas
é elevada (UYTTENDALE et al., 1999, ZHAO et al., 2001; JORGENSEN et al.,
2002). Em um estudo recente realizado em Londrina, Parand, Brasil, 93,3% das
carcacas de frango examinadas estavam contaminadas por Campylobacter spp. e 50%
das amostras frescas examinadas apos o enriquecimento foram positivas para C. jejuni
(MAZIERO e OLIVEIRA, 2010).

Campylobacter spp. raramente sdo isoladas de carnes vermelhas como as de
origem bovina ou suina (KRAMER et al., 2000). Porém, o leite contaminado
(HEUVELINK et al., 2009) e a 4gua ndo tratada tém sido responsaveis por grandes
surtos de campilobacteriose (JONES e ROWORTH, 1996).

No cenario mundial, o Brasil é o terceiro produtor e, atualmente, é o maior
exportador mundial de carne de frango. Em 2008, o pais exportou 3,4 milhdes de
toneladas de carne de frango. A venda gerou uma receita de US$ 6,3 bilhdes ao
agronegdcio brasileiro. O mercado de exportagdo continua crescendo e a sua influéncia

€ observada em todos os niveis da producéo avicola brasileira (IBGE, 2009).

O Estado do Parana é uma das areas agricolas mais produtivas do pais,
ocupando uma posicdo estratégica no Mercosul, além de ser o maior produtor
brasileiro de frangos. Dados divulgados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2009) destacam que no primeiro trimestre de 2009 foram abatidos

no Brasil 1,168 bilhdes de unidades de frangos, sendo 26,5% deste total no Parana.

Como Campylobacter faz parte da microbiota normal intestinal de animais
domésticos, em especial das aves, o monitoramento destas bactérias € muito
importante para o controle da doenca humana. Embora o Brasil seja um grande
exportador de carne de frango, existe pouca informagdo sobre a contaminacdo deste

produto por esta bactéria.
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No Parana, o Laboratorio Geral do Estado (LACEN) dé& suporte a Vigilancia
Sanitaria e Epidemiolégica de Alimentos na elucidacdo de surtos de origem alimentar.
Porém, como esta doenga raramente ocorre na forma de grandes surtos, é essencial a
preocupacdo com o monitoramento de alimentos e amostras ambientais contaminados
e com o diagnostico laboratorial utilizando material biolégico humano, para que a

incidéncia e a prevaléncia desta doenca ndo continuem desconhecidas.

Além da saude dos consumidores, 0 monitoramento da contaminacdo de
alimentos, em especial da carne de aves, tem uma importancia fundamental para o
controle de qualidade higiénico-sanitario. O potencial cada vez maior do Brasil na
exportacdo de alimentos torna essencial a preocupacdo com barreiras sanitarias, que
serdo sem duvida o grande impedimento da comercializagio em um mundo

globalizado.

Os métodos convencionais de isolamento de Campylobacter em alimentos,
agua ou amostras ambientais utilizam meios de enriquecimento seletivo com posterior
subcultivo em meios solidos seletivos. Estes métodos sdo muito demorados e apds o
isolamento, a identificacdo fenotipica requer testes bioquimicos e soroldgicos
adicionais (CORRY et al., 1995). Além disso, esse tempo longo de andlise limita o uso

no controle de qualidade de alimentos pereciveis.

Essas limitacdes, associadas ao fato de Campylobacter ndo ser pesquisado de
rotina em pacientes com gastrenterite nos laboratorios clinicos brasileiros, fazem com
que as autoridades sanitarias desconhecam a prevaléncia de contaminagdo dos

produtos alimenticios por esta bactéria, como também, a incidéncia da doenca no pais.

Devido a rapidez, especificidade e sensibilidade, os métodos moleculares,
como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), tém sido padronizados para deteccao,
identificacdo e quantificacio de Campylobacter em alimentos (CHENG e
GRIFFITHS, 2003; OLIVEIRA et al., 2005ab).

Porém, a transferéncia de métodos padronizados em laboratorios de pesquisa,
para laboratorios de rotina, principalmente a PCR tradicional, tem sido muito lenta.
Esse fato pode ser explicado em parte pela utilizacdo de gel de eletroforese para a

detecgéo dos produtos amplificados e a interpretacdo subjetiva dos resultados.
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Assim, os métodos que empregam a reacdo de amplificacdo em tempo real
tém sido padronizados. O uso do corante fluorescente SYBR Green, que se liga ao
DNA de dupla fita, permite a deteccdo de produtos amplificados na PCR sem o uso de
sondas marcadas. Além disso, podem ser usados os iniciadores e também as condicdes
de amplificacdo empregadas na PCR tradicional com pequenas modificacbes (AARTS
etal., 2001; KAISER et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2005a).

Assim, 0 presente estudo teve por objetivos desenvolver uma PCR multiplex
convencional para deteccdo e diferenciacdo simultdnea de C. jejuni e C. coli em
culturas puras e em carcagas de frango, artificialmente e naturalmente contaminadas.
Além disso, detectar e quantificar C. jejuni em culturas puras e em carcagas de frango,

artificialmente e naturalmente contaminadas, por PCR em tempo real.
E como objetivos especificos:

— Definir os pares de iniciadores e as melhores condicdes de amplificacdo de
DNA a serem utilizadas na padronizacdo de PCR multiplex convencional para

detecgédo de C. jejuni e C. coli em culturas puras.

— Padronizar PCR multiplex convencional para deteccdo simultanea de C.

jejuni e C. coli em culturas puras.

— Testar o ensaio PCR multiplex padronizado para a detec¢do simultanea de

C. jejuni e C. coli em carcacas de frango artificialmente e naturalmente contaminadas.

— Definir os pares de iniciadores e as melhores condi¢des de amplificacdo de
DNA a serem utilizadas na padronizacdo de PCR em tempo real para deteccdo de C.

jejuni em culturas puras.

— Padronizar PCR em tempo real para deteccdo e quantificacdo de C. jejuni

em culturas puras.

— Testar o ensaio PCR em tempo real padronizado para a deteccéo de C.

jejuni em carcacas de frango artificialmente e naturalmente contaminadas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteriza-«o0 do G°nero Campylobacter

As espécies do género Campylobacter pertencem a familia
Campylobacteriaceae. Sdo bacilos Gram-negativos muito pequenos (0,2-0,8 um de
largura e 0,5-5 um de comprimento), curvos ou espiralados, ndo formadores de
esporos, ndo hemoliticos. Apresentam motilidade, devido a presenca de flagelos
monotriquios em uma ou ambas as extremidades. Os flagelos podem medir até trés
vezes 0 comprimento da célula e sdo responsaveis pelo movimento caracteristico de
“saca-rolha” ou “vaivém” (VANDAMME, 2000; BUTZLER, 2004).

Em culturas jovens as células apresentam-se em forma de asa de gaivota, que
passam a morfologia cocoide em culturas de varios dias, correspondente a forma néo
cultivavel (HAZELEGER et al., 1994). Espécies de Campylobacter sdo microaerofilas
tendo seu crescimento inibido em concentragdes de oxigénio menor que 3% e maior
gue 15%. Sao capnofilicas, ou seja, ndo crescem na auséncia de dioxido de carbono e
requerem cerca de 10% de CO, para multiplicarem-se (BUTZLER, 1984; KETLEY,
1997).

S&o organismos quimiorganotroficos e apresentam metabolismo respiratorio
aerébico ou anaerdébico. Ndo fermentam glicose e nem oxidam acucares, obtendo
energia a partir de aminoacidos ou de intermediarios do ciclo do &cido tricarboxilico
(BUTZLER, 1984, JONES et al., 1993). Sao oxidase positivos (VANDAMME, 2000).
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O género Campylobacter pode ser separado em dois grupos quanto a presenca
de catalase. C. jejuni, C. fetus, C. faecalis e C. coli, que sdo as especies mais
importantes do ponto de vista patogénico, pertencem ao grupo Campylobacter
catalase-positiva. Espécies, tais como, C. sputorum e C. concisus formam o grupo
Campylobacter catalase-negativa, que sdo mais sensiveis ao oxigénio e, ao contrario

do grupo catalase-positivo reduzem nitrato a nitrito (BUTZLER, 1984).

Atualmente, o género Campylobacter compreende 20 espécies e subespécies
(VANDAMME et al., 2005). C. jejuni, C. coli, C. lari e C. upsaliensis representam o
grupo de bactérias denominadas termofilicas (FERMER e ENGVALL, 1999), que
multiplicam em faixas de temperaturas entre 30 a 45° C, com um 6timo de 42° C
(PARK, 2002), enquanto a morte celular ocorre entre 56 e 57 °C (NGUYEN et al.,
2006). Apesar de sua natureza termofilica, a temperatura do corpo humano parece ser

a ideal para o crescimento e quimiotaxia de Campylobacter (KHANNA et al., 2006),

As espécies C. jejuni subsp. jejuni, C. coli, C. fetus subsp. fetus, C.
upsaliensis, C. hyointestinalis, C. jejuni subsp. doylei, C. lari e C. concicus ja foram
associadas a gastrenterites em humanos, porém C. jejuni subsp. jejuni é a espécie mais
comumente isolada desses casos, seguida de C. coli (LASTOVICA e SKIRROW,
2000; NACHAMKIN, 2001; BUTZLER, 2004).

Se comparados a outros patdogenos de origem alimentar, Campylobacter spp.
sdo altamente susceptiveis a inUmeras condicGes ambientais e, geralmente menos
tolerantes a estresses ambientais (PARK, 2002). Campylobacter spp. sdo muito
sensiveis a dessecacdo e, consequentemente, ndo sobrevivem bem em superficies secas
(FERNANDEZ et al., 1985) e a presenca de NaCl, sendo essa sensibilidade variavel
em funcdo da temperatura (DOYLE e ROMAN, 1982). Além disso, ndo sobrevivem
bem a exposicdo aos raios ultravioletas (OBIRI-DANSO et al.,, 2001), a pressao
hidrostatica (SOLOMON e HOOVER, 2004), bem como, a valores baixos de pH entre
2,5 a 4,5 do microambiente ( WATERMAN e SMALL, 1998).

Apesar de serem termofilicas em seus requisitos de crescimento, C. jejuni e C.
coli ndo resistem a altas temperaturas e, consequentemente, ndo sobrevivem no

alimento que foi pasteurizado ou cozido adequadamente (PARK, 2002).
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A capacidade de Campylobacter sobreviver nos alimentos e causar um grande
nimero de doencgas, apesar da sua natureza fastidiosa e sensibilidade aos niveis de
oxigénio encontrados no ambiente &, extremamente instigante e tem levado muitos
pesquisadores a investigar a capacidade de C. jejuni formar biofilmes (TRACHOO et
al., 2002; LEHTOLA et al., 2006; JOSHUA et al., 2006; GUNTHER e CHEN, 2008).

2.2 Campilobacteriose

Theodor Escherich, em 1886, foi o primeiro pesquisador a descrever
Campylobacter. Ele publicou uma série de artigos descrevendo uma bactéria
espiralada proveniente do colon de criangas que haviam morrido do que foi chamado
de “Cholera infantum” (BUTZLER, 2004). Varias tentativas no sentido de cultivar

esse organismo em meios sélidos foram fracassadas.

Em 1913, McFadyean e Stockman identificaram Campylobacter
(originalmente classificado como Vibrio) associado a casos de abortos em ovinos. Em
1957, King descreveu o isolamento de um vibrio, possivelmente Campylobacter de
amostras de sangue de criancas com diarréia. Em 1972, Dekeyser e colaboradores
isolaram pela primeira vez a bactéria Campylobacter spp. de amostras de fezes de
pacientes com diarréia (ALTEKRUSE, 1999).

A maioria das pessoas com campilobacteriose apresenta diarréia, colicas, dor
abdominal e febre, sintomas que podem durar de dois a cinco dias apds a exposicdo ao
microrganismo. Em muitos casos, a diarréia pode ser sanguinolenta e estar
acompanhada por nauseas e vomitos (BLASER et al., 1983, CDC, 2010). A doenca
normalmente dura uma semana. Muitas pessoas infectadas com Campylobacter nao
apresentam sintomas da doenca. No entanto, em individuos com o sistema imune

comprometido, pode ocorrer bacteremia e sérios agravos a saude (CDC, 2010).

Campilobacteriose tem sido associada a doencas auto-imunes pos-infeccao
incluindo artrite, sindrome de Guillain-Barré (SGB), sindrome de Miller-Fisher e
sindrome de Reiter (SALLOWAY et al., 1996; ALTEKRUSE et al., 1998; THOMAS
etal., 1999; HONG et al., 2004; SNELLING et al., 2005).


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6WFP-4T8HHDC-8&_user=687369&_coverDate=02%2F28%2F2009&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=6800&_sort=d&_docanchor=&view=c&_searchStrId=1117180828&_rerunOrigin=google&_acct=C000037901&_version=1&_urlVersion=0&_userid=687369&md5=ac19eb52a6fa9e84b48e0a1893140ba9#bib33
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6WFP-4T8HHDC-8&_user=687369&_coverDate=02%2F28%2F2009&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=6800&_sort=d&_docanchor=&view=c&_searchStrId=1117180828&_rerunOrigin=google&_acct=C000037901&_version=1&_urlVersion=0&_userid=687369&md5=ac19eb52a6fa9e84b48e0a1893140ba9#bib33
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6WFP-4T8HHDC-8&_user=687369&_coverDate=02%2F28%2F2009&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=6800&_sort=d&_docanchor=&view=c&_searchStrId=1117180828&_rerunOrigin=google&_acct=C000037901&_version=1&_urlVersion=0&_userid=687369&md5=ac19eb52a6fa9e84b48e0a1893140ba9#bbib11
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Os mecanismos de viruléncia envolvidos na campilobacteriose ainda sdo
pouco compreendidos. Os fatores potenciais de viruléncia incluem quimiotaxia,
motilidade, capacidade de aderéncia e colonizacdo das células intestinais, invaséo e
translocacdo epitelial, sobrevivéncia intracelular e producdo de toxinas (KETLEY,
1997).

A dose infectante é muito pequena; estima-se que cerca de 500 células de C.
jejuni podem causar doencas em humanos (ROLLINS e COLWELL, 1986; BLACK et
al., 1998), indicando que mesmo um pequeno namero dessas bactérias em alimentos

ou em agua pode apresentar potencial risco a saude.

Nos Estados Unidos, a infeccdo por Campylobacter € a causa mais comum de
diarréia bacteriana. A estimativa anual é de 13 casos para 100.000 habitantes, porém
segundo o CDC este nimero pode ser muito maior, pois 0S casos em sua maioria nao
séo diagnosticados ou reportados. Estima-se que campilobacteriose afeta mais de 2,4
milhGes de pessoas a cada ano, ou seja, 0,8% da populacdo. Embora as infecces por
Campylobacter sejam autolimitadas, estima-se aproximadamente 124 Gbitos por ano
(CDC, 2010).

Praticamente todos os casos ocorrem como eventos isolados e esporadicos
(COWDEN, 1992; PEBODY et al., 1997). Os surtos sdo infrequentes (PEBODY et al.,
1997), porém leite ndo pasteurizado (FAHEY et al., 1995; HEUVELINK et al., 2009)
e agua ndo tratada (BLASER et al., 1983; JONES e ROWORTH, 1996) tém sido
responsaveis por grandes surtos de campilobacteriose, bem como, carnes cruas ou mal

cozidas, hambdrgueres, salsichas e moluscos contaminados (BUTZLER, 2004).

As aves, especialmente frangos, sdo os principais reservatorios naturais de
Campylobacter. Embora evidéncias epidemioldgicas sugiram que outros animais, tais
como, aves silvestres, suinos, cées, gatos, ovelhas, bovinos (SKIRROW, 1991;
STERN, 1992; JONES et al., 1984; WORKMAN et al., 2005), tartarugas (HARVEY e
GREENWOOD, 1985), hamsters (FOX et al., 1983) e macacos (TRESIERRA-
AYALA e FERNANDEZ, 1997) possam ser portadores de estirpes patogénicas para

0s seres humanos.
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Estudos microbiolégicos analisando aves domésticas compradas em
estabelecimentos de varejo nos Estados Unidos e no Reino Unido mostraram que 68 a
83% das aves estavam contaminadas com Campylobacter spp. (HARRISON et al.,
2001; ZHAO et al., 2001; JORGENSEN et al., 2002).

O trato intestinal de frangos frequentemente contém Campylobacter e a
contaminacdo cruzada durante o transporte e o processamento de frangos, com alta
contagem bacteriana intestinal pode resultar em carcacas contaminadas (RONNER e
LINDMARK, 2007).

A prevaléncia de Campylobacter em produtos avicolas é elevada
(UYTTENDALE et al., 1999, ZHAO et al., 2001; JORGENSEN et al., 2002). Em um
estudo recente realizado em Londrina, Parand, Brasil, 93,3% das carcacas de frango
examinadas estavam contaminadas por Campylobacter spp. e 50% das amostras
frescas examinadas ap0s o enriquecimento foram positivas para C. jejuni (MAZIERO
e OLIVEIRA, 2010).

Franchin et al. (2005) estudaram em um sistema de integracdo de aves no sul
do Brasil as possiveis fontes de contaminacdo por Campylobacter termofilicas de
carne de frango antes do abate. Campylobacter termofilica foi encontrado em 22 dos
24 lotes de aves destinados ao abate, o que significa 91,7% dos lotes analisados.
Campylobacter foi encontrada em 79,2% das amostras de penas, seguidos de

esfregacos de cloaca (75,0%).

As formas mais frequentes de transmissdo de Campylobacter ao ser humano
sdo a manipulacdo de aves e carnes de aves cruas e 0 CONsumo dessas carnes cruas ou
mal cozidas (TAUXE et al., 1985; GONZALEZ et al., 1997; FRIEDMAN et al.,
2004).

Tosin e Machado (1995) estudaram a ocorréncia de Campylobacter spp. em
fezes de manipuladores de alimentos em cozinhas hospitalares e institucionais de
Floriandpolis, Santa Catarina e constaram que 6,2% dos 177 manipuladores analisados
eram portadores assintomaticos. Os indices de contaminacdo foram de 10,5% e 2,2%
dos manipuladores assintomaticos de cozinhas institucionais e de cozinhas

hospitalares, respectivamente.
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2.3 S?ndrome de Guillain Barr®

Sindrome de Guillain Barré (SGB) é uma desordem auto-imune do sistema
nervoso periférico, caracterizada por fraqueza, geralmente simétrica, evoluindo ao
longo de varios dias (NACHAMKIN et al., 1998). Caracteriza-se por destruicdo pelo
sistema imunologico da bainha de mielina que envolve os nervos periféricos levando a
paralisia e, frequentemente a necessidade de terapia intensiva por varias semanas
(BLASER, 1997; ALLOS et al., 1998; CDC, 2010).

A doenca ocorre em todas as partes do mundo, em qualquer época do ano,
afetando adultos e criangas, homens e mulheres, independente da classe social e dos
habitos de vida (ADAMS e VICTOR, 1989). Parece ser mais fregiiente com o avancar
da idade e é ligeiramente mais comum em homens (HADDEN e HUGHES, 1998,
CDC, 2010).

Embora os fatores que desencadeiam a sindrome de Guillain Barré ainda
sejam desconhecidos, cerca de 2/3 dos pacientes apresentam infeccédo entre uma a trés
semanas antes do inicio dos sintomas (COLLE et al., 2002). Na maioria dos casos, as
infeccbes sdo bacterianas ou virais. Os agentes associados a SGB além de
Campylobacter jejuni sdéo Mycoplasma pneumoniae, citomegalovirus, virus Epstein-
Barr e virus varicela-zoster (HUGHES e REES, 1997).

Rhodes e Tattersfield (1982) foram os primeiros a relatar o desenvolvimento
da SGB em paciente ap6s 10 dias da infeccdo por C. jejuni. As infec¢Bes causadas por
Campylobacter jejuni tém emergido como um dos eventos antecedentes mais comuns
associados a Sindrome de Guillain Barre (MISHU et al., 1993; KUROKI et al., 1993;
REES et al., 1995).

A sindrome quando associada a Campylobacter aparece entre 10 dias a trés
semanas apos o inicio da diarréia (ALLOS, 1997). Quando os sintomas neurolégicos
iniciam, até 40% dos pacientes com SGB tém cultura ou evidéncias soroldgicas de
infeccédo por C. jejuni (MISHU et al., 1993; KUROKI et al., 1993; REES et al., 1995,
CDC, 2010). Nos Estados Unidos estima-se que 1 em cada 1.058 casos de

campilobacteriose sejam seguidos por SGB. O risco de desenvolvimento de SGB pode
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ser maior dependendo do sorogrupo de Campylobacter jejuni. A estimativa de ocorréncia de
SGB é de 1 para 158 casos quando a infeccéo é causada pelo O:19 (ALLOS, 1997).

O tempo médio de excrecdo de C. jejuni nas fezes é de 16 dias (SVEDHEM e
KAIJSER, 1980), enquanto anticorpos contra C. jejuni podem permanecer elevados por varias
semanas apos infeccdo aguda (BLASER e DUNCAN, 1984).

Além de SBG, C. jejuni também tem sido associada a outras doencas auto-
imunes pos-infeccédo incluindo, artrite, sindrome de Miller Fisher e sindrome de Reiter
(SNELLING et al., 2005).

2.4 Principais Meios de Cultura e de ldentifica-«o Biogu?mica Empregados na

Detec-«o0 de Campylobacter em Alimentos

Analises de alimentos in natura para deteccdo de microrganismos patogénicos
especificos apresentam varios problemas. Um deles esta relacionado ao numero de
microrganismos presentes. Quando bactérias patogénicas estdo presentes em um
alimento, estdo frequentemente em numeros baixos, com distribuicdo heterogénea,
necessitando da analise de um grande numero de amostras para que haja confiabilidade
nos resultados negativos (CASON et al., 1997).

Os métodos de cultura utilizados para o isolamento, a identificacdo e a
diferenciacéo entre as espécies de Campylobacter sdo demorados e dificeis devido a
sua natureza fastidiosa (PENNER, 1988; ON e HOLMES, 1992; SANDERS, 1998). A
precisdo de alguns testes bioquimicos também é afetada pelo tamanho do indculo
bacteriano (ON e HOLMES, 1991), que pode ser dificil de controlar.

Os métodos de deteccdo usualmente incluem passos de pré-enriquecimento,
enriquecimento e plaqueamento em &gar seletivo, seguido de identificacdo bioquimica.
Incubagdo prolongada e procedimentos de enriquecimento seletivo para reduzir a
multiplicacdo da microbiota indesejavel requer quatro dias para produzir um resultado
negativo e 6 a 7 dias para confirmar um resultado positivo (GIESENDORF e QUINT,
1995; YANG-CHIH SHIH, 2000).
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Campylobacter geralmente estd presente em ndmeros muito baixos e pode
tornar-se injuriado em alimentos e agua. Portanto, entrar em um estado viavel, mas nédo
cultivavel devido a diminuicdo de nutrientes e do estresse fisico (HUMPHREY, 1986;
ROLLINS e COLWELL, 1986; JONES et al, 1991; BEUMER et al.,, 1992,
MEDEMA et al., 1992), pode explicar a falha das técnicas de cultura para isolar os
microrganismos de &gua e alimentos envolvidos em casos e em surtos de infec¢des
(ROLLINS e COLWELL, 1986; JONES et al., 1991).

N&o existe um consenso quanto ao melhor método de isolamento de
Campylobacter spp. Uma variedade de meios de enriquecimento e cultura tem sido

proposta para o isolamento de espécies de Campylobacter (PARK et al., 1984).

Véarios meios de enriquecimento foram descritos e os utilizados com maior
freqliéncia sdo caldo Preston (BOLTON e ROBERTSON, 1982), caldo Exeter
(MARTIN et al., 1996), caldo Bolton, caldo CEB (Campylobacter enrichment broth) e
caldo Park e Sanders. O caldo Bolton, um dos meios de enriquecimento sem a adicao
de sangue mais utilizados contém sulfato ferroso, metabissulfito de sodio, piruvato de
sodio e hemina (CORRY et al., 1995), proporcionando protecdo contra produtos

toxicos derivados de oxigénio.

Meios seletivos para Campylobacter termofilico contém vérias combinagdes
de antibioticos e/ou agentes antimicrobianos para inibir a microbiota competitiva. Os
antimicrobianos mais utilizados como inibidores da microbiota sdo: vancomicina,
polimixina B, trimetoprim e cefalosporinas. Outros agentes, tais como sangue e carvao
sdo adicionados as formulacbes para proteger Campylobacter spp. contra os derivados
toxicos do oxigénio. Incubacdo a 42° C serve como um critério adicional de
seletividade de espécies termotolerantes (CORRY et al., 1995; ICMSF, 1996;
JACOBS-REITSMA, 2000).

Em 1973, Butzler e colaboradores propuseram a utilizacdo de um meio
seletivo para o isolamento de Campylobacter spp. a partir do filtrado do material fecal,
contendo bacitracina, polimixina B, novobiocina e actidione, que inibem as bactérias
intestinais, permitindo o crescimento de C. jejuni. Este meio é conhecido como meio
de Butzler (BUTZLER, 1973).
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Em 1977, Skirrow propds uma nova metodologia para o isolamento de C.
jejuni em meio seletivo contendo vancomicina, polimixina B e trimetoprim, que
permitia o desenvolvimento desses patdgenos sem a necessidade da prévia filtragdo
das fezes (SKIRROW, 1977).

Blaser et al. (1979) descreveram uma nova mistura de antimicrobianos
contendo vancomicina, trimetoprim, polimixina B, anfotericina B e cefalotina. A
introduc@o dos meios de cultivo seletivos tornou o isolamento de Campylobacter um
procedimento mais simples (ALTEKRUSE, 1999) e C. jejuni tornou-se rapidamente a
causa mais diagnosticada de gastrenterites em seres humanos em varios paises
(TAUXE, 1992).

Line (2001) avaliou diferentes formulacGes de antibidticos para a recuperacédo
de Campylobacter. Os melhores resultados foram obtidos com a combinacdo de
cefoperazona, cicloheximida, vancomicina, trimetoprim e polimixina B. Esse mesmo
autor também comprovou que a adi¢do de 200 mg/L de cloreto de trifeniltetrazolio

(TTC) facilita a visualizagdo e contagem das col6nias.

Os meios seletivos mais empregados no momento para o cultivo de
Campylobacter incluem: meio de Skirrow (SKIRROW, 1977), meio de Preston
(HUTCHINSON e BOLTON, 1983), meio seletivo com carvdo ativado (CSM)
(HUTCHINSON e BOLTON, 1984), agar desoxicolato cefoperazona (CCDA)
(KARMALI et al., 1986) e meio motilidade semi-solido sem sangue (SSM)
(GOOSSENS et al., 1990).

Vérias provas bioquimicas sdo usadas para diferenciar as especies, como a
producéo de oxidase, catalase, sulfeto de hidrogénio, hidrolise do hipurato, reducdo de
nitrato e sensibilidade a cefatolina e acido nalidixico (BARRETT et al., 1988). O uso
dos antibidticos para diferenciacdo de espécies tem sido problematico devido a

resisténcia de algumas cepas (ENDTZ et al., 1991).

A distincdo entre espécies relacionadas tais como, C. jejuni e C. coli estd
baseada no teste da hidrélise do hipurato de sédio (BARRETT et al., 1988).
Entretanto, a diferenciacdo entre as duas espécies baseada somente nesse teste pode

trazer problemas, uma vez que, essa distincdo fenotipica ndo é sempre precisa



23

(TOTTEN et al., 1987; NICHOLSON e PATTON, 1993) e sua interpretacdo pode ser
subjetiva, conduzindo a identificacdo erronea (ON e HOLMES, 1991).

2.5 Metodos Moleculares de Detec-«o de Campylobacter em Alimentos

Um método rapido, sensivel e especifico para detectar Campylobacter viavel
em substratos complexos como alimentos e amostras ambientais é essencial para
auniliar no entendimento da epidemiologia da infeccdo. Além disso, possibilitard o
rastreamento de C. jejuni na cadeia alimentar, o que facilitaria o planejamento e a
implementacéo de medidas de intervencéo eficazes (CHENG e GRIFFITHS, 2003).

A PCR tem provado ser uma técnica altamente sensivel, especifica e rapida
para detectar bactérias em culturas puras e em reservatorios naturais. E um método que
tem sido amplamente utilizada na deteccdo de Campylobacter em diversos substratos.
Esse método é baseado na amplificacdo de uma seqliéncia alvo de DNA especifica e
analise do produto de amplificacdo (MULLIS e FALOONA, 1987).

Vérias técnicas de PCR para a deteccdo de Campylobacter ja foram
desenvolvidas. Estas técnicas incluem PCR convencional (WINTERS e SLAVIK,
1995; NG et al., 1997; KONKEL et al., 1999; NOGVA et al., 2000; O’SULLIVAN et
al., 2000; MORENO et al., 2001), PCR nested ou seminested (WAAGE et al., 1999),
PCR multiplex (DENIS et al., 1999; WINTERS e SLAVIK, 2000; KOROLIK et al.,
2001), RT-PCR (SAILS et al, 1998), PCR-ELISA -PCR enzyme-linked
immunosorbent assay (GRENNAN et al., 2001; LILJA e HANNINEN, 2001; SAILS
et al.,, 2001) e PCR em tempo real (LOGAN et al.,, 2001, CHENG e GRIFFITHS,
2003; OLIVEIRA et al., 2005ab).

A técnica de PCR ¢é uma grande aliada na identificacdo de bactérias cujo
isolamento e identificacdo sdo dificeis. A rapidez, um bom limite de deteccéo,
especificidade e sensibilidade sdo vantagens da PCR, que tornam a técnica uma
eficiente alternativa aos métodos tradicionais de diagndstico (MALORNY et al.,

2003). A PCR convencional utiliza eletroforese em gel de agarose para detec¢do do
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produto de amplificacdo, porém a eletroforese em gel de agarose é demorada, carece

de sensibilidade e especificidade e pode ser subjetiva em sua interpretacéo.

Iniciadores ou sondas especificas para Campylobacter spp. foram usados em
varias técnicas de PCR para detectar Campylobacter em aves domésticas
(GIESENDOREF et al., 1992; ITOH et al., 1995), fezes (WAEGEL e NACHAMKIN,
1999), leite cru (WEGMULLER et al., 1993; ALLMANN et al., 1995; JACKSON et al.,
1996), amostras de esgoto e de agua (BEJ et al., 1990; HERNANDEZ et al., 1995).
Varios genes ja foram empregados para o desenho de oligonucleotideos iniciadores
que amplificam sequéncias alvo-especificas e possibilitam a deteccdo e a distin¢do de

Campylobacter, conforme apresentado na tabela 1.

Tabela 1- Genes alvos testados para a deteccdo e a distin¢cdo de Campylobacter spp.

Gene Alvo  Fonte Referéncia
flaA Agua ambiental Oyofo e Rollins, 1993
Fezes humanas Waegel e Nachamnin, 1996
rRNA 16S  Produtos a base de frango Giesendorf e Quint, 1992
Fezes humanas Lawson et al., 1999
Fezes humanas Metherell et al., 1999
Amostras clinicas Vanniasinkam et al., 1999
Fezes de galinha Lund et al., 2004
rRNA 23S Amostras clinicas Eyersetal., 1993
Culturas de Campylobacter spp. Fermér e Engyall, 1999
ceukE Culturas de Campylobacter spp. Gonzalez et al., 1997
Cama de peru, amostras de figado de frango e amostras Nayak et al., 2005
clinicas
Fezes humanas Houng et al., 2001
Culturas bacterianas Best et al., 2003
mapA Amostras clinicas de humanos, cachorros, gatos, bezerros  Stucki et al., 1995
e galinhas
Culturas bacterianas Best et al., 2003
Agua de rinsagem de frango artificialmente contaminada Cheng e Griffiths, 2003
com C. jejuni
Aguas superficiais Ahmed et al., 2009
cadF Agua de rinsagem de frango artificialmente contaminada Cheng e Griffiths, 2003
com C. jejuni
Pele de frango, carne de porco e leite artificialmente Oliveiraetal., 2005a
contaminados.
Carcagas de frango Oliveira et al., 2005b
gyrA Fezes de galinha Rasmussen et al., 1996
glyA Amostras clinicas LaGier et al., 2004
hipO Carcagas de frango contaminadas artificialmente com C. Englen e Kelley, 2000
jejuni
Amostras clinicas LaGier et al., 2004
cdt Carcacas de frango frescas Eyigor et al., 1999
Amostras clinicas de humanos e de animais. Eyigor et al., 1999
VS1 Culturas bacterianas Yang et al., 2004

Agua de rinsagem de planta de processamente de frangos

Debretsion et al., 2007
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2.5.1 PCR em Tempo Real

Entre as varias estratégias de PCR disponiveis, aquelas baseadas no
monitoramento da reacdo de amplificacdo em tempo real sdo provavelmente as mais

promissoras.

A PCR em tempo real monitora a reacdo ciclo a ciclo, associando a
amplificacdo do alvo em cada ciclo com a emissao de uma determinada quantidade de
fluorescéncia. A fluorescéncia é originada durante a hibridagdo do DNA alvo com
sondas ou iniciadores marcados com fluoroforos especificos. A intensidade de sinal
emitida é proporcional a quantidade de DNA alvo amplificado e aumenta
exponencialmente em cada ciclo de amplificacdo. Deste modo, é possivel monitorar a
guantidade de produto gerada em cada ciclo, durante a fase exponencial da reacéo,
onde a quantidade de fragmento gerado é proporcional a quantidade inicial
(MARCELINO, 2006).

Inameras metodologias para deteccdo, identificacdo e quantificacdo de
Campylobacter baseadas em PCR em tempo real vém sendo desenvolvidas. Dentre
essas metodologias podem ser citadas aquelas baseadas em SYBR Green (CHENG e
GRIFFITHS, 2003; OLIVEIRA et al., 2005ab), TagMan (LIVAK et al., 1995),
moléculas beacons (TYAGI e KRAMER, 1996), sondas de hibridacdo (WITTWER et
al., 1997) e biosondas (LOGAN et al., 2001) que ligam-se com o produto da PCR.
Entre as principais tecnologias da PCR em tempo real, os dois sistemas de deteccéo

mais usados séo SYBR Green e TagMan.

No sistema SYBR Green ndo € necessario 0 uso de sondas especificas, mas
apenas iniciadores especificos que determinam o alvo da amplificacdo. O SYBR Green
é um fluordforo que se liga ao DNA de dupla fita. Durante os ciclos consecutivos da
PCR, a quantidade de DNA de dupla fita se eleva de maneira exponencial,
aumentando, assim, a quantidade de SYBR Green ligado e, consequentemente, a
fluorescéncia emitida. O SYBR Green tem afinidade por DNA de dupla fita, ndo
havendo nenhum mecanismo de selecdo das sequéncias no qual ira interagir, de modo
que qualquer molécula dupla fita amplificada durante a reacdo contribuird para o sinal

de fluorescéncia emitida. Dessa forma, ocorrendo amplificacfes inespecificas, estas
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sdo detectadas, interferindo na quantificacdo final dos produtos especificos da reacao.
Para avaliar a presenca de produtos inespecificos, uma curva de dissociacdo é
construida. Se apenas os produtos especificos foram amplificados, um Unico pico sera
visualizado no gréfico de dissociacdo (VITZTHUM et al., 1999; GRANDO e
WAGNER, 2008).

A obtencdo da curva de dissociacdo é realizada aumentando lentamente a
temperatura ap6s a amplificacdo. Com o0 aumento da temperatura ocorre a separacdo
das fitas de DNA e o corante SYBR Green € liberado e a fluorescéncia diminui. A
fluorescéncia € monitorada continuamente e os picos de dissociacdo sdo obtidos
plotando —d(F)/dT versus temperatura (SKEIDSVOLL e UELAND, 1995, OLIVEIRA
et al., 2005b). A analise dos picos da curva de dissociacdo permite a identificacdo dos
produtos amplificados, sem a necessidade subsequente de eletroforese. Esta técnica
pode ser usada para identificar sequéncias amplificadas que possuem cépias Unicas do
DNA genbémico (SKEIDSVOLL e UELAND, 1995).

Entre as vantagens da utilizagio de SYBR Green estdo 0 baixo custo,
facilidade no uso e sensibilidade. A desvantagem € a ligacdo em todo DNA fita dupla
que surge durante a reacdo, incluindo os dimeros dos iniciadores e outros produtos
inespecificos, podendo superestimar a concentracdo do fragmento alvo. O SYBR
Green ndo ligado ao DNA exibe uma fluorescéncia muito pequena, entretanto, a
fluorescéncia é realcada quando ligado na fita dupla do DNA (NOVAIS e PIRES-
ALVES, 2004).

A metodologia baseada em TagMan necessita, além dos iniciadores, de uma
sonda que hibrida com a sequéncia alvo. A sonda possui na extremidade 5 uma
molécula fluorescente denominada "reporter"” e na extremidade 3', outra molécula que
pode ou ndo ser fluorescente (de comprimento de onda diferente), chamada de
"guencher" (que inibe a fluorescéncia do "reporter™) (HOLLAND et al., 1991). Os
produtos da reacdo sdo detectados pela fluorescéncia gerada apds a atividade
exonuclease 5° - 3’da Tag DNA polimerase, separando o quencher da molécula
reporter durante a extensdo, resultando em um aumento da intensidade da

fluorescéncia. Assim, durante o processo de amplificacdo a emissdo de luz é
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aumentada de forma exponencial. Esse aumento da fluorescéncia ocorre apenas
guando a sonda hibrida e a amplificacdo da sequéncia alvo é estabelecida (HEID et al.,
1996). A reacdo com a TagMan € considerada um meétodo sensivel para determinar a

presenca ou auséncia de sequéncias especificas (HOLLAND et al., 1991).

Esta metodologia apresenta um custo elevado, pois a sintese de sondas
especificas € necessaria. No entanto, este sistema permite sua utilizagdo em reacgdes
multiplex, ou seja, reacGes onde mais de um par de iniciadores pode ser usado,

detectando diferentes sequéncias-alvo.

2.5.2 PCR Multiplex

A PCR multiplex é uma variante da PCR, onde a reacdo desenhada permite a
amplificacdo simultanea de multiplas sequéncias-alvo numa mesma amostra de
interesse usando mais de um par de iniciadores (ELNIFRO et al., 2000). A primeira
descricdo da técnica foi realizada por Chamberlain e colaboradores em 1988. Desde
entdo, a PCR multiplex tem sido aplicada com sucesso em muitas areas de diagndstico
de &cidos nucléicos incluindo anélises de delecdes de genes (CHAMBERLAIN et al.,
1988; CHAMBERLAIN et al., 1989) anélises de mutac6es e polimorfismos (SHUBER
et al., 1993; RITHIDECH et al., 1997) ou em ensaios de g°PCR (ZIMMERMANN et
al., 1996; SHERLOCK et al., 1998) e rtPCR (ZOU et al., 1988). No campo das
doencas infecciosas, a técnica tem se mostrado um método valioso para identificacdo

de virus, bactérias e outros agentes infecciosos (ELNIFRO et al., 2000).

Tendo em vista que a maioria dos estudos baseados na atividade hidrolitica do
hipurato ndo conseguem distinguir C. jejuni de C. coli, por causa da relacdo proxima
entre estas duas espécies, 0 delineamento e a selecdo de iniciadores e sondas
especificos para C. jejuni e C. coli fornecerdo uma ferramenta importante no estudo da

campilobacteriose.

Harmon et al. (1997) desenvolveram PCR multiplex para a identificacdo e

diferenciacéo de C. coli e C. jejuni utilizando dois conjuntos de iniciadores, Set | que
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amplifica um fragmento de 460-bp presente em C. coli e C. jejuni e Set Il que

amplifica um alvo de 160-bp exclusivo para C. jejuni.

Gonzalez et al. (1997) propuseram uma PCR multiplex utilizando iniciadores
baseados no gene ceuE (JEJ1, JEJ2, CC1 e CC2) para detectar e diferenciar C. jejuni e
C. coli e obtiveram fragmentos de DNA de 793-pb e 894-pb, respectivamente. Houng
et al. (2001) verificaram que o iniciador CC1 é uma sequéncia comum para ambas as
espécies e desenharam uma nova mistura de iniciadores para a PCR multiplex
contendo iniciadores especificos para deteccdo e diferenciacdo de C. jejuni e C. coli
também baseado no gene ceuk, obtendo dois produtos de PCR de 645-bp e 783-bp,

respectivamente.

Nayak et al. (2005) desenvolvem um ensaio de PCR multiplex para deteccéo
simultanea de Campylobacter spp., C. coli e C. jejuni usando oligonucleotideos
derivados de genes cadF, ceuE e de um gene de viruléncia indefinida. Um total de 97
cepas de Campylobacter isolados de cama de peru, amostras de figado de frango e
amostras clinicas foram identificadas usando a PCR multiplex. A especificidade deste

teste para detectar C. coli e C. jejuni foi de 97%.

Poucos estudos utilizando PCR multiplex para detectar e diferenciar C. jejuni
e C. coli em alimentos tém sido relatados (WINTERS e SLAVIK, 2000, NAYAK et
al., 2005). A identificacdo precisa destes organismos € necessaria a fim de decidir
sobre medidas terapéuticas apropriadas, entender a patologia da doenca e fornecer
dados clinicos e epidemiolégicos para o controle da doenga (WANG et al., 2002).
Além disso, a identificacdo e a discriminacdo dessas duas espécies em alimentos séo

importantes para estudos epidemioldgicos e de analise de riscos.

Uma adesina denominada CadF, que promove a ligagdo de Campylobacter a
fibronectina e, consequentemente a célula epitelial & conservada entre os isolados de
Campylobacter (KONKEL et al., 1999). Iniciadores desenhados com base na
sequéncia do gene cadF de C. jejuni ja foram previamente testados (CHENG e
GRIFFITHS, 2003; OLIVEIRA et al., 2005a).

O gene mapA que codifica uma proteina de membrana espécie-especifica de

C. jejuni chamado MAPA e o gene ceuE que codifica um polipeptideo envolvidos no
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transporte de sideroforos foram usados anteriormente como alvos na PCR para
identificacdo especifica de C. jejuni e C. coli, respectivamente (STUCKI et al., 1995;
GONZALEZ et al., 1997).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, os resultados e discussdo estdo apresentados na forma de

artigos cientificos
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ABSTRACT

In Brazil, the incidence of campylobacteriosis and the post infection complications are
unknown. Although Brazil is the largest world exporter of chicken meat there is little
information on the contamination of this product by Campylobacter. The aim of this
study was to develop a multiplex PCR for the detection and differentiation between C.
jejuni and C coli. The PCR was developed using mapA primers specific for detection
of C. jejuni and ceuE primers specific for detection of C. coli. The developed PCR was
tested on 11 different isolates of Campylobacter and on 22 non-Campylobacter species
and the specificity was 100%. The PCR assay was tested with spiked and naturally
contaminated chicken carcasses. Campylobacter was detected from chicken skin
artificially contaminated with approximately 50 colony forming unit (CFU) of
Campylobacter per 10-g after 48 h of selective enrichment. Specific DNA fragments
of the PCR confirmed the presence of C. jejuni (202-bp) and or C. coli (889-pb) from
thirteen (46.4%) out of 28 analyzed chicken carcasses purchased from local retail
market. The developed multiplex PCR was found to be sensitive and specific on the

detection and simultaneous differentiation of C. jejuni and C. coli after 48h of analysis.

KEYWORDS: Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Multiplex PCR
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1. INTRODUCTION

Thermophilic Campylobacter species, particularly Campylobacter jejuni and
Campylobacter coli, are common causes of acute bacterial gastroenteritis in most part
of the world (ALTEKRUSE et al., 1999; HOUNG et al., 2001; DEBRUYNE et al.,
2008). C. jejuni has also been associated with post infection complications including
arthritis, Guillain-Barré Syndrome (GBS), Miller-Fisher Syndrome and Reiter
Syndrome (SALLOWAY et al., 1996; ALTEKRUSE et al., 1998; THOMAS et al.,
1999; HONG et al., 2005).

Poultry and poultry products have been implicated as the major vehicles for
Campylobacter infection (O’SULLIVAN et al., 2000; JORGENSEN et al., 2002;
MEAD, 2004; HUSSAIN et al., 2007). Data from different countries indicate high
prevalence of Campylobacter in raw poultry products (JORGENSEN et al., 2002;
UYTTENDALE et al., 1999; ZHAO et al., 2001). In a recent study conducted in
Londrina, Parana, Brazil, 93.3% of chicken carcasses examined were contaminated
with Campylobacter spp. and 50% of the samples examined after the enrichment were
positive for C. jejuni (MAZIERO and OLIVEIRA, 2010). Franchin et al. (2005)
studied the possible sources of Campylobacter spp. in poultry meat before slaughter
from a poultry integration system in southern Brazil. Thermophilic Campylobacter
were detected in 22 of 24 chicken batches destined to slaughter, corresponding to
91.7% of the contaminated batches. Campylobacter was found in 79.2% of the feather
samples, followed by cloacal swabs (75.0%).

Campylobacter spp. have fastidious growth requirements and few biochemical

tests can be applied for the phenotypic identification to species level. Traditionally, C.
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jejuni and C. coli were differentiated on the basis of hippurate hydrolysis test.
However, the test is not always reliable and, even though the hippuricase gene is only
found in C. jejuni, several strains have been found to be hippurate-negative. In
addition, non-C. jejuni species have shown false-positive results (TOTTEN et al.,
1987; ON and JORDAN, 2003).

Conventional methods for the isolation of Campylobacter from foods, water or
environmental samples are time-consuming and labor-intensive which limits their use
especially in the microbiological quality control of perishable foods (CORRY et al.,
1995). The molecular methods such as polymerase chain reaction (PCR) have been
developed for the detection, identification and quantification of Campylobacter spp. in
food (CHENG and GRIFFITHS, 2003; JOTHIKUMAR et al., 2003; WANG et al.,
2004).

Molecular assays also have been developed to detect and discriminate closely
related thermophilic Campylobacter. Most of these assays have used a variety of
species-specific genes such as omp50, 16S rRNA, 23S rRNA, hipO, ceuE, mapA,
putative aspartokinase or cadF (ON and JORDAN, 2003; CHENG and GRIFFITHS,
2003; GIESENDOREF et al., 1995; DENIS et al., 1999; GORKIEWICZ et al., 2003;
DEDIEU et al., 2004; NAYAK et al., 2005).

The gene mapA encoding a species-specific membrane protein of C. jejuni
named MAPA and the gene ceuE that encodes a polypeptide involved in siderophore
transport were used previously as targets in PCR for a specific identification of C.

jejuni (STUCKI et al., 1995) and C. coli (GONZALEZ et al., 1997), respectively.
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The aim of this study was to develop a multiplex PCR targeting mapA gene
and ceuE gene for the detection and differentiation between C. jejuni and C. coli. The
developed PCR assay was tested with spiked and naturally contaminated chicken

carcasses.
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2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Bacterial strains

A total of 11 Campylobacter strains and 22 non-campylobacter strains were
included in this study (Table 1).

Campylobacter strains were grown in Bolton broth (CM0983, Oxoid,
Cambridge, UK) at 37 °C for 48 h under microaerobic conditions (5% oxygen, 10%
carbon dioxide, and 85% nitrogen) created with the Probac microaerobic system
(Probac, Santa Cecilia, Sdo Paulo, Brazil). Non-campylobacter strains were cultivated

in brain heart infusion broth (Acumedia, Lansing, Michigan, USA) at 37 °C for 24 h.

2.2 Inoculation of chicken skin and microbiological analysis

Skin-on chicken thighs and breast portions were bought from a local
supermarket. Three 10-g samples of skin from each portion were inoculated by adding
C. jejuni or C. coli to obtain a cell number of approximately 1, 10, or 50 CFU/10g. The
skin samples were placed in a Stomacher 400 (Seward, Worthing, England) filter bag,
and 10 ml of Bolton broth (CM0983, Oxoid) was added. The mixture was shaken for 1
min. Aliquots of 5 ml of the rinse were added to 45 ml of Bolton broth (CM0983,
Oxoid) with a modified Bolton broth selective supplement (SR0208E, Oxoid) and
incubated at 37 °C for 3 h and then at 42 °C for 45 h under microaerobic conditions.
After incubation, 0.1 ml of enrichment broth were subcultured in agar plates
(CM0983, Oxoid) containing selective supplement (SR0208E, Oxoid), and the culture
plates were incubated microaerobically at 37 °C for 48 h. The presumptive

Campylobacter spp. identification was based on colony morphology and Gram stain
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and hippurate hydrolysis test. The same procedure was performed with 10-g samples

of uninoculated strain, as negative controls.

2.3 Examination of naturally contaminated chicken skin

Twenty-eight skin-on portions of chicken (thighs and breast) purchased from a
local supermarket were analyzed. Ten-gram aliquots of chicken skin from each sample
were placed in a Stomacher 400 filter bags. The microbiological analysis was carried

out as discussed above.

2.4 DNA extraction

For DNA extraction, aliquots of 1 ml of the bacterial suspensions and 1 ml of
the enrichment Bolton broths were centrifuged at 16,000xg for 10 min. The pellets
were washed twice with buffered peptone water (Acumedia, Lansing, Michigan, USA)
and resuspended in 200 pl of 1% Triton X-100. Suspensions were heated to 100 °C in
a water bath for 10 min, cooled in ice, and centrifuged at 16,000xg for 5 min. The

supernatants then were used for PCR assay as described bellow.

2.5 Multiplex PCR for detection of C. jejuni and C. coli

The PCR mixture (20 ul) for all single PCR experiments contained 2 ul of 10x
PCR buffer [200 mM Tris-HCI, pH 8.4, 500 mM KCI, (Invitrogen, Eugene, Oregon,
USA)], 3.5 mM MgCl,; 0.4 mM dNTP mixture, 1.0 U Taq Polimerase (Invitrogen);
1.0 uM each primer pair of mapA and ceuk, 4 ul of template DNA, and 8.1 pul of

ultrapure water. The oligonucleotides primers used are shown in Table 2. The
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amplification reaction was carried out in a thermal-cycler (PTC-100, MJ Research,
Waltham, Massachusetts, USA) and include an initial denaturation at 94 °C for 4 min,
followed by 35 cycles of denaturation at 94 °C for 1 min, annealing at 53 °C for 1 min
and extension at 72 °C for 1 min, and final extension at 72 °C for 6 min.

After PCR, in each amplification reaction 4 ul of buffer 15% Ficoll 400 (Fluka
BioChemika, Milwaukee, Wisconsin, USA) and 0.25% Bromophenol blue (LabSynth,
Diadema, Sdo Paulo, Brazil) were added. Aliquots of 10 ul of this mixture were loaded
onto a 1.5% agarose gel (Laboratory Conda, Madri, Spain) and the electrophoresis was
performed in Tris-Borato-EDTA buffer [45 mM Tris base (Invitrogen); 45 mM boric
acid, 1.25 mM EDTA (Nuclear)] at 3W/cm for 1 h and 40 min. The gels were stained
with ethidium bromide (10 mg/ml, Invitrogen), visualized under UV light in
transillumination (Vilber Lourmat, Torcy, ZI, France) and registered in photo
documentation system Doc-print (Vilber Lourmat). A 100-bp DNA ladder (Invitrogen)
was included on each gel as a molecular size standard. The extraction of DNA, the

PCR and the electrophoresis were repeated twice on different days.



50

3. RESULTS AND DISCUSSION

Campylobacter jejuni and C. coli together, accounts for more than 95% of
human campylobacteriosis (LASTOVICA and SKIRROW, 2002). Differentiation of
C. coli and C. jejuni is essential for antibiotic treatment of infection as observed in
case of erithromicin which is commonly used to threat C. jejuni infection. C. coli
strains are most likely to be resistant to this antibiotic (CLOAK and FRATAMICO,
2002). The accurate identification and discrimination between these two species are
also important in food microbiological analysis especially in epidemiological and for
risk assessment studies.

The multiplex PCR assay was developed in this study to identify and
discriminate C. jejuni and C. coli on the basis of genes mapA and ceuk. A PCR assay
based on the mapA gene that allow specific identification of C. jejuni was previously
described by Stucki et al. (1995) and Cheng and Griffiths (2003). Gonzalez et al.
(1997) developed a sensitive and specific PCR assay using primers to ceuE that
generated bands with different sizes (793bp and 894bp) for rapid identification and
discrimination of C. coli and C. jejuni.

The PCR developed in the present study was also specific for differentiation of
these two closely related Campylobacter species. The PCR amplicons were consistent
and of the expected molecular sizes of 202 and 889-bp for read and ease distinguish of
C. jejuni and C. coli, respectively (Fig. 1). The results suggest that the amplified
sequences are conserved in both strains. The specificity was 100% and all other non-

Campylobacter strains tested were found to be negative by multiplex PCR assay.
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The detection of pathogenic bacteria in food by PCR frequently requires the
prior enrichment of samples, since the extraction of bacterial DNA is not reliable for
low contamination levels. Although increasing the time of analysis, the enrichment
brings benefits such as differentiation between viable and unviable cells and repair of
injured ones. The inoculum of approximately 10*CFU/mI or g of food obtained with
non-selective and/or selective enrichment is sufficient to ensure the PCR sensitivity
(MALORNY et al., 2009).

The use of selective enrichment was fundamental in the present study to
encouraging the growth of Campylobacter spp., enhances the detection limit, prevents
growth of non-Campylobacter species and dilutes inhibitory substances and unviable
cells.

Chicken skin samples artificially contaminated with approximately 50 CFU of
C. jejuni or C. coli per 10-g of samples were detected by the developed multiplex PCR
after 48 h of enrichment. However, the adoption of new methods requires validation
by application to naturally contaminated samples and comparison of the results with
conventional culture which is considered the gold standard method. In this study, the
developed multiplex PCR assay was tested with 28 chicken carcasses samples bought
in supermarkets of Londrina, Parand, Brazil. Thirteen samples (46.4%) were
contaminated with C. jejuni and generated a 202-bp product in the multiplex PCR.
Two samples were simultaneous contaminated with C. jejuni and C. coli (Fig. 2).
Campylobacter were not isolate and not specific PCR products were observed in any

negative samples after 48 h enrichment.
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The major obstacle to the development of PCR to detect pathogenic
microorganisms in foods is the presence of PCR inhibitors. Some food components
and/or chemicals used for the selective enrichment of Campylobacter can influence the
PCR efficiency due to the presence of inhibitors such as proteases, DNase,
polysaccharides, fats, calcium salts and others (AL-SOUD and RADSTROM, 2000;
AL-SOUD and RADSTROM, 2001; WILSON, 1997). These PCR inhibition factors
must be removed to achieve the expected specificity and sensitivity. Therefore, after
the enrichment of food samples, the bacteria must be separated from the food matrix
and the inhibitors removed so that the bacterial DNA can be extracted and used in the
PCR. The substances most commonly used for this purpose are Triton X-100, Tween
20 and betaine (AL-SOUD and RADSTROM, 2000).

Although there are several commercial kits for DNA purification, their high
cost makes routine use in quality control laboratories difficult, especially in developing
countries like Brazil. DNA extraction by boiling using Triton X-100 used in this study
is an alternative to reduce costs without losing efficiency, as has already been shown
in other studies (OLIVEIRA et al., 2005a; OLIVEIRA et al., 2005b; ESPINEIRa et al.,
2010).

Several multiplex PCR assays to detect Campylobacter spp. in fecal samples
have been published (Houng et al., 2001; Wesley et al., 2000; Persson and Olsen,
2005). However, few studies using multiplex PCR to detect and differentiate C. jejuni
and C. coli in foods have been reported (WINTERS and SLAVIK, 2000).

Multiplex PCR assay developed in this study allowed rapid detection and

simultaneous differentiation of C. jejuni and C. coli in naturally and artificially
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contaminated chicken skin samples. The detection time was reduced to 48 h, instead of
over a week for the conventional culture method. It is recognized that only a limited
number of samples were analyzed in this study, but the results suggest that the method

could be suitable for a relatively rapid routine testing of chicken carcasses.
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Table 1 — Bacterial strains included in this study

Bacterium Source Number of Strains tested
Campylobacter jejuni UEL? 06
Campylobacter jejuni LACEN® 01
Campylobacter jejuni FIOCRUZ® 01
Campylobacter jejuni 1B 01
Campylobacter coli FIOCRUZ® 01
Campylobacter coli 1B 01
Salmonella Enteritidis UEL? 01
Salmonella Typhimurium UEL? 01
Salmonella Typhi UEL? 01
Salmonella Infantis UEL? 01
Salmonella Montevideo UEL? 01
Salmonella Agona UEL? 01
Salmonella Dublin UEL? 01
Salmonella Newport UEL? 01
Citrobacter freudii UEL? 01
Enterobacter aerogenes, UEL? 01
Enterobacter cloacae UEL? 01
Morganella morganii UEL® 01
Escherichia coli UEL® 01
Shigella sonnei UEL? 01
Staphylococcus saprophyticcus UEL? 01
Bacillus cereus UEL? 01
Proteus mirabilis UEL? 01
Klebsiella pneumoniae UEL? 01
Staphylococcus aureus UEL? 01
Bacillus subtilis UEL® 01
Lactobacillus acidophilus UEL? 01
Lactobacillus casei UEL? 01

2UEL, Laboratério de Microbiologia de Alimentos, Universidade Estadual de Londrina, Parana, Brazil.
P LACEN, Laboratério Central do Estado do Parana, Parané, Brazil.

“FIOCRUZ, Fundagio Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brazil.

41B, Instituto Biolégico, Sdo Paulo, Brazil.



Table 2 — Primers used in this study
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Target Primer-direction  Primer sequence (5°-3’) Size of amplified DNA
sequence (bp)
Forward AGT CCT GGT GGT TTT GAAGC
mapA gene Reverse CCG CAT TAA AAT TCA CAT CG 202 bp?
Forward ATG A A AAAATCT TTAGTTTTT GCA
ceukE gene Reverse ATTTTATTATTT GTA GCA GCG 889bpb

FCHENG and GRIFFITHS (2003)
"NAYAK et al. (2005
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B890p

600bp
,202bp

Fig. 1. Multiplex PCR assay for simultaneous detection of C. jejuni (202 bp) and C. coli (889
bp) in pure culture. Lane 1, blank; lane 2, Salmonella Enteritidis negative controls; lanes 3

and 4, C. jejuni and C. coli positive controls, respectively; lane M=100 bp molecular marker.
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889b
600bp P
——
202bp

Fig. 2. Electrophoretic profile obtained through PCR multiplex of chicken carcasses. Lane 1,

blank ; lanes 2-7 samples chicken skin; lane M=100 bp molecular marker.



61

ARTIGO 2: Padronizacdo de PCR em Tempo Real para Quantificacdo de

Campylobacter jejuni

Kérley Braga Pereira Bento Casaril*?; Gislayne Trindade Vilas-Boas®;

Francismar Corréa Marcelino*; Tereza Cristina Rocha Moreira de Oliveira®

'Universidade Estadual do Oeste do Parana, UNIOESTE, Campus de Francisco Beltrio

2Departa\mento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade Estadual de Londrina, UEL
3Departamento de Biologia Geral, Universidade Estadual de Londrina, UEL

*Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA Soja Londrina



62

1. INTRODUCAO

Campylobacter spp. é uma das causas mais frequentes de gastrenterite
bacteriana em varios paises (QUINN, 1997) e C. jejuni é a espécie mais associada a
campilobacteriose humana nos paises desenvolvidos, seguida por C. coli (FRIEDMAN
et al., 2000; NACHAMKIN, 2001).

Campylobacter spp. sdo comumente isoladas de diversos alimentos, incluindo
carne de porco (EPLING et al., 1993), carne bovina (HANNINEN, 1981), leite cru
(FAHEY et al., 1995) e aves (KRAMER et al., 2000) sendo o frango e seus derivados
o principal veiculo transmissor ao homem (RIVOAL et al., 2005). Campylobacter
geralmente esta presente em baixa densidade celular e pode tornar-se injuriado em
alimentos e agua. Portanto, entrar em um estado viavel, mas ndo cultivavel (VBNC)
devido a diminuicdo de nutrientes e do estresse fisico (HUMPHREY, 1986; ROLLINS
e COLWELL, 1986; JONES et al., 1991; BEUMER et al., 1992; MEDEMA et al.,
1992).

Os meétodos convencionais de isolamento e identificagdo de Campylobacter
em alimentos sdo complexos, trabalhosos e demorados (WISESSOMBAT et al.,
2009). Estes metodos incluem pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo,
plaqueamento em &gar seletivo diferencial e identificacdo fenotipica com testes
bioquimicos e soroldgicos que requerem um minimo de cinco dias (YANG-CHIH
SHIH, 2000). Além disso, propriedades fenotipicas pelas quais as bactérias sao
identificadas nem sempre sdo expressas, e quando isso ocorre dificultam a
interpretacdo dos resultados e, consequetemente a sua classificagio (MALORNY et
al., 2003).

Diante da necessidade de testes rapidos, especificos e sensiveis, para a
identificacdo e quantificacdo de microrganismos que ndo expressam suas propriedades
fenotipicas e/ou estdo em estado VBNC, métodos moleculares, como a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), tém sido padronizados para deteccdo e identificagéo de
Campylobacter em alimentos. Inameros ensaios utilizando PCR convencional ja foram
descritos para a identificacdo e a caracterizacdo de Campylobacter a partir de
amostras, incluindo fezes (LINTON et al., 1997; HOUNG et al., 2001, MAHER et al.,
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2003; PERSSON e OLSEN, 2005), produtos alimenticios (WINTERS e SLAVIK,
2000) e culturas (WANG et al., 2002; FERMER e ENGVALL, 1999), usando uma
variedade de genes alvos tais como omp50, rRNA 23S, rRNA 16S, flaA, hipO, glyA,
mapA, ceuk e cadF (GIESENDORF e QUINT, 1995; DENIS et al., 1999; KONKEL
et al., 1999; AL RASHID et al., 2000; WASSENAAR e NEWELL, 2000; BANG et
al., 2002; DEDIEU, 2003; ON e JORDAN, 2003; GORKIEWICZ et al., 2003;
NAYAK et al., 2005).

No entanto, muitos dos ensaios de PCR padronizados para a identificacdo de
Campylobacter necessitam de eletroforese em gel de agarose para deteccdo do
produto, demandando tempo e mé@o-de-obra, além de apresentar interpretacdo subjetiva
em alguns casos e baixa sensibilidade. Por essas razdes, métodos baseados em PCR
em tempo real (SAILS et al., 2003; LAGIER et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2005b;
CHURRUCA et al., 2007) estdo sendo desenvolvidos e propostos para o diagnéstico
rapido e sensivel da deteccdo e quantificacdo de Campylobacter spp. em diversos
alimentos (YANG et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2005b; RONNER e LINDMARK et
al., 2007). Estes métodos eliminam a necessidade de manipular produtos de PCR, ap6s
amplificacdo, reduzindo assim o risco de resultados falso-positivos causados por
contaminacgOes subsequentes (WITTWER et al., 2001; IEVEN, 2007).

Uma caracteristica importante dos métodos baseados em PCR em tempo real é
a possibilidade de detectar e quantificar patdgenos dificeis de serem cultivados por
meétodos tradicionais de cultura. Além disso, métodos de PCR em tempo real podem
dispensar o enriquecimento das amostras permitindo rapida deteccdo e quantificacdo

de patdgenos por anélise direta de amostras de alimentos (AHMED et al., 2009).

Rosenquist et al. (2003) observaram que a diminuicdo das contagens em
carcacgas de frango tem impacto na incidéncia de campilobacteriose humana. Assim,
métodos de enumeracdo de Campylobacter em carne de frango e em outros alimentos
podem ser aplicados em estudos de avaliagdo de risco, assim como, para estabelecer

padrbes de contagem para a inddstria de alimentos.
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O objetivo deste estudo foi desenvolver um ensaio de PCR em tempo real
especifico capaz de detectar e quantificar Campylobacter jejuni em culturas puras para

a sua posterior utilizagdo na quantificacdo de Campylobacter em carne de frango.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Isolados Bacterianos e Condicdes de Cultivo

Um total de 09 isolados de C. jejuni, dois (02) isolados de C. coli, um (01)
isolado de Salmonella Enteritidis e um (01) isolado de Escherichia coli foram

incluidos neste estudo (Tabela 1).

Tabela 1 — Isolados bacterianos incluidos neste estudo.

Bactéria Local de isolamento  Numero de isolados testados
Campylobacter jejuni UEL? 06
Campylobacter jejuni LACEN" 01
Campylobacter jejuni FIOCRUZ® 01
Campylobacter jejuni IB¢ 01
Campylobacter coli FIOCRUZ® 01
Campylobacter coli IB° 01
Salmonella Enteritidis UEL? 01
Escherichia coli UEL? 01

@ UEL, Laboratério de Microbiologia de Alimentos, Universidade Estadual de Londrina, Parana, Brasil.
P LACEN, Laboratério Central do Estado do Parana, Parana, Brasil.

“FIOCRUZ, Fundagio Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil.

1B, Instituto Biolégico, Sao Paulo, Brasil.

Os isolados de Campylobacter foram cultivados em caldo Bolton (CM0983,
Oxoid, Cambridge, UK) a 37 °C por 48 h sob condi¢bes de microaerofilia (5% O,,
10% CO,, 85% N,), criado com o sistema microaerofilico Probac (Probac, Santa
Cecilia, Sdo Paulo, Brasil). Salmonella Enteritidis e Escherichia coli foram cultivadas
em caldo BHI (Acumedia, Lansing, Michigan, E.U.A.) a 37 °C por 24 h.

2.2  Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA genbmico, aliquotas de 1 mL de suspenses
bacterianas proveniente de culturas puras foram centrifugadas a 16.000 x g por 10
min. Os sedimentos foram lavados duas vezes com &gua peptonada tamponada
(Acumedia, Lansing, Michigan E.U.A.) e ressuspendidos com 200 ul de solugéo
esterilizada de Triton X-100 (Nuclear) a 1%. As suspensdes foram homogeneizadas,

submetidas a fervura em banho-maria por 10 min. Apos répido resfriamento em banho
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de gelo por 5 min e centrifugacdo a 16.000 x g por 5 min. O DNA genémico presente

no sobrenadante foi quantificado em espectrofotometro Nano Drop.

2.3 gPCR em Tempo Real

As reacOes da qPCR em tempo real foram realizadas utilizando iniciadores
desenvolvidos a partir da seqiéncia do gene mapA de C. jejuni, denominados
mapA(F) 5°’AGT CCT GGT GGT TTT GAA GC 3’ ¢ mapA(R) 5°CCG CAT TAA
AAT TCA CAT CG 3° (CHENG e GRIFFITHS, 2003). As amplificacdes por PCR em
tempo real foram realizadas em triplicada, em um volume final de 25 pL. contendo 8,0
uL de dgua Ultra pura; 0,5 pL de ROX (referéncia passiva); 12,5 uL. de SYBR® Green
gPCR SuperMix UDG (Invitrogen), 400 nmol do par de iniciadores mapA (Invitrogen)
e 100 ng de DNA obtido a partir de culturas puras das linhagens empregadas neste
estudo (Tabela 01). As condicbes de reacdo foram 50 °C durante 2 minutos, 95 °C
durante 10 minutos e 40 repeti¢cdes de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto.
Em todas as reacdes de PCR, utilizou-se como controle positivo amostras de DNA de
C. jejuni (isolado Instituto Bioldgico) e como controle negativo agua ultrapura

esterilizada.

Como normalizador foram desenvolvidos iniciadores para o gene cytB de
Gallus gallus. Para tanto a sequéncia do gene foi obtida do GenBank (AF028795.1) e
exportada para o programa Primer Express v 3.3 (Applied Biosystems). Os iniciadores
cytB(F) 5°CCCGATTCTTCGCTTTACACTT 3 e cytB(R)
5’CGTGTAGGAAGGTGAGGTGGAT 3’ foram selecionados seguindo critérios

padronizados definidos pelo software.

O valor de Ct (threshold cycle) foi determinado usando o programa SDS
Detector (Applied Biosystems). A eficiéncia de amplificacdo (E) foi calculada a partir
da curva padrdo pela equagdo: E = (1051 _1) utilizando uma série de diluicdes do
DNA alvo (10 a 10°®). Apés o término da quantificacdo, para verificar a formacao de
dimeros de iniciadores, amplificacfes inespecificas, possiveis erros e contaminacdes,

realizou-se a curva de dissociacao.
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A molécula intercalante SYBR Green emite fluorescéncia que é determinada
ao final de cada ciclo da PCR. O “cycle treshold” (Ct) ¢ definido como o numero do
ciclo nos quais a reacdo inicia a sua fase exponencial de amplificacdo, cruzando o
“threshold” (limiar) que ¢ definido pela linha de inicio de sinais gerados. Em todas as
reacOes foi utilizado o corante ROX como referéncia passiva, o qual normaliza a

fluorescéncia presente no meio e a fluorescéncia do reporter.

Foi realizado um gel de eletroforese dos produtos amplificados na PCR em
tempo real visando confirmar a especificidade dos iniciadores para 0s genes mapA e

cytB.

2.4  Construcdo dos Padrdes de Calibragdo

Para construcdo dos padrdes de calibracdo da gPCR, o DNA foi preparado a
partir de 1x 10° UFC mL™ de C. jejuni pelo método de Flamm et al. (1984). A
quantificacdo do DNA foi feita por espectrofotometria (Nano Drop) e as amostras de
DNA diluidas serialmente de forma a se obter amostras com DNA variando entre 1 e
10° cépias do genoma da bactéria. A massa de uma copia do genoma bacteriano foi
determinada pela equagdo M = n x (1.799063,1 x 10% gbp™) com n como o niimero
total de pares de base (pb), que para Campylobacter foi considerado como sendo
1.641.481 bp (PARKHILL et al., 2000). O mesmo procedimento foi repetido com
amostras de DNA de G. gallus, cujo genoma apresenta 1,2 x 10° pares de base
(HILLIER et al., 2004).

Para construcdo da curva de calibracdo os valores de delta Ct [ACt = Ct (gene
alvo) - Ct (controle endogeno)] foram plotados em funcéo do logaritmo do numero de
copias de cada padrao. A qualidade das curvas foi determinada pelos valores de R? e

indice de inclinacéo da reta.
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3. RESULTADOS
3.1 Especificidades do Ensaio PCR em Tempo Real

O gene mapA de C. jejuni codifica uma proteina de membrana espécie-
especifica denominada MAPA (STUCKI et al., 1995). Iniciadores desenvolvidos a
partir da sequencia do gene mapA de C. jejuni, anteriormente testados por Cheng e
Griffiths (2003) foram escolhidos como alvo para a detecgdo e quantificacdo de C.
jejuni em culturas puras utilizando a metodologia de g°PCR em tempo real empregando
SYBR Green. Como normalizador foram desenvolvidos iniciadores para o gene cytB

de G. gallus.

Os iniciadores para os genes mapA escolhidos, permitem a amplificacdo de
um fragmento de 202 pb especifico para todas as linhagens testadas de C. jejuni. O
mesmo fragmento néo foi detectado quando empregadas amostras de DNA de outras
espécies, incluindo linhagens de C. coli, Salmonella Enteritidis e Escherichia coli
(Figura 1). Semelhantemente, o par de iniciador cytB, utilizado como normalizador,
permitiu a amplificacdo de um fragmento de 78 pb especifico para as amostras de
DNA gendémico de G. gallus. Também néo foi detectado nenhum fragmento quando
amostra de DNA das bactérias testadas neste estudo foram empregadas nas reacdes de
gPCR utilizando o iniciador cytB, o que demonstra a alta especificidade dos pares de

iniciadores desenhados.

600 pb
202 pb

Figura 1. Perfil eletroforético dos produtos de PCR convencional para deteccdo de C. jejuni
(202 pb). 1 - Branco; 2 - Salmonella Enteritidis (controle negativo); 3 — C. jejuni (controle
positivo); M=marcador de peso molecular (100 pb).



69

Durante a reacdo da PCR, aléem dos produtos de interesse, outros produtos de
PCR podem ser formados, especialmente dimeros de iniciadores. A especificidade do
par de iniciadores foi analisada pela curva de dissociacdo gerada apos a reagdo de PCR
em tempo real (Figura 2). O pico da curva ocorreu na temperatura de dissociagéo de
76,3° C correspondendo a um unico fragmento. A andlise das curvas de dissociacdo
apos cada corrida de PCR em tempo real ndo revelaram outro pico, indicando que 0s
iniciadores produziram apenas o fragmento de PCR esperado.

Saiup | Instrument ¥ Rasubts |
Plate ¥ Spactra ¥ Component ¥ Ampification Piot ¥ Standard Cunve ¥ Dissociation | Report |

1abon G
[ Data Typa

Diaretin hd

Diwiecice
820
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[k F)
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L1 = =

Temparaiune (C)
Figura 2. Curva de dissociacdo dos produtos resultantes da amplificacdo por PCR em tempo

real de amostras de DNA de culturas puras de C. jejuni.

Os produtos da reacdo de PCR em tempo real foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose confirmando a amplificacdo do gene alvo pela geracdo de um Unico
produto de tamanho compativel com o esperado e a auséncia de formacdo de produtos

inespecificos (Figura 3).
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M 1 2 3 4 5 6 7

600 pb
202 pb

Figura 3. Perfil eletroforético dos produtos de gPCR em tempo real para deteccao de C. jejuni
(202 pb). 1 — DNA total; 2 a 7 - Diluic&o seriada do DNA alvo de C. jejuni (10?, 10?2, 107,
10 10, 10); M=marcador de peso molecular (100 pb).

3.2  Eficiéncia do Ensaio PCR em Tempo Real

O sistema de qPCR em tempo real permite a determinacdo da quantidade
absoluta de uma sequencia alvo de &cido nucléico de uma amostra desconhecida. Para
tanto, faz-se necessario confeccionar uma curva padrdo com quantidades pré-
estabelecidas do é&cido nucléico. Os valores obtidos pela gPCR das amostras
desconhecidas sdo comparadas aos valores da curva padrdo e tendo como base a
equacdo da curva é possivel quantificar o acido nucléico de amostras desconhecidas.
Livak e Schmittgen (2001) afirmam que a quantificacdo absoluta determina o numero
de copias de um alvo de interesse relacionando o sinal emitido pela PCR com os dados

fornecidos pela curva padréo.

Para avaliar a eficiéncia de amplificacdo do gene alvo e do normalizador,
diluicBes seriadas do DNA alvo obtidas de culturas puras de C. jejuni variando de 10
a 10° e do DNA de G. gallus (10 a10®) foram testadas e os resultados da reacéo,
dados pelo valor de Ct foram tabelados para o calculo da equacéo de regressao e do R-
quadrado. As equac0Oes de regressdo obtidas estdo apresentadas na Figura 2 e mostram
boas condi¢cbes de amplificacdo e correlacdo positivas entre as variaveis. Os resultados
indicaram que a eficiéncia (E = (10™*"°"® -1) foi de 99% para o0 gene alvo e 103% para
o normalizador. As curvas utilizadas para calcular os valores das eficiéncias podem ser
observadas na Figura 2. A linearidade das curvas padrdes e o fato de que a PCR opera
com eficiéncia constante confirma que o ensaio foi bem adaptado para medidas

quantitativas de C. jejuni.
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Figura 2 — Determinacéo da eficiéncia da PCR em tempo real para o gene alvo mapA e para 0 gene
normalizador cytB. As amostras do DNA gendémico de C. jejuni e G. gallus foram diluidas serialmente
6X e as diferentes diluicbes foram amplificas para o gene alvo e para o gene normalizador. Os valores
de Ct foram plotados em funcéo do logaritmo da dilui¢do. O eixo y corresponde aos valores de Ct e o
eixo x log da dilui¢do. Gréafico A. Estimativa da eficiéncia do gene alvo mapA com slope = -3,307. B -
Estimativa da eficiéncia do gene normalizador com slope = -3,236.
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4. DISCUSSAO

A necessidade do desenvolvimento de métodos rapidos, sensiveis,
econémicos, de facil utilizacdo e interpretacdo para deteccdo especifica de C. jejuni
envolvendo matrizes complexas tais como alimentos é fundamental para o controle do
microrganimos e estudo epidemiolégico da campilobacteriose. Neste sentido, 0s
métodos moleculares como a PCR em tempo real tém sido utilizados para deteccao,
identificacdo, diferenciacdo de espéceis de Campylobacter spp. e quantificacdo em
alimentos (CHENG e GRIFFITHS, 2003; OLIVEIRA et al., 2005b).

O corante SYBR Green foi utilizado na PCR em tempo real para a deteccdo e
quantificacdo de C. jejuni. Embora as sondas sequencias-especificas e o corante SYBR
Green apresentem limite de deteccao, reprodutibilidade e sensibilidade comparaveis, a
deteccdo utilizando o SYBR Green foi escolhida por ser mais econbmica para
aplicacdo em ensaios de PCR em tempo real simplex (DEPREZ et al.,, 2002;
VILALTA etal., 2002, WILHELM et al., 2003).

O limite de deteccdo da qPCR no presente ensaio foi estimado em cerca de
uma copia por PCR para culturas bacterianas de C. jejuni. Resultados semelhantes
também foram obtidos por Yang et al. (2003) ao utilizaram SYBR Green | e
LigttCycler System para detectarem C. jejuni em meios de cultura. Debretsion et al.
(2007) utilizando a metodologia TagMan, ao construirem as curvas padrdoes do DNA
mostraram que o limite de deteccdo para o ensaio de PCR em tempo real foi de 1 UFC
para culturas puras. Chen et al. (1997) utilizando a metodologia TagMan observaram
um limite de deteccdo de duas unidades formadoras de colénia (UFC) por reacdo de
PCR, quando cultura pura de S. typhimurium foi usado. Cheng e Griffiths (2003)
utilizando SYBR Green para a detecgdo de C. jejuni em cultura pura por PCR em

tempo real obtiveram o limite de detec¢éo de 5,2 x 10> UFC/mL.

O ensaio gPCR em tempo real desenvolvido neste estudo mostrou ser rapido,
sensivel e especifico e reduziu significativamente o tempo necessario para a deteccdo e
quantificacdo de C. jejuni em culturas puras. Entretanto, em testes preliminares, néo
foi possivel detectar Campylobacter sem o prévio enriquecimento das amostras de

carne de frango artificialmente ou naturalmente contaminadas (dados ndo
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apresentados). A PCR é um ensaio sensivel, porém substancias inibidoras comumente
presentes em matrizes alimentares podem levar a reducdo do limite de deteccdo do
ensaio ou subestimar a contagem das bactérias presentes. Assim sendo, para detecgéo e
quantificagdo de Campylobacter empregando o ensaio PCR padronizado no presente
estudo sera necessario testar métodos de concentracédo e purificacdo de DNA a partir
da carne de frango. Alguns métodos de purificagio de DNA disponiveis
comercialmente (YANG et al., 2003; THAKUR e GEBREYES, 2005; BONJOCH et
al., 2009), assim como, a concentracdo do DNA por precipitacio com etanol
empregada por Ronner e Lindmark (2007) poderiam ser utilizados para possibilitar a
quantificacdo direta de Campylobacter em carne de frango. A metodologia de filtracdo
do enxague da carne de frango descrita por Botteldoorn et al. (2008) poderia também

ser uma alternativa viavel e eficaz.

Vérios estudos mostram que os veiculos mais importantes de transmissdo de
Campylobacter para o ser humano sdo produtos de origem avicola contaminados. A
reducdo na contagem de Campylobacter em carcagcas de frango pode
significativamente reduzir o ndmero de casos de campilobacteriose humana
(ROSENQUIST et al., 2003; WINGSTRAND et al., 2006). Um estudo de avaliacédo
microbioldgica de risco mostrou a possibilidade de reducdo de 60%, 78% e 97% dos
casos de campilobacteriose na Bélgica pela reducdo de 1, 2 e 3 log na contagem de
Campylobacter nas carcacas de frango, respectivamente (BOTTELDOORN et al.,
2008). Portanto, a padronizacgéo de ensaios PCR em tempo real para a quantificagéo de

Campylobacter em alimentos é essencial para o controle deste patégeno.

A enumeracéo direta de Campylobacter em carne de frango pode ser muito
util para a determinacdo da contagem inicial em abatedouros. A rapidez,
especificidade, sensibilidade e a possibilidade de quantificacdo da PCR em tempo real

tornam essa técnica a mais promissora atualmente conhecida.

No entanto, ainda ha varias limitacGes e a técnica ainda ndo € considerada

confiavel quando a amostra de alimento ndo enriquecida apresenta resultado negativo.
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CONCLUSAO

Os resultados deste estudo mostram a possibilidade de quantificar
Campylobacter jejuni em cultura pura por PCR em tempo real e indicam a
potencialidade do ensaio ser aplicado para quantificar essa bactéria patogénica em

alimentos.
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1 INTRODUCAO

Campylobacter jejuni ¢ a principal causa de gastrenterite bacteriana em varios
paises (TAUXE, 1997; ALTEKRUSE et al., 1999; FRIEDMAN et al., 2000). As aves,
especialmente frangos, sdo 0s principais reservatorios naturais de Campylobacter.
Evidéncias epidemiologicas sugerem que outros animais, tais como, aves silvestres,
suinos, cdes, gatos, ovelhas e bovinos (SKIRROW, 1991; STERN, 1992; JONES et
al., 1984; WORKMAN et al., 2005) possam ser portadores de estirpes patogénicas

para 0S seres humanos.

A carne de frango e seus derivados sdo 0s principais veiculos transmissores de
Campylobacter spp. ao homem (KRAMER et al., 2000; RIVOAL et al., 2005).
Embora Campylobacter spp. sejam comumente isoladas de varios alimentos, incluindo
carne de porco (EPLING et al., 1993), carne bovina (HANNINEN, 1981) e leite cru
(FAHEY et al., 1995), a agua ndo tratada (JONES e ROWORTH, 1996) e o leite
contaminado (HEUVELINK et al., 2009) tém sido responsaveis por grandes surtos de

campilobacteriose.

A dose infectante € muito pequena; estima-se que cerca de 500 células de C.
jejuni podem causar doencas em humanos (ROLLINS e COLWELL, 1986; BLACK et
al., 1998), indicando que mesmo um pequeno numero de células de Campylobacter em

alimentos ou em agua pode apresentar potencial risco a saude.

Os métodos convencionais para deteccdo de Campylobacter spp. em alimentos
envolvem o cultivo do microrganismo em meios seletivos a 42 °C em condigdes de
microaerofilia (ENDTZ et al., 1991), seguido da identificacdo dos isolados de acordo
com suas caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e imunoldgicas, um processo que €
complexo, trabalhoso e demorado (WISESSOMBAT et al., 2009), requer um minimo
de cinco dias para obtencdo dos resultados (YANG-CHIH SHIH, 2000; COX et al.,
2007) e muitas vezes a identificacdo fenotipica de Campylobacter spp. é dificil de ser
interpretada (ON, 2001). Além disso, bactérias estressadas e/ou vidveis, mas néo
cultivaveis (VBNC), podem ndo crescer em meios de cultura seletivos (ROLLINS e
COLWELL, 1986; JONES et al., 1991).
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Nos ultimos anos, numerosos estudos tém sido realizados para desenvolver ou
avaliar métodos rapidos para a detec¢do de Campylobacter spp. (CLOAK et al., 2001;
WICKER et al., 2001; HONG et al., 2003). Métodos moleculares como a reacdo de
amplificacdo em tempo real, uma variante da reagdo de PCR convencional tém sido
padronizados para deteccdo, identificacdo e quantificacdo de Campylobacter em
diversas amostras incluindo culturas puras (YANG et al., 2004), fezes humanas e de
animais (LUND e MADSON, 2006; INGLIS e KALISCHUK, 2004; LAGIER et al.,
2004; RUDI et al., 2004; LIN et al., 2008), agua (AHMED et al., 2009) e alimentos
(CHENG e GRIFFITHS, 2003; SAILS et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2005ab;
RONNER e LINDMARK, 2007; BOTTELDOORN et al., 2008), usando uma
variedade de genes alvo tais como mapA, cadF, ceukE, rDNA 16S, VS1 (LUND e
MADSON, 2000; BEST et al., 2003; CHENG e GRIFFITHS, 2003; OLIVEIRA et al.,
2005ab; YANG et al., 2004; AHMED et al., 2009).

Os metodos de PCR em tempo real eliminam a necessidade de manipular
produtos de PCR, ap6s amplificacdo, reduzindo assim o risco de resultados falso-
positivos causados por contaminacdo cruzada entre fragmentos e amostras
subsequentes (WITTWER et al., 2001, IEVEN, 2007).

O objetivo deste estudo foi desenvolver um ensaio de PCR em tempo real,
rapido e especifico capaz de detectar Campylobacter jejuni em carcacgas de frango. O
ensaio foi testado com carcacas de frango artificialmente e naturalmente

contaminadas.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Isolados Bacterianos e Condicdes de Cultivo

Um total de 09 isolados de C. jejuni, dois (02) isolados de C. coli, um (01)
isolado de Salmonella Enteritidis e um (01) isolado de Escherichia coli foram

incluidos neste estudo (Tabela 1).

Tabela 1 — Isolados bacterianos incluidos neste estudo.

Bactéria Local de isolamento  Numero de isolados testados
Campylobacter jejuni UEL? 06
Campylobacter jejuni LACEN" 01
Campylobacter jejuni FIOCRUZ® 01
Campylobacter jejuni IB¢ 01
Campylobacter coli FIOCRUZ® 01
Campylobacter coli IB° 01
Salmonella Enteritidis UEL? 01
Escherichia coli UEL? 01

@ UEL, Laboratério de Microbiologia de Alimentos, Universidade Estadual de Londrina, Parana, Brasil.
P LACEN, Laboratério Central do Estado do Parana, Parana, Brasil.

“FIOCRUZ, Fundagio Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil.

41B, Instituto Biolégico, Sdo Paulo, Brasil.

Os isolados de Campylobacter foram cultivados em caldo Bolton (CM0983,
Oxoid, Cambridge, UK) a 37 °C por 48 h sob condi¢Ges de microaerofilia (5% O,,
10% CO,, 85% N,), criado com o sistema microaerofilico Probac (Probac, Santa
Cecilia, Sdo Paulo, Brasil). Salmonella Enteritidis e Escherichia coli foram cultivadas
em caldo BHI (Acumedia, Lansing, Michigan, E.U.A.) a 37 °C por 24 h.

2.2  Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA gendmico, aliquotas de 1 mL de suspensdes
bacterianas proveniente de culturas puras foram centrifugadas a 16.000 x g por 10
min. Os sedimentos foram lavados duas vezes com &gua peptonada tamponada
(Acumedia, Lansing, Michigan E.U.A.) e ressuspendidos com 200 ul de solugéo
esterilizada de Triton X-100 (Nuclear) a 1%. As suspensdes foram homogeneizadas,

submetidas a fervura em banho-maria por 10 min. Apos répido resfriamento em banho
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de gelo por 5 min e centrifugacdo a 16.000 x g por 5 min. O DNA genémico presente

no sobrenadante foi quantificado em espectrofotometro Nano Drop.

2.3 gPCR em Tempo Real

As reacdes da qPCR em tempo real foram realizadas utilizando iniciadores
desenvolvidos a partir da seqiéncia do gene mapA de C. jejuni, denominados
mapA(F) 5°’AGT CCT GGT GGT TTT GAA GC 3’ ¢ mapA(R) 5°CCG CAT TAA
AAT TCA CAT CG 3° (CHENG e GRIFFITHS, 2003). As amplificacdes por PCR em
tempo real foram realizadas em triplicada, em um volume final de 25 pL contendo 8,0
uL de dgua Ultra pura; 0,5 pL de ROX (referéncia passiva); 12,5 uL. de SYBR® Green
gPCR SuperMix UDG (Invitrogen), 400 nmol do par de iniciadores mapA (Invitrogen)
e 100 ng de DNA obtido a partir de culturas puras das linhagens empregadas neste
estudo (Tabela 01). As condicbes de reacdo foram 50 °C durante 2 minutos, 95 °C
durante 10 minutos e 40 repeti¢cdes de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto.
Em todas as reacdes de PCR, utilizou-se como controle positivo amostras de DNA de
C. jejuni (isolado Instituto Bioldgico) e como controle negativo agua ultrapura

esterilizada.

Como normalizador foram desenvolvidos iniciadores para o0 gene cytB de
Gallus gallus. Para tanto a sequéncia do gene foi obtida do GenBank (AF028795.1) e
exportada para o programa Primer Express v 3.3 (Applied Biosystems). Os iniciadores
cytB(F) 5’CCCGATTCTTCGCTTTACACTT 3 e cytB(R)
5’CGTGTAGGAAGGTGAGGTGGAT 3’ foram selecionados seguindo critérios

padronizados definidos pelo software.

O valor de Ct (threshold cycle) foi determinado usando o programa SDS
Detector (Applied Biosystems). A eficiéncia de amplificacdo (E) foi calculada a partir
da curva padrdo pela equagdo: E = (1051 _1) utilizando uma série de diluicdes do
DNA alvo (10 a 10°®). Apés o término da quantificacdo, para verificar a formacao de
dimeros de iniciadores, amplificacfes inespecificas, possiveis erros e contaminacdes,

realizou-se a curva de dissociacao.
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A molécula intercalante SYBR Green emite fluorescéncia que é determinada
ao final de cada ciclo da PCR. O “cycle treshold” (Ct) ¢ definido como o numero do
ciclo nos quais a reagédo inicia a sua fase exponencial de amplificacdo, cruzando o
“threshold” (limiar) que ¢ definido pela linha de inicio de sinais gerados. Em todas as
reacdes foi utilizado o corante ROX como referéncia passiva, o qual normaliza a

fluorescéncia presente no meio e a fluorescéncia do reporter.

Foi realizado um gel de eletroforese dos produtos amplificados na PCR em
tempo real visando confirmar a especificidade dos iniciadores para 0s genes mapA e

cytB.

2.4  Construcdo dos Padrdes de Calibragdo

Para construcdo dos padrdes de calibracdo da gPCR, o DNA foi preparado a
partir de 1x 10° UFC mL™ de C. jejuni pelo método de Flamm et al. (1984). A
quantificacdo do DNA foi feita por espectrofotometria (Nano Drop) e as amostras de
DNA diluidas serialmente de forma a se obter amostras com DNA variando entre 1 e
10° cépias do genoma da bactéria. A massa de uma copia do genoma bacteriano foi
determinada pela equago M = n x (1.799063,1 x 10% gbp™) com n como o niimero
total de pares de base (pb), que para Campylobacter foi considerado como sendo
1.641.481 bp (PARKHILL et al., 2000). O mesmo procedimento foi repetido com
amostras de DNA de G. gallus, cujo genoma apresenta 1,2 x 10° pares de base
(HILLIER et al., 2004).

Para construcdo da curva de calibracdo os valores de delta Ct [ACt = Ct (gene
alvo) - Ct (controle endogeno)] foram plotados em funcéo do logaritmo do nimero de
copias de cada padrao. A qualidade das curvas foi determinada pelos valores de R? e

indice de inclinacéo da reta.

2.5 Avaliacdo de Amostras Artificialmente Contaminadas

Amostras de frango compradas em supermercado locais da cidade de

Londrina, Parana foram analisadas quanto a presenca de Campylobacter jejuni. De
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cada carcaca foi retirada, assepticamente uma amostra de 10g de pele. As amostras
foram colocadas em sacos plasticos esterilizados, misturadas com 10 mL de caldo
Bolton e homogeneizadas em "Stomacher 400" (Seward, Worthing, Inglaterra) por 1
min. Aliquotas de 5 mL da &gua de rinsagem foram adicionadas a 45 mL de caldo
Bolton contendo suplemento seletivo (SR0208E, Oxoid), incubadas a 37 °C por 3 h, e
em seguida a 42 °C por 45 h em condi¢des de microaerofilia. Apds a incubacéo,
aliquotas de 0,1 mL de caldo de enriquecimento foram inoculadas em placas de Agar
Bolton contendo suplemento seletivo e as placas de cultura foram incubadas em
microaerofilia a 37 ° C por 48 h. A identificagdo presuntiva de Campylobacter spp. foi

baseada na morfologia da colbnia, coloracdo de Gram e teste de hidrolise do hipurato.

As amostras de pele de frangos negativas para Campylobacter foram
inoculadas com C. jejuni (isolado Instituto Bioldgico) para a obtencdo de células
viaveis totais em cerca de 1, 10 ou 50 UFC/10g de pele de frango. As andlises
microbiologicas das amostras de pele de frango inoculadas com C. jejuni foram

realizadas conforme descrito anteriormente para as peles de frango néo inoculadas.

2.6 Coleta e Preparodo das Amostras de Pele de Frango

Dez carcagas congeladas de frangos adquiridas de supermercados locais foram
examinadas. De cada carcaca foram retiradas, assepticamente trés amostras de 10g de
pele compostas de diferentes partes (cloaca, pescogo, peito e coxa). Cada amostra foi
subdividida em trés porcdes, acondicionada individualmente em saco plastico
esterilizado, para Stomacher, sendo uma porcdo analisada imediatamente apés
armazenagem, a segunda apés quatro (04) dias e a terceira ap6s oito (08) dias de

armazenamento.

2.7 Analise Molecular das Peles de Frango

Cada porcdo de 10 g de pele de frango foi misturada com 10 mL de caldo
Bolton (CMQ0983, Oxoid) e agitada em "Stomacher 400" por 1 min. Aliquotas de 1 mL

da agua de rinsagem foram retiradas para avaliacio em PCR em tempo real sem
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extracdo do DNA e aliquotas de 5 mL de agua de rinsagem foram adicionadas a 45 mL
de caldo Bolton contendo suplemento seletivo e incubadas a 37 °C por 3 h, e, em
seguida, 42 °C por 45 h sob condic¢des de microaerofilia. Apds 48 h de incubacdo, 2
mL de caldo de enriquecimento Bolton foram retirados. Uma aliquota de 1 mL foi
guardada para avaliacdo por PCR em tempo real sem extracdo do DNA e uma aliquota
de 1 mL foi utilizada para extracao de DNA conforme descrito acima e utilizada para
avaliacdo por PCR em tempo real. A analise microbiologica das amostras foi realizada

concomitantemente a analise molecular conforme descrito no item 2.5.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Iniciadores desenvolvidos a partir da sequencia do gene mapA de C. jejuni
foram escolhidos como alvo para a deteccdo de C. jejuni em amostras de pele de
frango. Semelhantemente, iniciadores desenvolvidos para o gene cytB de G. gallus
foram utilizados como normalizador em todas as reac6es de PCR em tempo real. O
gene normalizador foi utilizado com a finalidade de corrigir possiveis diferencas de
concentragdes de DNA empregada em cada reacdo, bem como variagdes decorrentes
da pipetagem manual dos reagentes. Para controle negativo dgua ultrapura esterilizada
foi utilizada em todas as reagdes e como controle positivo amostras de DNA de C.
jejuni (isolado Instituto Biologico). Com a amplificacéo das sequencias-alvo, os perfis
de fluorescéncia gerados com os iniciadores foram medidos pelos sistemas de PCR em
tempo real. Os resultados obtidos com os iniciadores para 0 gene mapA demonstram a
amplificacdo de um fragmento de DNA apenas para amostras de DNA de C. jejuni. Da
mesma forma, o par de iniciadores para 0 gene cytB de G. gallus permitiu

amplificacdo apenas a partir de amostras de DNA desta espécie.

Para avaliar a eficiéncia de amplificacdo do gene alvo (mapA) e do
normalizador (cytB) diluices seriadas do DNA de culturas puras de C. jejuni e de G.
gallus variando de 10 a 10° foram testadas. Curvas padrdes para as culturas puras
geradas pela plotagem dos valores de Ct contra os valores da diluicdo foram
construidas, sendo calculados a equacédo de regressao e o R-quadrado. As equacdes de
regressao obtidas estdo apresentadas na Figura 1 e apresentam boas condicbes de
amplificacdo e correlagdo positivas entre as variaveis. Os resultados indicaram que a
eficiéncia (E = (10™°'°® -1) foi de 99% para 0 gene alvo e 103% para o normalizador.
As curvas utilizadas para calcular os valores das eficiéncias podem ser observadas na

Figura 1.
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Figura 1 — Determinacéo da eficiéncia da PCR em tempo real para o gene alvo mapA e para 0 gene
normalizador cytB. As amostras do DNA gendémico de C. jejuni e G. gallus foram diluidas serialmente
6X e as diferentes diluicBes foram amplificas para o gene alvo e para o0 gene normalizador. Os valores
de Ct foram plotados em funcdo do logaritmo da diluigdo. O eixo y corresponde aos valores de Ct e o
eixo x log da dilui¢do. Gréafico A. Estimativa da eficiéncia do gene alvo mapA com slope = -3,307. B -
Estimativa da eficiéncia do gene normalizador com slope = -3,236.

A especificidade do par de iniciadores para o gene mapA de C. jejuni foi
testado usando SYBR Green, resultando em uma reacdo especifica para todas as
linhagens testadas de C. jejuni que foram detectadas por fluorescéncia quando usado a
PCR em tempo real. O mesmo fragmento ndo foi detectado quando empregadas
amostras de DNA de outras espécies, incluindo linhagens de C. coli, Salmonella
Enteritidis e Escherichia coli. Semelhantemente, quando o par de iniciador cytB foi
testado quanto a sua especificidade resultou em reagéo especifica para as amostras de
DNA gendmico de G. gallus. Também ndo foi detectado nenhum fragmento quando
amostra de DNA das bactérias testadas neste estudo foram empregadas nas reacdes de
PCR utilizando o iniciador cytB. Isto demonstra a alta especificidade dos pares de

iniciadores desenhados.

Durante a reacdo da PCR, aléem dos produtos de interesse, outros produtos de
PCR podem ser formados, especialmente dimeros de iniciadores. A especificidade do
par de iniciadores foi analisada pela curva de dissociacéo gerada apés a reacdo de PCR
em tempo real. O pico da curva para 0 gene mapA ocorreu na temperatura de
dissociagao de 76,3° C e para 0 gene cytB o pico da curva foi observado na
temperatura de 78,8° C, correspondendo a um unico fragmento para ambos os genes. A

analise das curvas de dissociacdo apos cada corrida de PCR em tempo real nédo
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revelaram outro pico, indicando que os iniciadores produziram apenas fragmentos

especificos de PCR.

As mesmas condi¢Oes de amplificacdo usadas para a PCR em tempo real, com
0 DNA de culturas puras, permitiu também a deteccéo e identificacdo de C. jejuni em
amostras de pele de frango, artificialmente e naturalmente contaminadas, com isolados

desta bactéria.

Resultados positivos em amostras de pele de frango artificialmente
contaminada com cerca de 1, 10 e 50 UFC de C. jejuni por 10 g de amostra utilizada
em ensaio de PCR em tempo real foram observados ap6s 48h de enriquecimento

guando o DNA foi extraido por fervura e usando 1% de Triton X-100.

Oliveira et al. (2005) também utilizando SYBR Green obteve resultados
positivos em amostras de pele de frango contaminadas com aproximadamente 1 e 10
UFC por 25g de amostras ap6s 24 h de enriquecimento. Em amostras contaminadas
com aproximadamente 50 UFC de C. jejuni por 25g de amostras o tempo necessario
para a obtencéo de resultados positivos foi de 12 h de enriquecimento, ressaltando que
todas as amostras do DNA bacteriano foram extraidas por fervura e usando 1% de
Triton X-100.

Para aumentar a sensibilidade de uma técnica de detec¢do, o enriquecimento é
usado normalmente para aumentar a concentracdo do patogeno alvo. No entanto, é
impossivel fazer uma estimativa da concentracdo inicial de patdgenos presentes em
amostras de alimentos ap6s o0 enriquecimento e a quantificacdo das células ndo podem
ser realizada (WANG et al., 2007).

As analises de contagem ap0s 48 h de enriquecimento seletivo nas amostras de
pele de frango congeladas apresentaram resultados positivos para 07 (sete) amostras
das 10 analisadas e a contagem de células viaveis de Campylobacter variou entre 5,2 x
10° UFC/mL a > 6,2 x 10° UFC/mL de caldo de enriquecimento (Tabela 2).
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Tabela 2 — Deteccédo de C. jejuni em amostras de pele de frango congeladas, apos 48
horas de enriquecimento das amostras.

Contagem de C. jejuni (UFC/mL)

Amostras Analise imediata Analise apés 4 dias Analise apds 8 dias

1 - - -

2 6 x10° 5,4 x 10° 5,2 x 10
3 1,3 x 10° 1,1 x 10° 1,0 x 10°
4 >6,1x 10* >5,5 x 10* 5,3 x 10°
5 - - -

6 >51 x 10° >4,9 x 10° 4.7 x 10*
7 >6,2 x 10° >1,2 x 10° >1,3x 10°
8 >5.3 x 10° 7.4 x 10* 7.2 x 10*
9 >3,9 x 10° 9,6 x 10* 7,3 x 10*
10 - - -

Produtos de PCR especificos foram observados em todas as amostras
analisadas através da técnica da PCR em tempo real, apos 48h de enriquecimento
seletivo quando o DNA foi extraido por fervura usando Triton X-100. Varios ensaios
de PCR em tempo real para detectar Campylobacter spp. em amostras de alimentos
foram relatados nos Gltimos anos. Sails et al. (2003) relataram a aplicacdo de ensaio
gPCR para deteccdo de C. jejuni em alimentos naturalmente contaminados. O ensaio
foi tdo sensivel quanto os métodos convencionais de cultivo e necessitou de
enriquecimento seletivo por 48 horas para a obtencdo de resultados positivos. Oliveira
et al. (2005) analisando amostras de pele de frango naturalmente contaminadas
isolaram Campylobacter e observaram produto de PCR especifica para C. jejuni ap6s

24 horas de enriquecimento seletivo.

Neste estudo foram necessarias 48 h de enriquecimento seletivo para a
deteccéo de C. jejuni nas amostras de pele de frango. Houve uma reducéo significativa
do tempo necessario para a deteccdo de Campylobacter quando comparados aos
métodos convencionais que necessitam de 5 dias para a obtencdo de resultados
presuntivos. Debretsion et al. (2007) avaliaram amostras de agua de rinsagem de
frango coletadas em trés plantas de processamento de aves, em diferentes estagios de

processamento. ApoOs a coleta, as amostras foram cultivadas pelos métodos
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convencionais, bem como tiveram seus DNAs extraidos e foram submetidos
diretamente a PCR em tempo real, sem enriquecimento. O limite de deteccdo para o

ensaio gPCR em tempo real foi de aproximadamente 10 equivalentes de genoma.

Verifica-se através da analise dos dados que a técnica de PCR em tempo real
foi muito mais sensivel na deteccédo de C. jejuni do que a contagem de células viaveis.
Botteldoorn et al. (2008) ao quantificarem Campylobacter spp. em carcagas de frango
na dgua de rinsagem por PCR em tempo real também detectaram maior quantidade de
copias de DNA do que celulas viaveis. A presenca de C. jejuni viaveis, mas néo
cultivaveis ou morta (THOLOZAN et al., 1999) pode ser a razdo para a subestimacao,
mas também a fragilidade e as dificuldades para enumerar C. jejuni pode ser a base

para as diferencas observadas.

Embora varios kits commerciais para purificacdo de DNA estejam disponiveis,
o custo dificulta o seu uso em laboratdrios de rotina, principalmente, em paises como o
Brasil. A extracdo de DNA por fervura utilizando Triton X-100, utilizado no presente
estudo, € uma alternativa para a reducdo de custos sem perda da eficiéncia, como ja
observado por outros autores (CHENG e GRIFFITHS, 2003; OLIVEIRA et al., 2005a;
OLIVEIRA et al., 2005b; ESPINEIRA et al., 2010).

A partir deste estudo, podemos concluir que a técnica de PCR em tempo real é
um metodo mais sensivel, especifico e rapido na deteccdo de Campylobacter em
alimentos, se comparado as técnicas convencionais de cultivo, porém é valido destacar
que a técnica apresenta limitagdes, uma vez que o método ndo distingue células vidveis

de células mortas.
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4 CONCLUSOES

) O ensaio PCR multiplex padronizado apresenta sensibilidade e especificidade
para detectar o género Campylobacter e diferenciar simultaneamente, C. jejuni e C.

coli em culturas puras.

. A PCR multiplex possibilita a deteccdo rapida e especifica do género
Campylobacter e, simultaneamente, C. jejuni e C. coli em amostras de carne de frango

artificialmente e naturalmente contaminadas, apds 48h de enriquecimento seletivo.

o O ensaio gPCR em tempo real permitiu a quantificacdo de C. jejuni em culturas
puras.
) A PCR em tempo real mostrou ser um método rapido, sensivel e especifico para

a deteccdo de C. jejuni em amostras de carne de frango artificialmente e naturalmente

contaminadas.

. A PCR multiplex e PCR em tempo real padronizadas demonstram serem
métodos mais rapidos, sensiveis e especificos na deteccdo de Campylobacter em
carcacas de frango apé6s 48 h de enriquecimento seletivo, quando comparado aos
métodos convencionais, que exige 5dias para um resultado negativo e 6-7 dias para

confirmar um resultado positivo.





