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RESUMO

Doenca bacteriana zoonoética, a campilobacteriose ¢ responsavel mundialmente por frequentes casos de
gastroenterite humana. Campylobacter spp. apresenta fator de viruléncia associado a diarreia,
denominado toxina citoletal distensiva (CDT), sendo codificado pelos genes do complexo cdt. Os
objetivos do presente estudo foram: 1) isolar e identificar estirpes de Campylobacter spp. de 102 suabes
de carcagas e 102 suabes retais de ovinos (Ovis aries) e de sete amostras de agua dos efluentes, antes e
depois do tratamento de desinfec¢do de abatedouro localizado no estado de Sdo Paulo; e 2) detectar, pela
técnica de multiplex-PCR, a presenca do complexo de genes cdt. Foram isoladas e identificadas, por
métodos fenotipicos e genotipicos, sete estirpes de Campylobacter coli provenientes de 4/102 (3,92%)
das amostras de suabes retais, 1/102 (0,98%) de suabes de carcacgas e 2/7 (28,5%) das aguas dos efluentes.
Dos isolados de suabes retais, em 2/7 (28,6%) estirpes foi detectada a presenga dos genes cdt. Trata-se do
primeiro relato de isolamento de estirpes de Campylobacter coli provenientes de abatedouro de ovinos e
das estirpes portadoras do complexo de genes cdt nessa espécie animal no Brasil.

Palavras-chave: ovinos, Campylobacter coli, abatedouro, complexo cdt, efluentes
ABSTRACT

A zoonosis and bacterial disease, campylobacteriosis is responsible for frequent cases of human
gastroenteritis worldwide. Campylobacter spp. presents the virulence factor called cytolethal distensive
toxine (CDT), responsible for diarrhea and codified by the cdt gene. The aims of this study were: 1) to
isolate and identify Campylobacter spp. strains from 102 carcass swabs and 102 rectal swabs of sheep
(Ovis aries) and seven samples of wastewater, before and after the disinfection treatment, collected from
the abattoir of the state of S&o Paulo; and 2) to detect the presence of cdt gene complex by Multiplex-
PCR in strains of Campylobacter spp. Seven strains of Campylobacter coli were isolated and identified
by phenotypic and genotypic methods: 4/102 (3.92%) from rectal swabs, 1/102 (0.98%) from carcass
swabs and 2/7 (28.5%) from wastewater. From the rectal swab samples 2/7 (28.6%) strains were detected
with the cdt gene. This is the first report on the isolation of Campylobacter coli from sheep abattoir, and
of strains carrying the cdt gene complex in this animal species in Brazil.

Keywords: sheep, Campylobacter coli, abattoir, cdt complex, wastewater

INTRODUCAO Nordeste e Sul do Brasil, com representatividade
também nas regides Sudeste, Centro-Oeste e
O rebanho brasileiro de ovinos ¢ de Norte do pais.
aproximadamente 17,6 milhdes (IBGE, 2011)
concentrados em maiores numeros nas regides O estimulo para a maior produgdo de ovinos de

corte resultou no aumento do niimero de animais
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abatidos. Apesar do crescimento na produgdo
desse tipo de carne nos ultimos anos, o Brasil
ainda realiza importagdes, principalmente de
paises como Uruguai, Argentina e Nova
Zelandia, para abastecer o mercado consumidor,
visto que a oferta constante de carne ovina de
alta qualidade ¢ de cortes padronizados ainda ¢
insuficiente  (Viana, 2008). Atualmente a
caprino-ovinocultura de corte brasileira vem
enfrentando grandes desafios, que culminam em
sua  estagnagdo, sendo a  abrangente
informalidade, desde a criagdo animal até o
momento do abate, uma notoria realidade nessa
cadeia produtiva (Melo et al., 2008; Simplicio,
2011).

Espécies do género Campylobacter spp. podem
ser hospedeiras do trato gastrointestinal de
ovinos, principalmente Campylobacter jejuni, C.
coli e C. fetus subsp. fetus (OIE, 2012). Entre os
alimentos de origem animal, as carcacas e as
visceras tém sido motivo de alerta, devido a
possivel ocorréncia de contaminagdo com as
fezes durante as operagdoes da linha de abate,
sendo uma via potencial de transmissdo desse
patdgeno de origem alimentar para os humanos.
Nos abatedouros, observa-se uma oscilagdo da
contaminagdo das carcacas em relagdo aos
processos  convencionais de  evisceracdo,
dependendo da planta de processamento
industrial. Ha escassez de pesquisas sobre a
ocorréncia de Campylobacter spp. em ovinos,
tanto como agente causador de abortamentos
como contaminante das fezes e,
consequentemente, das carcagas destinadas ao
abate (Alterkruse et al., 1999; Horrocks et al.,
2009).

A toxina mais estudada produzida por estirpes de
C. coli, C. jejuni e C. fetus subsp. fetus
denomina-se toxina citoletal distensiva (CDT),
codificada pelo complexo de genes cdt, que
consiste de trés genes adjacentes denominados
cdtA, cdtB e cdtC. Esse fator de viruléncia é
responsavel pela alteracdo morfologica das
células  intestinais, produzindo distensdo
progressiva e posterior morte celular, devido ao
acimulo  intracelular de  3’5'-adenosina-
monofosfato-ciclico (AMPc¢) (Martinez et al.,
2006; Asakura et al., 2008). De acordo com
Asakura et al. (2007), a presencga dos trés genes é
requerida para a indug@o da plena atividade da
toxina. Martinez et al. (2006) relatam que
estirpes de Campylobacter spp. podem sofrer
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mutagdes nas regides do gene cdt e
consequentemente comprometer a expressido da
atividade toxigénica. Diferentemente de outras
toxinas produzidas por bactérias entéricas, a
CDT ¢ inativada quando submetida a
temperatura de 70°C por 15 minutos ou pela
tripsina (Forsythe, 2002).

O presente trabalho teve como objetivos: 1)
isolar e identificar por métodos fenotipicos e
genotipicos estirpes de Campylobacter spp. de
amostras de carcagas e fezes de ovinos, assim
como da agua de efluentes de abatedouro
localizado no estado de Sao Paulo; 2) detectar
nas estirpes de Campylobacter spp., pela técnica
da multiplex-PCR, a presenca do complexo de
genes cdt, responsavel pela expressdo do fator de
viruléncia da produgdo da toxina citoletal
distensiva (CDT).

MATERIAL E METODOS

Entre 2010 e 2012, foram colhidas 204 amostras
originarias de ovinos (Ovis aries), sendo 102
suabes de carcagas e 102 suabes retais. Os ovinos
foram abatidos em abatedouro localizado no
estado de Sdo Paulo, sob fiscalizagdo do Servigo
de Inspegdo Estadual (Servigo de Inspegdo do
Estado de Sdo Paulo — SISP), com capacidade de
abate/dia de cerca de 300 animais. Nesse
estabelecimento, também eram abatidos bovinos
e suinos, separadamente.

Foram colhidas sete amostras da agua dos
efluentes, sendo quatro das aguas colhidas antes
do tratamento de desinfec¢do do abatedouro e
trés apos o tratamento, nos dias de abate dos
ovinos.

As amostras foram obtidas por meio de
esfregacos da regido dorsal e lateral do lado
interno  da  carcaga, atingindo todo o
comprimento do animal, pds-evisceragdo e antes
do processo de lavagem e acondicionamento em
camara fria. Apds a colheita, os suabes de
carcacas foram introduzidos em tubos contendo
SmL de meio infusdo cérebro coragdo (BHI,
Difco-BBL - USA). Utilizou-se o meio Cary
Blair (Difco-BBL - USA) para o transporte da
amostra retal, colhida antes da evisceragdo.
Sendo o Cary Blair um meio de transporte
semissolido, as fezes contidas nos suabes retais
foram suspensas em SmL de meio BHI (Difco-
BBL - USA). As amostras de dgua dos efluentes
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antes e depois do tratamento de desinfecgdo
foram colhidas em frascos estéreis (coletor
universal) de 80 mL. Todas as amostras foram
transportadas em caixas isotérmicas, com gelo
reciclavel, a temperatura de 2°C a 8°C, e
processadas no mesmo dia da colheita.

As amostras de carcagas e reto foram submetidas
ao procedimento bacterioldgico para isolamento
e identificacdo bioquimica de Campylobacter
spp.: 100uL das suspensdes em meio BHI
(Difco-BBL - USA) dos suabes retais e de
carcagas foram aplicados em meio agar Brucella
(Difco-BBL - USA), adicionado de 5% de
sangue desfibrinado de carneiro e suplemento
antibidtico (Laborclin - Brasil) seletivo para
Campylobacter spp., composto por polimixina B
(1.000UI/L), cicloheximida (20mg/L),
novobiocina (5mg/L) e bacitracina (15.000UI/L).
Em sequéncia, 2mL de cada suspensdo foram
filtrados em membrana de éster de celulose
(Millipore - Franga), com poros de 0,65uM,
utilizando-se suporte plastico (swinex - Millipore
- Franga) e seringas estéreis, sendo 100uL desse
filtrado aplicados em meio agar Brucella sangue.
As placas foram incubadas por 48-72 horas, em
estufa de microaerofilia (5% CO,, 10% O,), a
37°C (Castro et al, 1997; Scarcelli et al.,1998;
OIE, 2012).

Apdés o periodo de incubagdo, as colonias
suspeitas foram classificadas por meio de
métodos  presuntivos para o  género
Campylobacter (coloracdo de Gram, observagio
de mobilidade em microscopio de campo escuro
e teste de oxidase), e a identificacdo
complementar espécie-especifica foi realizada
pelas provas bioquimicas: catalase, formacao de
H,S em meio de triplice agucar ferro (TSI),
hidrélise do hipurato, sensibilidade ao &cido
nalidixico (30ug) e a cefalotina (30ng) (OIE,
2012).

As amostras de agua dos efluentes antes e depois
do tratamento de desinfecgdo foram submetidas a
duas centrifugagdes sucessivas. Oitenta mililitros
foram centrifugados a 3.000 X g (Super T21-
Sorval - USA) por 15 minutos, visando a
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decantagdo de grandes particulas em suspensao,
e trés mililitros do sobrenadante foram
centrifugados a 14.000 X g (5415C-Eppendorff -
Alemanha) por 15 minutos, objetivando a
concentragdo das células bacterianas. Dois
mililitros do sobrenadante mais o sedimento de
cada amostra de agua foram submetidos ao
procedimento bacteriologico para isolamento de
Campylobacter spp., como descrito
anteriormente (Castro et al., 1997; OIE, 2012).

Para os testes genotipicos, as estirpes de
Campylobacter spp. isoladas tiveram seu DNA
extraido pelo kit comercial Ilustra Bacterial
Genomic PREP Mini Spin (GE Healthcare-
USA), segundo especificagdes do fabricante. O
DNA obtido foi conservado a temperatura de -
20°C. Visando confirmar a positividade das
estirpes identificadas presuntivamente pelas
provas bioquimicas, foi pesquisada a presenga do
gene género- especifico para deteccdo de
Campylobacter spp. O DNA extraido foi
submetido a amplificagdo por meio da PCR,
utilizando-se oligonucleotideos iniciadores da
regido 16S rRNA, que corresponde a um
fragmento de 1004pb, segundo Marshall et al.
(1999). Os iniciadores empregados foram: CAH
16S 1a 5-AAT ACA TGC AAG TCG AAC GA-
3’ e CAH 16S 1b S’TTA ACC CAA CAT CTC
ACG AC-3’ (Tab. 1).

Com o objetivo de também confirmar pela PCR a
triagem  inicial realizada pelas  provas
bioquimicas complementares para
Campylobacter coli, foi pesquisada a presenga
do gene codificante da enzima aspartoquinase,
utilizando-se os nucleotideos iniciadores que
correspondem a um fragmento de 500pb,
segundo Linton et al. (1997): CC18F 5'-GGT
ATG ATT TCT ACA AAG CGA G-3' e
CC519R 5'-ATA AAA GAC TAT CGT CGC
GTG-3' (Tab. 1).

O DNA das estirpes de Campylobacter coli
isoladas foi submetido a técnica da multiplex-
PCR (Tab. 1), com iniciadores (Tab. 2) e
metodologia descritos por Asakura et al. (2008)
para deteccdo dos genes cdtA , cdtB e cdtC.
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Tabela 1. Descri¢ao das condi¢des das reagdoes de PCR convencional empregadas

Alvo - PCR Reacdo Termociclador/ Ciclos
controles
Campylobacter spp.  Volume final de reacdo de 50pL: PT 200 (MJ Research-USA)/  95°C-2 min

16S rRNA tampdo PCR 10 X (500mM de KCIl, Campylobacter coli ATCC 30x
15mM de Mg Clp, 100mM de TRIS- 47478. 94°C-30 s
HCI, pH 9,0); 1,5mM de Mg Clp; 52°C-30s
200mM de dNTPs (200mM de cada 72°C-90s
nucleotideo dCTP, dATP, dGTP, 72°C-10 min
dTTP); 50pmol de cada iniciador 4°C- o0

(CAH 168 la e CAH 16S 1b); 2,5U de
Tag DNA polimerase (Invitrogen-
USA) e 10uL do DNA extraido

Campylobacter coli Volume final de reagdo de 50uL: 95°C-5 min
aspartoquinase tampdo PCR 10 X (500mM de KCI, 25x
15mM de MgClp, 100mM de TRIS- 94°C-1 min
HCI, pH 9,0); 2,5mM de MgClp; 60°C-1 min
200mM de dNTPs (200 mM de cada 72°C-1 min
nucleotideo dCTP, dATP, dGTP, 72°C-10 min
dTTP); 40pmol de cada iniciador 4°C- 0

(CCI8F e CCSI9R); 2,5U de Taq
DNA polimerase (Invitrogen-USA) e

10uL do DNA extraido
Multiplex-PCR Volume final de reacdo de SOpL: 94°C-5 min
cdtA , cdtB e cdtC tampdo PCR 10 X (500mM de KCI, 30 x
15mM de Mg Cl2, 100mM de TRIS- 94°C-30's
HCI, pH 9,0); 1,5mM de Mg Clp; 55°C-30s
200mM de dNTPs (200mM de cada 72°C-30's
nucleotideo  dCTP, dATP, dGTP, 72°C-10min
dTTP); 20pmol de cada primer 4°C- o

(CcspAUL, CcspAR1, CcSPBUS,
CcSPBR5, CcspCU1 e CcspCR1);
1,0U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen-USA) e 10 uL do DNA
extraido

Tabela 2. Sequéncia dos iniciadores do complexo de genes cdt para Campylobacter coli, descritos por
Asakura et al. (2008)

Espécie
de Primers Sequéncia Pares
Campylobacter de
bBases
CespAUL 5"-ATTGCCAAGGCTAAAATCTC-3"
CcspAR1 5'-GATAAAGTCTCCAAAACTGC-3"
CcdtA 329
CcSPBUS 5"-TTTAATGTATTATTTGCCGC-3"
Campylobacter coli CcSPBRS5 5'-TCATTGCCTATGCGTATG-3"
cdtB 413
CespCU1 5-TAGGGATATGCACGCAAAAG-3’
CespCR1 5-GCTTAATACAGTTACGATAG-3"
cdtC 313

32 Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.68, n.1, p.29-38, 2016



Caracterizacdo de estirpes...

As analises de todos os produtos amplificados
foram realizadas por eletroforese em gel de
agarose a 2,0%. Os géis foram corados por
brometo de etideo (0,5ug/mL) e posteriormente
fotografados sob luz ultravioleta (300-320nm)
pelo sistema de foto-documentagdo, camera
Kodak Digital DC/120 Zoom, e analisados com o
software 1D Image Analysis (Kodak Digital
Science).

C92 R24 R10

RESULTADOS

Duas estirpes provenientes de suabes retais (R10
e R24), uma de suabe de carcaga (C92) e duas de
aguas dos efluentes antes da desinfeccdo (AS e
A6) foram identificadas fenotipicamente pelas
provas presuntivas como Campylobacter spp. e
confirmadas genotipicamente pela PCR, por
meio da pesquisa da presenga do gene género-
especifico 16S rRNA, para deteccdo de
Campylobacter spp. (Fig. 1).

+

1004 pb

1004 pb

Figura 1. Eletroforese dos produtos amplificados pela PCR para detecgdo do gene género-especifico 16S
rRNA para Campylobacter spp. das amostras isoladas de suabe de carcaga (C92), de suabes retais (R24 e
R10) e das aguas dos efluentes (A5 e A6). M: marcador de peso molecular (100pb DNA ladder
Invitrogen); + controle positivo (C. coli ATCC 47478); - controle negativo (dgua ultrapurificada).

Duas estirpes isoladas de suabes retais (R18 e
R66) foram caracterizadas, por meio das
provas bioquimicas complementares, como
Campylobacter coli. Essas estirpes foram
confirmadas pela PCR mediante a deteccdo do
gene espécie-especifico codificante da enzima
aspartoquinase (Tab. 3).
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As demais estirpes (R10, R24, C92, A5 e A6)
foram  previamente  classificadas  como
inconclusivas quanto a espécie pelas provas
bioquimicas. Estas apresentaram perfil de
resisténcia aos antibidticos cefalotina e 4cido
nalidixico compativel com C. lari ¢ C. coli,
porém, na PCR espécie-especifica, foram
identificadas como C. coli (Tab. 3).
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Tabela 3. Resultados das provas bioquimicas e PCR para identificagdo da espécie de Campylobacter spp.

das amostras isoladas

Amostras  Oxidase/catalase Hld(;?)hse P;z(i}llggo Slfscetibili.d T Su,scetibi} i(,ia.de Idf:ntif}ca.gio Idrflr(l)tllef;l:fligi °

e em TSI a cefalotina ao ac. nalidixico bioquimica (PCR)

R10 +/+ - - R R* C. f;rl:lc' C. coli

R18 +/+ - - R S C. coli C.coli

R24 +/+ i i R R* C. coli/C. C. coli
lari

R66 +/+ - - R S C. coli C. coli

9 +/+ ) i R R* C. coIi/C. C. coli
lari

AS +/+ ) i R R* C. coI?/C. C. coli
lari

A6 ++ ) ) R R* C. cI:ou/c. C. coli
ari

(+) Positivo; (-) negativo; (R) resistente; (S) sensivel; (R*) resisténcia atipica.

Do total de suabes retais de ovinos,
Campylobacter coli foi isolado de 4/102
(3,92%), e das carcacas, C. coli foi isolado de
1/102 (0,98%). Das amostras de agua dos
efluentes antes e depois do tratamento de
desinfec¢do do abatedouro, C. coli foi isolado em
2/7 (28,5%) das aguas antes da desinfecgao.

ectB-413 pb
ecftd — 329 pb

ecitB —413 pb
¢citA —329 pb

Foi detectado o complexo de genes cdt em 2/7
(28,6%) estirpes de C. coli provenientes do reto,
e a estirpe da amostra R18 apresentou os trés
genes adjacentes simultaneamente (CdtA, cdtB e
cdtC), enquanto a R66 continha apenas os genes
CcdtA e cdtC. (Fig.2).

cctB - 413 pb
cctC - 313 pb

cdtB - 413 pb
ctC - 313 pb

Figura 2. Eletroforese dos produtos amplificados pela PCR para detecgdo dos genes da toxina CDT (cdtA,
cdtB e cdtC) de Campylobacter coli das estirpes oriundas das amostras R18 ¢ R66. M: marcador de peso
molecular (100pb DNA ladder Invitrogen); colunas R18 a R66: estirpes de Campylobacter coli; +
controle positivo (C. coli ATCC 47478); - controle negativo (4gua ultrapurificada).
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DISCUSSAO

Os resultados das amostras de fezes do presente
estudo sdo semelhantes aos descritos por outros
autores no Brasil, mas inferiores aos relatados
em outros paises. No Brasil, Scarcelli et al.
(1998) isolaram Campylobacter jejuni de 2/69
(2,9%) das fezes de ovinos provenientes de
central de inseminacdo artificial. Rizzo et al.
(2011), em rebanhos ovinos do estado de
Sdo Paulo, que apresentavam problemas
reprodutivos, isolaram Campylobacter spp. de
10/274 (3,65%) amostras de fezes.

Em abatedouro da Nigéria, Raji et al. (2000)
isolaram Campylobacter spp. de 7/250 (2,8%)
suabes retais de ovinos. Na Suica, Zweifel et al.
(2004) obtiveram percentual de isolamento de
17,5% (114/653) para Campylobacter spp.
oriundos de fezes colhidas do ceco de ovinos em
abatedouros. Na Gra-Bretanha, Milnes et al.
(2008) isolaram Campylobacter spp. de 312/713
(43,8%) fezes de ovinos de abatedouro. Garcia et
al. (2010), mediante pesquisa realizada em
abatedouro de ovinos na Escocia, isolaram
Campylobacter spp. de 39/80 (49%) amostras de
fezes.

Cinco estirpes confirmadas pela PCR como C.
coli foram classificadas como inconclusivas
quanto a espécie nas provas bioquimicas,
pois apresentaram perfil de resisténcia aos
antibioticos cefalotina e 4cido nalidixico
compativel com C. coli e C. lari No entanto, C.
lari é isolada mais frequentemente de humanos,
cdes e aves. Pelos relatos de ocorréncia de
Campylobacter spp. em ovinos, as espécies
predominantes sdo C. jejuni, C. coli e C. fetus
subsp. fetus. Os testes moleculares foram
decisivos para a definitiva classificacdo da
espécie, o que enfatiza a utilizacdo de ambas as
técnicas na caracterizagdo das espécies de
Campylobacter spp.

Campylobacter coli foi isolado de 1/102 (0,98%)
das carcagas. Resultados semelhantes foram
observados nos Estados Unidos por Duffy et al.
(2001), que obtiveram isolamento de
Campylobacter spp. de 0,3% (7/2.226) das
amostras de carcagas de ovinos durante o abate.
Varderlinde et al. (1999), em pesquisa realizada
em 25 abatedouros da Australia, isolaram C.
jejuni e C. coli em 1,29% de um total de 470
amostras de carcagas de ovinos. No entanto, na
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Turquia, Bostan et al. (2009) isolaram
Campylobacter spp. de 26/120 (21,6%) amostras
de carcacgas de ovinos.

As possiveis fontes de contaminac¢ao dos animais
de produgdo por Campylobacter spp. sdo
numerosas, portanto ¢ essencial o controle dos
pontos de entrada da bactéria, como, por
exemplo, controle de reservatorios animais (aves
e suinos), de introdugdo de novos animais no
plantel e de fontes de abastecimento de agua
(Garénaux et al., 2008). Segundo Humphrey et
al. (2007), os niveis de eliminacdo desse agente
patogénico podem ser maiores nos animais apos
a chegada ao abatedouro, devido ao estresse
sofrido durante o transporte.

Campylobacter coli foi detectado em duas
amostras de Aaguas originarias dos efluentes
anteriores ao tratamento de desinfeccao,
inferindo-se que o tratamento das aguas pode ser
eficaz na diminui¢do da viabilidade do agente e
evitar que ele seja disseminado pelos efluentes
do abatedouro. As aguas dos efluentes eram
compostas por uma mistura complexa (sangue,
gordura, residuos de carne, dgua de lavagem dos
currais, 4gua do banho de aspersdo dos animais,
agua de lavagem da sala de matanca e conteudo
do trato gastrointestinal dos ovinos), que
promove a concentra¢do do agente e facilita sua
disperséo pelas instalagdes do abatedouro, se ndo
for adequadamente desinfetada.

O género Campylobacter possui elevada
sensibilidade a condi¢cdes adversas, nao
sobrevivendo em  superficies  ressecadas
(Humphrey et al., 2007), sob alta concentragio
de oxigénio (Quinn et al., 2005) e elevada
concentragdo de cloreto de sédio (Altekruse et
al., 1999). As amostras podem apresentar fatores
limitantes  quando  muito  contaminadas,
congeladas ou aditivadas, os quais prejudicariam
o isolamento do agente (Scarcelli et al., 2005) e
poderiam justificar a baixa frequéncia de
isolamento de Campylobacter spp. do total de
amostras.

O fato de os isolados de C. coli provenientes de
suabes retais de ovinos apresentarem
caracteristicas diversas pode ser um indicativo de
que se trata de duas estirpes distintas e de que a
estirpe R66 pode ser considerada “mutante”. De
acordo com Martinez et al. (2006), as estirpes de
Campylobacter podem sofrer mutagdes na regido
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dos genes cdt, nao apresentando um ou nenhum
dos trés genes adjacentes, como relatado no caso
da amostra R66, em que ndo foi identificado
o gene cdtB, podendo consequentemente
comprometer a expressao da atividade toxigénica
(Asakura et al., 2007). As subunidades cdtA e
cdtC sdo responsaveis pela ligagdo com as
células suscetiveis, enquanto a subunidade cdtB ¢é
responsavel pela atividade da toxina que, ao
entrar no nucleo da célula, apresenta fungdo
semelhante a DNase-I, levando a um bloqueio na
divisdo das células do epitélio intestinal e
consequente processo de distensdo e morte
(Yamasaki et al., 2006).

Acik et al. (2013) detectaram os genes cdtA, cdtB
e cdtC em 54,5%, 559% e 52,3%,
respectivamente, em estirpes de Campylobacter
spp. de fezes de ovinos saudaveis na Turquia.
Em estirpes de C. jejuni isoladas de animais e
humanos, Martinez et al. (2006) detectaram a
ocorréncia do complexo de genes cdt em 98%
(98/100) das estirpes. Bang et al. (2003), em 40
isolados de C. jejuni e C. coli oriundos de 20
amostras de fezes bovinas colhidas em
abatedouro da Dinamarca e 20 fezes de suinos
colhidas em exploragdes suinicolas, detectaram o
complexo de genes cdt em 82,5% (33/40) dos
isolados, sendo os genes cdtA, cdtB e cdtC
identificados em 95%, 100% e 90% dos isolados,
respectivamente.

No Brasil, Carvalho et al. (2010) detectaram pela
primeira vez, utilizando a técnica da multiplex-
PCR, os trés genes (cdtA, cdtB e cdtC) em 5/13
(38,46%) estirpes de C. jejuni, sendo quatro
estirpes provenientes de amostras de frangos
(n=80) resfriados e uma de amostra de pé de
alface lisa (n=40), adquiridos no municipio de
Séo Paulo. Trés estirpes de C. coli também foram
isoladas, porém nenhuma apresentou os genes
cdt.

Silva et al. (2012) isolaram 31 (15,9%) estirpes
de Campylobacter spp. em 195 amostras de
carcacgas, fezes e linfonodos mesentéricos de
suinos abatidos em frigorificos do estado de Sdo
Paulo. Pela técnica da multiplex-PCR, foi
detectada a presenga do complexo de genes cdt
em 28 estirpes de C. coli, as quais apresentavam
os trés genes simultaneamente, enquanto trés
estirpes de C. jejuni foram negativas para a
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deteccdo desses genes. Os autores detectaram,
pela primeira vez no estado de Sdo Paulo, a
presenca dos genes cdt em 100% das estirpes de
C. coli provenientes de suinos abatidos em
frigorificos, o que configura os suinos, assim
como o0s ovinos, como uma fonte potencial de
disseminagdo de estirpes virulentas de
Campylobacter coli, tanto para os trabalhadores
dos frigorificos como para os consumidores das
carcagas ¢ subprodutos.

Silva et al. (2014), no Rio Grande do Sul,
analisaram, para pesquisa de Campylobacter
spp., amostras de conteudo fecal de aves de
corte, de produtos de frango (coxa, sobrecoxa,
asa, dorso, carne moida e figado) e de fezes de
humanos. Os autores também pesquisaram a
presenga dos genes cdt pela PCR. A bactéria foi
isolada de 61% das amostras de fezes de frango,
20% de produtos de frango e 3% de fezes
de humanos. A maioria dos isolados foi
determinada como C. jejuni, e, destes, 93,5%
apresentaram os genes para a toxina CDT,
porém, diferentemente do presente estudo,
nenhum isolado de C. coli apresentou os genes
cdt.

Pelos resultados obtidos no presente estudo,
verifica-se que, em abatedouro do estado de Sao
Paulo, animais da espécie ovina albergam em seu
trato gastrointestinal estirpes de Campylobacter
coli portadoras de genes de viruléncia, e, durante
operagdes da linha de abate, principalmente ap6s
o processo de  evisceragdo, eventuais
contaminagdes das carcagas podem ocorrer por
meio do derramamento de material fecal,
comprometendo a inocuidade do produto cérneo.

A partir dos evidentes riscos de contaminagio, ha
necessidade de se aplicarem principios do
programa de Andlises de Perigos e Pontos
Criticos de Controle (APPCC), como controles
de temperatura, intervengdes quimicas ¢
congelamento rapido nas induastrias de
processamento, com o objetivo de minimizar a
possivel contaminagdo dos produtos (Humphrey
et al., 2007). Além disso, outros programas de
autocontrole sdo fundamentais para implantagao
do APPCC, como as Boas Praticas de Fabricagao
(BPF) e o Procedimento Padrio de Higiene
Operacional (PPHO).
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Caracterizacgéo de estirpes...

CONCLUSOES

Campylobacter coli é capaz de contaminar
carcacas de ovinos durante a linha de abate e
efluentes de abatedouros. O tratamento de
desinfecgdo dos efluentes parece ser eficaz para a
eliminacéo de C. coli. Trata-se do primeiro relato
de isolamento de C. coli proveniente de fezes e
de carcagas de ovinos e de aguas de efluentes em
abatedouro do estado de Sdo Paulo e do primeiro
relato de estirpes de C. coli portadoras dos genes
de viruléncia do complexo cdt, isoladas de
ovinos, no Brasil.
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