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1. INTRODUCAO

Campylobacter é um patégeno capaz de causar enterites em humanos em
todo o mundo. Apesar de muitos casos ndo serem diagnosticados, a enfermidade
afeta mais de 2 milhdes de pessoas por ano (CDC, 2010a). No Brasil, em estudo
realizado em Recife, LIMA et al. (1993) isolou Campylobacter de 12% de criancas
com diarreia. Uma em cada 100 pessoas com campilobacteriose desenvolve a
Sindrome de Guillain-Barré, na qual o sistema imune ataca parte do sistema nervoso
periférico causando paralisia muscular (FDA, 2009). A maioria dos casos de infeccdo
é originaria da ingestdo de carne de aves domésticas (MAGNUSSON et al., 2011) e
a principal espécie envolvida é C. jejuni, seguido de C. coli (CDC, 2010b).

Um dos principais fatores de patogenicidade responsavel pelos sintomas de
diarreia e cdélicas abdominais em humanos € a toxina citoletal distensiva (CDT). Esta
toxina é composta por subunidades proteicas codificadas pelos genes cdtA, cdtB e
cdtC e afeta as células epiteliais, causando distensdo e morte celular (YOUNG et al.,
2007).

Este trabalho teve como objetivo verificar a presenca de Campylobacter em
fezes de humanos e pesquisar a presenca dos genes cdtA, cdtB e cdtC nos
isolados.

2. MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 100 amostras de fezes de humanos coletadas de material
enviado a laboratdrios de analises clinicas para analise parasitoldgica na regiao sul
do estado do Rio Grande do Sul. As amostras foram coletadas com o uso de
zaragatoas estéreis e encaminhadas ao laborat6rio em meio de transporte Cary Blair
(Himedia, Mumbai, India) em caixas isotérmicas com gelo.

O material das zaragatoas foi semeado diretamente na superficie de agar
Columbia Blood Agar Base (Himedia, Mumbai, India), adicionado de 0,4% (m/v) de
carvao ativado, 5% (m/v) de suplemento FBP (GEORGE et al., 1978) e 1% (m/v) de
mistura de antibidticos para controlar o crescimento da microbiota acompanhante. A
incubacédo foi feita a 42°C por 48 horas em atmosfera de microaerofilia, gerada
através de uma modificacdo sugerida por FILGUEIRAS e HOFER (1989) da técnica
de passivacéo do cobre descrita por ATTEBERY e FINEGOLD (1970).

As colbnias caracteristicas foram analisadas pela coloracdo de Gram. Os
isolados com morfologia tipica de bastonetes delgados, em forma de S ou de asa de
gaivota foram testados para a presenca das enzimas catalase e oxidase. Estas
enzimas estao sempre presentes nas especies termofilicas, que sédo as causadoras
de processos entéricos em humanos. Quando, apds a incubacédo, ndo foram obtidas
culturas puras, as colonias foram raspadas da superficie do agar e, ap0s suspensao
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em solucdo salina a 0,85%, foram filtradas em filtro de 0,45 um (Sartorius Stedim
Biotech, Goettingen, Germany) e novamente cultivadas.

As culturas suspeitas de Campylobacter foram criopreservadas em meio
estoque (glicerol 25 mL, neopeptona 1 g, NaCl 0,5 g, 4gua destilada 75 mL). Os
isolados foram recuperados em agar Columbia a 42°C por 48 horas, em
microaerofilia, quando necessario.

A confirmacdo dos isolados suspeitos foi realizada através da técnica da
Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR). O DNA foi extraido com kit comercial
llustra Bacterial Genomic PREP Mini Spin (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK),
de acordo com as recomendacdes do fabricante, a partir de um pellet de colbnias
obtido diretamente das placas. O DNA foi analisado através da técnica multiplex
PCR para diferenciar entre as espécies C. jejuni e C. coli, de acordo com protocolo
descrito por HARMON et al. (1997). Foram utilizados dois pares de primers, o par |
(pg 3 e pg 50) amplifica um fragmento de 460 pb de uma regido altamente
conservada relacionada aos genes da flagelina, tanto para C. jejuni como para C.
coli. O par Il amplifica uma regido especifica somente presente em C. jejuni,
apresentando um fragmento del160 pb. Como controle positivo, foi utilizada a cepa
C. jejuni ATCC 33291 e a cepa C. coli CCAMP1003 cedida pelo setor de
Campylobacter do Instituto Oswaldo Cruz do Rio de Janeiro. Na analise das
amplificacdes, foi utilizada a técnica de eletroforese em gel de agarose a 1,5%. Para
visualizacdo das bandas foi utilizado GelRed (Uniscience, Sdo Paulo, Sdo Paulo,
Brasil), que se liga ao DNA da amostra e emite fluorescéncia na presencga de luz
ultravioleta.

A pesquisa de genes de viruléncia, feita apos a identificacdo das espécies, foi
realizada através da técnica de PCR multiplex, de acordo com MARTINEZ et al.
(2006). O tamanho das bandas esperadas foram de 422 pb, 531 pb e 339 pb para os
genes cdtA, cdtB e cdtC, respectivamente. Para andlise do produto amplificado foi
utilizada mesma técnica ja descrita anteriormente.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Campylobacter foi isolado de trés (3%) amostras de fezes de humanos. Um
isolado, de uma mulher de 31 anos, foi identificado como C. jejuni, positivo para a
presenca dos genes cdtA, cdtB e cdtC. Nao foi possivel identificar os outros dois
isolados devido a dificuldades de cultivo.

A maior incidéncia de campilobacteriose ocorre em criancas abaixo de 2 anos
de idade (JOFRE e ESPINOZA, 2008), porém, em nosso estudo as idades das
pessoas portadoras foram 1, 4 e 31 anos. Em estudo realizado por QUERTZ et al.
(2010) com criancas de 2 a 36 meses, foram isolados Campylobacter de 10,6% das
criancas que apresentaram diarreia e de 8,4% das criancas sem sintomatologia. Em
nosso estudo, duas das trés pessoas que albergavam Campylobacter tinham idade
inferior a 5 anos, entretanto a ocorréncia de C. jejuni em um adulto € indicativo da
importancia que individuos dessa faixa etaria podem ter na epidemiologia da
campilobacteriose.

Em Santa Catarina (SC), uma pesquisa mostrou que 6,2% da populacéo de
adultos pode ser portadora assintomatica de Campylobacter (TOSIN e MACHADO,
1995). Nos Estados Unidos, no periodo de 1996 a 1998, a incidéncia de
Campylobacter variou entre 21,4-25,2% (SAMUEL et al.,, 2004). A ocorréncia
encontrada em humanos no Brasil pode ser considerada baixa, quando comparada
a estudos desenvolvidos em outros paises. E possivel que os resultados observados
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no estudo realizado em SC e no presente trabalho se devam a sensibilidade das
cepas isoladas aos antibidticos utilizados nos meios de cultivo seletivo, ou ainda,
que a exposicdo a bactéria quando crianca possa fazer com que 0 organismo
produza anticorpos especificos contra Campylobacter, diminuindo assim a infeccao
em individuos adultos.

Mais de 80% das campilobacterioses alimentares sédo causadas por C. jejuni
(FDA, 2012), sendo a maioria capaz de produzir a toxina letal distensiva (CDT)
(MARTINEZ et al., 2006). Embora a capacidade da bactéria de provocar doenc¢a ndo
dependa da producao da toxina, o fato do C. jejuni isolado possuir os genes cdt
pode ser um agravante para patogenicidade da enfermidade.

4. CONCLUSOES

A ocorréncia de Campylobacter em fezes de humanos é baixa no sul do
Brasil. C. jejuni é a espécie predominante, sendo que a cepa isolada apresentou
potencial para producéo da toxina CDT.
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