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de carcacas de suinos abatidos em frigorificos
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RESUMO

Isolaram-se estirpes de Campylobacter spp. em amostras de carcagas (n=65), fezes (n=65) e linfonodos
mesentéricos (n=65) de suinos abatidos em frigorificos do estado de Sdo Paulo e detectaram, pela técnica
da Multiplex-PCR, a presenca do complexo de genes cdt, responsveis pela expressdo do fator de
viruléncia da toxina CDT. Do total de 195 amostras de origem suina, Campylobacter spp. foi isolado de
31 (15,9%), sendo 29 (93,6%) de amostras de suabe retal, 1/65 (3,2%) de suabe de carcaca e um (3,2%)
de linfonodo. Vinte e oito estirpes de C. coli foram positivas para a detec¢do dos genes cdt, e trés estirpes
de C. jejuni foram negativas para a deteccdo desses genes. Foi detectada, pela primeira vez no estado de
S&o Paulo, a presenca dos genes cdt em 100% das estirpes de Campylobacter coli provenientes de suinos
abatidos em frigorificos.
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ABSTRACT

The purposes of this study were to isolate and identify Campylobacter spp. strains from the carcasses
(n=65), feces (n=65) and mesenteric lymph nodes (n=65) of swine slaughtered in abattoirs in the State of
Sao Paulo and to detect the presence of the cdt gene complex — responsible for the expression of the
virulence factor cytolethal distensive toxin — in these Campylobacter spp. strains through Multiplex-PCR.
From 195 samples analyzed, Campylobacter spp. was isolated in 31 (15.9%): 29 (93,6%) samples of
rectal swab, 1 (3.2%) carcass swab and 1 (3.2%) lymph node sample. The 28 strains of isolated C. coli
were positive for CDT toxin genes and the three strains of isolated C. jejuni were negative for these
genes. It was also the first time that the cdt gene cluster was detected in strains isolated from swine in the
state of Sdo Paulo. These findings indicate swine as a potential spreading source of virulent strains of
Campylobacter coli, either for slaughterhouse staff or consumers of carcasses and sub products.
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INTRODUCAO

Os setores do agroneg6cio paulista que
apresentaram 0 maior  crescimento  nas
exportacdes em 2008, comparado ao ano de
2007, foram os de suinos e aves (49,7%, para
US$ 570 milhdes), segundo estudo do Instituto
de Economia Agricola (IEA-APTA), vinculado a
Secretaria de Agricultura e Abastecimento
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(Agéncia..., 2009). Na Europa, a producdo de
carne destaca-se como uma das maiores
atividades, sendo a carne suina (48,7%) o
principal tipo comercializado, seguida pela carne
de frango (23,6%) e pela bovina (23,3%). A
producéo de carne de ovinos, caprinos, equinos e
coelhos corresponde somente a um pequeno
percentual do total produzido (Mataragas et al.,
2008).
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Campylobacter  spp. coloniza o trato
gastrintestinal de varias espécies domésticas e
selvagens, principalmente aquelas destinadas ao
consumo humano (Malakauskas et al., 2005).
Campylobacter spp. € observado no trato
intestinal de suinos, sendo a espécie
Campylobacter coli a mais comumente isolada.
Carcacas de suinos sdo mais frequentemente
contaminadas por Campylobacter do que
carcacas de bovinos e ovinos. Entretanto, tem
sido relatadas taxas de contaminacgdo variando de
2,9% na Poldnia a 95% na Suécia (Nesbakken et
al., 2003).

No Brasil, C. coli e C. jejuni e, com menor
frequéncia, C. fetus subsp. fetus tém sido
isolados de carcacas e fezes de suinos
aparentemente sadios abatidos em abatedouros,
como também de animais com sintomas clinicos
de distarbios entéricos manifestados sob forma
de diarreia (Scarcelli et al., 1991, 1998; Campos,
2007; Gabriel et al., 2010). No pais, ainda sdo
poucos os relatos de surtos em humanos, e a
campilobacteriose intestinal permanece pouco
descrita, ou seja, subnotificada (Scarcelli et al.,
2005; Calil et al., 2008). Segundo dados da
Secretaria de Vigilancia em Salde (SVS), entre
1999 e 2008 foram notificados no territério
nacional 6062 surtos de doengas transmissiveis
por alimentos (DTA), sendo o Campylobacter
spp. classificado entre o0s agentes menos
frequentes e responsabilizado por apenas quatro
surtos (Brasil, 2008).

A campilobacteriose é uma zoonose de
distribuicdo mundial, em que o género
Campylobacter esta amplamente distribuido na
natureza, pois ja foi isolado de diversas espécies
domésticas e silvestres, assim como no homem
(Altekruse, 1998; Scarcelli et al., 1998, 2005).
Atribui-se a transmissdo para o ser humano ao
contato direto com animais portadores, ao
consumo de &gua e alimentos de origem animal e
vegetal contaminados, carnes de aves, suinos ou
bovinos malprocessadas, e a ingestao de leite ndo
pasteurizado (Kumar et al., 2001; Saito et al.,
2005; Scarcelli et al., 2005; Peyrat et al., 2008).

Um dos principais fatores de viruléncia
relacionados a patogénese do Campylobacter
spp. (C. coli, C. fetus, C. jejuni e C. lari) em
infecgdes animais e humanas é denominado
toxina citoletal distensiva (CDT), codificada
pelos genes adjacentes cdt A, cdt B e cdt C
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(Martinez et al.,, 2006). A toxina interfere na
divisdo e diferenciacdo das células das criptas
intestinais, levando ao desenvolvimento da
diarreia (Park, 2002). A proteina produzida pelo
gene cdtB (CdtB) potencializa o blogueio do
ciclo celular, e as proteinas dos genes cdtA e
cdtC funcionam como subunidades diméricas,
que transportam a proteina do CdtB e a
interiorizam na célula hospedeira (Martinez et
al., 2006; Asakura et al., 2008).

O presente trabalho teve por objetivos: isolar e
identificar, por métodos fenotipicos e
genotipicos, estirpes de Campylobacter spp. de
amostras de carcacas, fezes e linfonodos
mesentéricos de suinos abatidos em dois
frigorificos localizados no estado de Séo Paulo,
bem como detectar pela primeira vez nestes
suinos, pela técnica da Multiplex-PCR, estirpes
de Campylobacter spp. portadoras do complexo
de genes cdt responsavel pela expressao do fator
de viruléncia da toxina citoletal distensiva
(CDT).

MATERIAL E METODOS

Foram colhidas, entre 2008 e 2009, 195 amostras
originarias de suinos abatidos em dois
frigorificos localizados no estado de S&o Paulo: o
primeiro denominado abatedouro A, com Servigo
de Inspecdo Federal, e 0 sequndo abatedouro B,
com Servigo de Inspe¢do Estadual, ambos com
capacidade de abate/dia de mais de 300 animais.
Do abatedouro A, foram colhidas 45 amostras, e
do abatedouro B 135 amostras.

As amostras consistiam de 65 suabes de carcacas
— esfregaco das regides dorsal e lateral do lado
interno da carcaga —, 65 suabes retais e 65
linfonodos mesentéricos. Os suabes de carcagas e
retais foram introduzidos em tubos contendo
3mL de meio Brain Heart Infusion (BHI —
Difco), e os linfonodos em sacos plasticos
estéreis (Nasco). Todas as amostras foram
transportadas até o laboratério em caixas
isotérmicas, com gelo reciclavel, a temperatura
de até 8°C. As amostras foram submetidas ao
procedimento bacteriolégico para isolamento e
identificacdo bioquimica de Campylobacter spp.,
segundo Scarcelli et al. (1998) e World
Organisation for Animal Health OIE (2008).
A susceptibilidade aos antibidticos, &cido
nalidixico e cefalotina, seguiram a metodologia

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.64, n.5, p.1209-1215, 2012



Deteccdo de fatores de viruléncia...

de difusdo com discos, National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2003).

Das estirpes de Campylobacter spp. extraiu-se o
DNA por meio do kit comercial llustra Bacterial
Genomic PREP Mini Spin (GE Healthcare),
segundo especificacbes do fabricante. Visando
confirmar pela PCR a triagem inicial realizada
pelas provas bioquimicas, foi pesquisada a
presenca do gene hip relacionada ao C. jejuni,
codificante da enzima hipuricase, que
corresponde a um fragmento de 735 pb, cujos
oligonucleotideos iniciadores empregados foram:
HIP400F 5°-GAA GAG GGT TTG GGT GGT
G-3’ ¢ HIP1134R 5°-AGC TAG CTT CGC ATA
ATA ACT TG-3’ (Invitrogen). Para as amostras
de C. coli, foi pesquisado o gene da
aspartoquinase, que corresponde a um fragmento
de 500 pb, cujos oligonucleotideos iniciadores
empregados foram: CC18F 5-GGT ATG ATT
TCT ACA AAG CGA G-3' e CC519R 5-ATA
AAA GAC TAT CGT CGC GTG-3' (Invitrogen)

(Linton et al., 1997). Como controles
positivos foram utilizadas estirpes padrdo de
Campylobacter  jejuni  ATCC 33291 e
Campylobacter coli CDC A3315.

A anélise dos produtos amplificados foi realizada
por eletroforese em gel de agarose (Invitrogen) a
2,0%. Os géis foram corados por brometo de
etideo (0,5ug/mL) (Invitrogen) e posteriormente
fotografados sob luz ultravioleta (300-320nm)
pelo sistema de fotodocumentacdo, Céamera
Kodak Digital DC/120 Zoom, e analisados com o
software 1D Image Analysis (Kodak Digital
Science).

O DNA das estirpes de C. jejuni e C. coli
extraido anteriormente foi submetido a técnica da
Multiplex-PCR com primers (Invitrogen) e
metodologia descritos por Asakura et al. (2008)
para deteccdo dos genes cdtA , cdtB e cdtC
(Tab. 1).

Tabela 1. Sequéncia nucleotidica dos primers para Campylobacter jejuni e Campylobacter coli, descritos

por Asakura et al. (2008).

Primer Sequéncia Pares de bases
cdtA

CjspAU2 5’-AGGACTTGAACCTACTTTTC-3’ C. jejuni 631
CjspAR2 5’-AGGTGGAGTAGTTAAAAACC-3’

CcspAUL 5’-ATTGCCAAGGCTAAAATCTC-3>  C.coli 329
CcspAR1L 5’-GATAAAGTCTCCAAAACTGC-3’

cdtB

CjSPBUS 5-ATCTTTTAACCTTGCTTTTGC-3’ C. jejuni 714
CjSPBR6 5’-GCAAGCATTAAAATCGCAGC-3’

CcSPBUS S>-TTTAATGTATTATTTGCCGC-3’ C. coli 413
CcSPBR5 5’-TCATTGCCTATGCGTATG-3’

cdtC

CjspCUl 5’-TTTAGCCTTTGCAACTCCTA-3’ C. jejuni 524
CjspCR2 5’-AAGGGGTAGCAGCTGTTAA-3’

CcspCU1 5’-TAGGGATATGCACGCAAAAG-3> C.coli 313
CcspCR1 5’-GCTTAATACAGTTACGATAG-3’

A andlise do produto amplificado para os
Multiplex de C. jejuni e C. coli seguiu 0s
mesmos procedimentos empregados para 0s
genes hip e da aspartoquinase.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Campylobacter spp. foi isolado de 31 (15,9%)
amostras, sendo 29 (93,6%) de amostras de
suabe retal, um (3,2%) de suabe de carcaga e um
(3,2%) de linfonodo. (Tab. 2). Das amostras de
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suabe retal, 26/29 (89,6%) foram positivas para
Campylobacter coli e 3/29 (10,4%) para C.
jejuni. Nas amostras de suabe de carcaca e de
linfonodo, foi isolada somente a espécie
Campylobacter coli.

Todas as 31 estirpes de Campylobacter spp.
isoladas e identificadas bioquimicamente foram
confirmadas como Campylobacter jejuni ou
Campylobacter coli pela pesquisa dos genes da
hipuricase e da aspartoquinase, respectivamente,
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amplificando fragmentos de 735 pb e 500 pb na Em 26 estirpes originarias do reto, da carcaca e
PCR (Tab. 2). As 28 estirpes de Campylobacter do linfonodo, foi possivel detectar os trés genes
coli identificadas foram positivas para a deteccéo simultaneamente (cdtA, cdtB e cdtC), e em duas
dos genes da toxina CDT, sendo que no estirpes (R53 e R56) provenientes de suabe retal
abatedouro A foram isoladas 9/45 (20%) apenas 0s genes cdtA e cdtC (Fig. 1 e 2). As trés
amostras que continham estirpes portadoras dos estirpes de C. jejuni isoladas de suabe retal foram
genes da toxina, e no abatedouro B 19/135 negativas para a deteccdo dos trés genes, ou seja,
(14,1%) estirpes positivas. ndo possuem 0S genes responsaveis pela
producéo da toxina CDT.

M C38 L5 R2 R3 R8 RY9 R10 R11 R12 R13 + -

=
k
cdtB 413 pb -
cdtA 329 pb —

Figura 1. Resultados obtidos pela amplificacdo por Multiplex-PCR para deteccdo dos genes da toxina
CDT (cdtA e cdtB) de estirpes de Campylobacter coli. M: marcador de peso molecular (100bp Ladder —
Invitrogen); C38, L55, R2, R3, R8, R9, R10, R11, R13: estirpes de Campylobacter coli.; + controle
positivo (C. coli CDC A3315); - controle negativo.

M R38 R45 R46 R47 R49 R53 R55 R58 R59 R56 + -

cdtB 413 pb
cdtC 313 pb

Figura 2. Resultados obtidos pela amplificacdo por Multiplex-PCR para detec¢do dos genes da toxina
CDT (cdtB e cdtC) de estirpes de Campylobacter coli. M: marcador de peso molecular (100bp Ladder —
Invitrogen); R38, R45, R46, R47, R49, R53, R55, R58, R59, R56: estirpes de Campylobacter coli.; +
controle positivo (C. coli CDC A3315); - controle negativo.
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Tabela 2. Classificacdo das estirpes isoladas de Campylobacter spp. quanto a origem, identificacéo,
deteccdo dos genes do complexo cdt e susceptibilidade aos antibidticos

Perfil de susceptibilidade

D?jr;og;;ir:;%ao O;:ggg:rga Espécie identificada fgg: fg:Be Sgtn(? aos antibidticos
A. Nal. Cef.
R2 Suabe retal Campylobacter coli + + + R R
R3 Suabe retal Campylobacter coli + + + R R
R8 Suabe retal Campylobacter coli + + + R R
R9 Suabe retal Campylobacter coli + + + R R
R10 Suabe retal Campylobacter coli + + + R R
R11 Suabe retal Campylobacter coli + + + R R
R12 Suabe retal Campylobacter coli + + + R R
R13 Suabe retal Campylobacter coli + + + R R
R15 Suabe retal Campylobacter coli + + + R R
R19 Suabe retal Campylobacter jejuni - - - S R
R21 Suabe retal Campylobacter jejuni - - - S R
R25 Suabe retal Campylobacter jejuni - - - S R
R31 Suabe retal Campylobacter coli + + + S R
R32 Suabe retal Campylobacter coli + + + S R
R33 Suabe retal Campylobacter coli + + + R R
R37 Suabe retal Campylobacter coli + + + S R
R38 Suabe retal Campylobacter coli + + + S R
R45 Suabe retal Campylobacter coli + + + S R
R46 Suabe retal Campylobacter coli + + + S R
R47 Suabe retal Campylobacter coli + + + S R
R49 Suabe retal Campylobacter coli + + + S R
R53 Suabe retal Campylobacter coli + - + R R
R55 Suabe retal Campylobacter coli + + + S R
R56 Suabe retal Campylobacter coli + - + R R
R58 Suabe retal Campylobacter coli + + + S R
R59 Suabe retal Campylobacter coli + + + S R
R61 Suabe retal Campylobacter coli + + + S R
R63 Suabe retal Campylobacter coli + + + R R
R65 Suabe retal Campylobacter coli + + + S R
C38 Suabe de carcaga Campylobacter coli + + + S R
L55 Linfonodo Campylobacter coli + + + S R
ATCC 33291 (controle) Campylobacter jejuni + + + S R
CDC A3315 (controle) Campylobacter coli + + + S R

Positivo (+); negativo (-); R (suabe retal); C (suabe de carcaga); L (linfonodo mesentérico);

A. Nal. (&cido nalidixico); Cef. (cefalotina)

Para a plena atividade da toxina, é necessaria a
presenca dos trés genes simultaneamente
(Asakura et al., 2007); ou seja, no presente
estudo, as estirpes de C. coli com auséncia do
gene cdtB, provavelmente, ndo possuem a
atividade da toxina CDT. Asakura et al. (2007)
sugeriram que mutacGes nos genes cdt, como
delecdo, insercdo  ou  substituicdo  de
nucleotideos, podem afetar a atividade da toxina.

As bactérias da familia Campylobacteraceae, por
sua natureza microaerofila, ndo sdo normalmente
pesquisadas nos laboratérios de rotina, o que
agrega mais um fator limitante para seu
isolamento e estudo da epidemiologia de
diferentes espécies e subtipos do género
Campylobacter (Giacoboni et al., 2005; Gillespie
et al., 2007; Scarcelli et al., 2009).

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.64, n.5, p.1209-1215, 2012

Segundo trabalhos publicados no Brasil e em
outros paises, frangos de corte e suinos sdo as
mais importantes fontes de infeccdo de
Campylobacter spp. para 0 homem, destacando-
se a espécie suina para o C. coli e os frangos de
corte para o C. jejuni (Lander, 1985; Scarcelli et
al., 1998; Gillespie et al., 2002; Calil et al.,
2008; Scarcelli et al., 2009), como observado no
presente estudo, em que prevaleceu a espécie
C. coli em 28/31 estirpes isoladas de
Campylobacter spp. (90,3%) em relagdo ao C.
jejuni (9,7% - 3/31).

Segundo  Malakauskas et al.  (2005),
diferentemente dos frangos de corte, as carcagas
de suinos ndo séo frequentemente contaminadas,
com indices variando entre 2,9% e 10,3%, dado
semelhante ao observado no presente estudo, em
que 1/65 (1,5%) das carcacas de suinos foi
positiva para C. coli.
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Durante o resfriamento e a secagem da carcaca
de suinos, ocorre drastica diminui¢do do nimero
de células viaveis de Campylobacter spp., 0 que
ndo se verifica na carcaca de frango. Isto poderia
ser explicado pelo fato de o processo de
resfriamento de carcaca de frango ser mais
rapido, cerca de uma hora contra até 24 horas em
suinos. Além disso, deve ser considerada a
diferenca de textura da pele de frango, a qual
apresenta poros que impedem a secagem total;
enquanto a de suinos, sendo lisa, fornece menor
protecdo a dessecacdo (Lander, 1995). No
entanto, a frequéncia de positividade de amostras
nas fezes de suinos pode ser mais elevada do que
nas fezes de frangos (Scarcelli et al., 1998).

O papel da espécie suina como potencial
transmissora das campilobacterioses intestinais
também estd relacionado a hébitos alimentares
regionais, em que se pratica a ingestdo de
embutidos suinos fabricados com intestinos
submetidos a salga; ou ainda de carne suina crua
ou malcozida (Lander, 1995; Scarcelli et al.,
1998).

No presente estudo, verificou-se que 13/28
(21,5%) estirpes de C. coli apresentaram
resisténcia ao 4acido nalidixico (Tab. 2), em
especial todas as isoladas do abatedouro A e
quatro do abatedouro B, demonstrando que 0 uso
de antibioticos nestes animais, seja como uso
terapéutico ou na ragcdo como probidtico, pode
interferir na selecdo de estirpes resistentes e,
portanto, alterar o padrdo de antibiograma
utilizado usualmente na classificacdo das
espécies de Campylobacter.

Resultados semelhantes foram relatados por
Campos (2007), o qual observou que 19,16%
(23/120) das estirpes de C. coli isoladas de fezes
de carcagas de abatedouros do estado de S&o
Paulo também apresentaram resisténcia ao acido
nalidixico.

Estes achados reforcam a importancia da
confirmagdo genotipica das espécies, sendo de
grande relevancia a confirmacdo da espécie C.
coli pelo gene da aspartoquinase e da espécie C.
jejuni pelo gene da hipuricase, 0 que auxilia
na diferenciacdo definitiva destas estirpes
resistentes ao 4cido nalidixico da espécie
Campylobacter lari, que é normalmente
resistente a cefalotina e ao &cido nalidixico.
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Pela técnica de Multiplex-PCR foi detectada,
pela primeira vez no estado de S&o Paulo, a
presenca do complexo de genes cdt em 100% das
estirpes de Campylobacter coli provenientes
de suinos abatidos em frigorificos. Tal fato
configura os suinos como uma fonte potencial
de disseminagdo de estirpes virulentas de
Campylobacter coli, tanto para os trabalhadores
dos frigorificos como para os consumidores das
carcacas e subprodutos.
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