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Thermophilic members of the Campylobacter genus are recognized as important en-
teropathogenics for humans and animals. The great variety of ecological habitats, such as
water, food and milk, may promote new virulence factors. To detect the encoding genes
distending cytolethal toxin (CDT) by PCR and study the hemolytic activity with influence
of chelation solutions and ions, 45 Campylobacter jejuni samples from poultry production
origin were used to perform the hemolytic research. To check the influence of chelation
agents and solution of ions in the hemolytic activity, samples of C. jejuni strains were gro-
wn in tryptone soy broth TSB containing chelation agents separately EDTA, acetic acid,
CaCl,, MgCl, and FeCl, ions solutions in microaerophilic atmosphere and then streaked on
5% sheep blood tryptic soy agar (TSA). To perform the detection of cdtA, cdtB and cdtC
genes the technique of Polymerase Chain Reaction (PCR) was used in 119 samples of C.
jejuni from poultry production origin. We found 40% of samples showing hemolysis after
growing with TSB. Only the acetic acid showed reduction in hemolysis. The prevalent gene
profile was cdtABC in 37.8 % of the samples. It was observed that the results showed the
presence of C. jejuni strains with virulent potential, due to presence of the CDT toxin genes
and the hemolytic activity, which showed in vitro reduced when acetic acid was added.

INDEX TERMS: PCR, hemolytic activity, ions, chelants, CDT, Campylobacter jejuni.

RESUMO.- Membros termofilicos do género Campylobacter
sdo reconhecidos como importantes enteropatégenos para
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destes micro-organismos em diferentes habitats tais como
agua, animais e alimentos predispdem ao aparecimento de
novos fatores de viruléncia. Este trabalho teve por objetivo
detectar os genes codificantes da Toxina Distensiva Cito-
letal (CDT) por meio da técnica de PCR, pesquisar a ativi-
dade de hemolisinas e a influéncia de solu¢des quelantes
e de ions nesta atividade. Foram utilizadas 45 amostras de
Campylobacter jejuni de origem avicola para pesquisa de
atividade hemolitica, cultivadas em Caldo Triptona de Soja
(TSB). Ap6s o crescimento bacteriano, as amostras foram
semeadas em Agar triptico de soja (TSA) contendo 5% de
sangue de ovino. Para verificar a influéncia de agentes que-
lantes e solugdo de ions na atividade hemolitica, as amos-
tras de C. jejuni foram cultivadas em TSB contendo sepa-
radamente os quelantes EDTA, acido acético, solucdes de



710 Michele M. Trindade et al.

ions CaClz, MgCl2 e FeCl3, em atmosfera de microaerofilia.
Quanto a atividade de hemolisina de C. jejuni em placas de
TSA - sangue ovino foi possivel observar que houve hemdli-
se em 40% das amostras analisadas apenas com caldo TSB.
Somente o acido acético apresentou acdo quelante sobre
a atividade de hemolisinas em amostras de C. jejuni seme-
adas em placas de TSA - sangue ovino. Para deteccdo dos
genes cdtA, cdtB e cdtC através da técnica da Reagao em Ca-
deia da Polimerase (PCR) foram utilizadas 119 amostras de
C. jejuni de origem avicola. Foi possivel observar que 37,8%
possuiam o perfil de genes cdtABC. Os resultados demons-
traram em amostras avicolas a presenca de cepas de C. je-
juni com potencial virulento, devido a presenca dos genes
da toxina CDT e potencial hemolitico, que apresentou acdo
reduzida in vitro com acido acético.

TERMOS DE INDEXAGAO: PCR, atividade hemolitica, ions, quelan-
tes, CDT, Campylobacter jejuni.

INTRODUCAO

Quando se considera o alimento de origem avicola, deve-
-se avaliar o estado sanitario dos plantéis, o que reflete na
qualidade do alimento produzido. Frangos de corte estdo
entre os principais carreadores de patégenos em abate-
douros e apresentam alta correlagdo com a contaminagdo
cruzada por Salmonella spp. e Campylobacter sp. (Fao/Who
2009). A legislacdo atual do Brasil regula o controle de Sal-
monella spp. em carcagas de frangos (Brasil 2003), porém
para Campylobacter sp. ndo ha legislacdo vigente para sua
avaliacdo e que regulamente seu controle tanto em lotes de
frangos de corte como em seus produtos.

A familia Campylobacteraceae é composta de trés géne-
ros: Campylobacter, Arcobacter e Sulfuropirullum. O género
Campylobacter possui uma taxonomia complexa e que ain-
da se encontra em evolucdo (Feistel et al. 2013). As espé-
cies Campylobacter jejuni, C. coli, C. lari, C. upsaliensis e C.
helveticus formam um grupo geneticamente préximo e sdo
frequentemente isolados de animais e do homem com diar-
reia (Silva et al. 2011). Dentre as espécies enteropatogéni-
cas, C. jejuni recebe maior atencao, estimando-se que cerca
de 90% dos casos de campilobacteriose em humanos sejam
causados por esse agente bacteriano (Wassenaar & Newll
2000). Sao tipicamente bactérias microaerofilas, requerem
cultivoem 5a 7% de O, e em 3 a 5% de CO,. O cultivo é difi-
cil, sendo altamente sensivel as condi¢des ambientais como
temperatura, ressecamento e tensdo de oxigénio. A faixa
de pH 6timo estd em 6,5 a 7,5. Em funcido da producdo ou
ndo da catalase, as espécies do género dividem-se em dois
grupos, sendo o grupo das produtoras de catalase onde se
encontram as espécies importantes do ponto de vista pato-
génico. Quanto a capacidade de crescimento acima da tem-
peratura de 37°C, algumas espécies apresentam um cresci-
mento preferencial a 42°C, pertencendo ao grupo chamado
termofilico ou termotolerante ao qual fazem parte espécies
envolvidas nos processos gastroentéricos (Carvalho 2007,
Back 2010).

As bactérias termofilicas pertencentes a este género,
entre eles C. jejuni, representam um dos mais importantes
enteropatégenos para a Saude Publica, principalmente,
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nos paises desenvolvidos. Nos Estados Unidos da América
(EUA) foram estimados mais de 845 mil casos de campi-
lobacteriose em 2011, colocando este micro-organismo
na lista dos cinco patégenos que mais causam doencas de
origem alimentar no pais, estando atras somente de Noro-
virus e Salmonella spp. (Scallan et al. 2011), com o custo
estimado de 1,7 bilhdes de délares com tratamento dos pa-
cientes infectados por Campylobacter (Bessede et al. 2014).
No Reino Unido foram estimados mais de 320.000 casos de
gastroenterites causadas por Campylobacter spp., somente
na Inglaterra e Pais de Gales no ano de 2008 (FSA 2011) e
para a totalidade dos paises da Unido Europeia, dados da
European Food Safety Authority (FSA 2011) descrevem que
ocorrem anualmente nove milhdes de casos de campilo-
bacteriose humana, que resultam em custos totais anuais
de 2,4 bilhoes de Euros.

O reservatoério natural de Campylobacter sdo as aves
que podem eliminar em cada grama de fezes, quantidades
superiores a 10° bactérias, revelando sua importancia na
disseminac¢do para o ambiente (Altekruse et al. 1994). A
preocupacgao estd no potencial das aves em transmitir ao
homem através dos alimentos de origem animal. O consu-
mo de frangos e derivados de aves representa a forma mais
comum de aquisicao da gastroenterite mundialmente, es-
timando-se sua implicagdo em 50 a 70% das infeccGes es-
poradicas (Canals & Rosell 2002). Trabalhos realizados no
Brasil demonstram frequéncia elevada dessa bactéria em
produtos avicolas. No Rio Grande do Sul Boufleur (2009)
encontrou positividade em 61,1% em amostras frescas de
figado, coracdo, moela e asa coletados em supermercados.
No Rio de Janeiro, Medeiros (2011) detectou a presenga
de Campylobacter sp. em 70% das amostras oriundas de
carcacas refrigeradas. Perdoncini (2012) analisou carcacas
ap6s o chiller e, 72% das amostras estavam contaminadas
por Campylobacter sp., deste total 82% era composto por C.
Jjejuni e 8% por C. coli.

Quando da infecgdo por Campylobacter no homem, a
reacdo inflamatdria e a bacteremia sio muitas vezes ob-
servadas e sugerem fortemente que a invasdo celular é um
importante passo no mecanismo patogénico, embora a ha-
bilidade e a intensidade de invasao de Campylobacter pare-
¢a ser cepa-dependente (Van Vliet & Ketley 2001). Um dos
principais fatores de viruléncia relacionados a patogénese
do Campylobacter spp. (C. coli, C. fetus, C. jejuni e C. lari) em
infec¢des animais e humana é denominado Toxina Citoletal
Distensiva (CDT) (Martinez et al. 2006). A CDT é determi-
nada por um cluster de trés genes adjacentes cdtA, cdtB e
cdtC os quais codificam, respectivamente, proteinas de 30,
29 e 21 kDa (Lara-Tejero & Galan 2001). A proteina produ-
zida pelo gene cdtB potencializa o bloqueio do ciclo celular;
e as proteinas dos genes cdtA e cdtC transportam a proteina
do cdtB e a interiorizam na célula hospedeira. Uma vez den-
tro da célula a proteina cdtB entra no ntcleo e exibe uma
atividade de corte no DNA dupla fita. As células eucarioti-
cas respondem aos cortes no DNA, bloqueando a fase G2/M
da divisao celular, induzindo uma distensao citoplasmatica
que leva a morte da célula (Dasti et al. 2010). A presenga
dos trés genes de cdt é requerida para plena atividade da
toxina (Asakura et al. 2007). No entanto, muta¢des podem
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ocorrer nos genes cdtA, cdtB e cdtC causando perda da fun-
¢do em alguma das trés subunidades, impedindo a célula
bacteriana de induzir citoxicidade (Smith & Bayles 2006).

Outro fator de viruléncia discutido em C. jejuni é a pro-
dugao de hemolisinas. Van Vliet & Ketley (2001) relatam a
existéncia de genes contendo dominios para citotoxina he-
molitica que, diferentemente de muitas outras toxinas, ndo
é internalizada pelas células, atuando como agente ativo de
membranas levando a lise e morte celular, principalmente
de eritrécitos. Hemolisinas nao sao liticas apenas aos eri-
trocitos, causam danos também aos fibroblastos, plaque-
tas, mondcitos, granulécitos e células endoteliais e do mio-
cardio (Rowe & Welch 1994). Ja tendo sido documentada
a Sindrome urémica hemolitica como uma complicacido de
gastroenterite por C. jejuni em humanos (Chamovitz et al.
1983). Embora Campylobacter nao seja considerado hemo-
litico em agar sangue, algumas cepas apresentaram ativida-
de hemolitica (Misawa et al. 1995). Em 1993, Hossain et al.
analisaram a atividade hemolitica em diferentes eritrécitos
na tentativa de avaliar a cinética de ativacdo da hemolisina
produzida por C. jejuni. Em 1995, Misawa e colaboradores
pesquisaram as condi¢bes ideais (temperatura da cultu-
ra, pH médio, concentragio de co,, periodo de incubacdo,
meio utilizado) e a frequéncia da producio de hemolisinas
em amostras de C. jejuni de origem humana e ndo humana,
obtendo em 100% das mesmas, atividade hemolitica.

Em decorréncia da importancia de C. jejuni na saude pu-
blica o presente trabalho teve por objetivo pesquisar a ati-
vidade hemolitica e influéncia de solu¢des quelantes e de
fons nesta atividade e, detectar a presenca dos genes cdtA,
cdtB e cdtC codificantes da toxina CDT em amostras de C.
jejuni de origem avicola.

MATERIAL E METODOS

Procedéncia das amostras de campo

As amostras de Campylobacter jejuni estudadas foram oriun-
das da bacterioteca do Centro de Diagnéstico e Pesquisas em
Patologia Avicola da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(CDPA/UFRGS), provenientes de isolados de matadouros-frigori-
ficos de aves, sob Inspecdo Federal.

Manutencido das amostras

As amostras de C. jejuni estavam estocadas em tubos contendo
Caldo Brucella, acrescidas de 25% de glicerol e mantidas em bio-
freezer a temperatura de -80°C. As amostras foram recuperadas
através do enriquecimento em Caldo Bolton, cultivadas em agar
Carvdo Cefoperazone Desoxicolato modificado mCCDA e incuba-
das por 48h em temperatura de 41,5°C, sob ambiente de microa-
erofilia (Microaerobac - Probac®).

Deteccio da atividade hemolitica

Pesquisa de hemolisina em meio sélido. Foram utilizadas
45 amostras de C. jejuni, as quais foram cultivadas em caldo Trip-
tona de soja (TSB) e incubadas a 41,5°C por 48h. Apés o cresci-
mento bacteriano, as amostras foram semeadas em Agar triptico
de soja (TSA) contendo 5% de sangue de ovino. O resultado foi
considerado positivo quando observada a presenca de halo hemo-
lise ao redor ou sob as coldnias. A leitura foi realizada no segundo
dia de incubagdo em atmosfera de microaerofilia comercial (Mi-
croarebac - Probac®), segundo metodologia descrita por Misawa
(1995).

Influéncia da condigio de cultivo na detecgio de atividade
hemolitica com quelantes e solucdes de ions. Para verificar a
influéncia de agentes quelantes e solu¢do de ions na expressao
da atividade hemolitica, as amostras de C. jejuni foram cultivadas
em TSB contendo separadamente os quelantes EDTA (etilenoa-
diamina-tetra acido acético, Synth - 5mM) e FeCl3 (Cloreto fér-
rico - 5mM) (Baratéia et al. 2001); acido acético (Sigma - 100g);
solugdo de fons CaCl, (Cloreto de calcio - 10mM)e MgCl, (Cloreto
de Magnésio - 10mM) (Boehm et al. 1990) a 41,5°C por 48h em
atmosfera de microaerofilia comercial. Apds a incubagdo as amos-
tras foram semeadas, como descrito anteriormente. Como con-
trole dos testes foi utilizado somente o caldo TSB sem inoculagdo
bacteriana, acrescido dos agentes quimicos em teste.

Deteccio dos genes cdtA, cdtB e cdtC através da técnica da Re-
acdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A obtencdo do DNA bacteriano de 119 amostras de C. jejuni
foi realizada através de lise térmica seguindo protocolo de Blanco
et al. (1997). Foram utilizadas como controle positivo a cepa C.
jejuni ATCC 33560 e como controle negativo uma cepa de Arco-
bacter sp. Os primers ou oligonucleotideos utilizados foram ba-
seados em trabalhos anteriores (Datta et al. 2003, Wieczorek &
Osek 2008), sendo cdtA F 5° CCTTGTGATGCAAGCAATC 3’ - cdtA
R 5" ACACTCCATTTGCTTTCTG 3’; cdtB F 5 CAGAAAGCAAATG-
GAGTGTT 3’ - cdtB R 5" AGCTAAAAGCGGTGGAGTAT 3’ e cdtC F 5’
CGATGAGTTAAAACAAAAAGATA 3’ e cdtC R 5° TTGGCATTATAGA-
AAATACAGTT 3.

A pesquisa dos genes cdtA e cdtC foram realizadas de acordo
com descrito por Datta et al. (2003) adaptando a concentragio
MgCl, para 1mM e a pesquisa do gene cdtB foi realizada como des-
crita por Wieczorek & Osek (2008) com concentragdo de MgCl,
adaptada de 1,5mM. Apds amplificagdo em Termociclador (Biocy-
cler - Peltier Thermal Cycler MJ96+M]96G), os produtos de PCR
foram submetidos a eletroforese realizada em gel de agarose a
2% corado com brometo de etidio. Os fragmentos do DNA ampli-
ficados foram visualizados em trans-iluminador ultravioleta, para
identificar bandas de 370pb para o gene cdtA, 620pb para o gene
cdtB e 182pb para o gene cdtC.

Anilise estatistica

Os dados de presenca de halos de hemolise versus as solugdes
quelantes e ou de fons foram analisados utilizando-se o teste de
comparacdo de médias Tukey, com nivel de significancia de 95%
utilizando software BioStat, 2009 (Analyst Soft Inc.®).

RESULTADOS

O resultado do teste de averiguacdo da atividade hemolitica
das 45 amostras de Campylobacter jejuni pode ser observa-
do no Quadro 1. As amostras do grupo TSB sem adigao de
agentes quelantes ou fons apresentaram maior atividade
hemolitica quando estriadas em agar e, menor atividade
hemolitica foi apresentada para as amostras em que TSB foi
suplementado com acido acético. Quando utilizado CaClz,
FeCl, ou EDTA houve menor atividade hemolitica do que
quando utilizado apenas o caldo TSB, mas ainda maior que
quando utilizado o 4cido acético. O caldo TSB com MgCl,
apresentou diferenga somente em relagdo ao caldo TSB, de-
monstrando menor percentual hemolitico.

Os resultados observados nas 119 amostras analisa-
das por meio do método de PCR demonstraram que em
17 amostras ndo foram detectados os genes pesquisados.
Para as 102 amostras positivas para um ou mais genes
pesquisados, o perfil prevalente foi da presenca dos trés
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Quadro 1. Analise da média percentual da influéncia de
agentes quelantes e ions em caldo TSB na atividade hemolitica
de amostras de Campylobacter jejuni material de origem
avicola, quando semeadas em TSA+ sangue ovino

Amostras com atividade
hemolitica (%)

Caldo TSB adicionado de agente
quelantes ou ions

TSB 40a
TSB+CaCl2 22,23c
TSB+FeCl3 20,74c
TSB+EDTA 25,79¢

TSB+Acido Acético 7,41b
TSB+MgCI2 20bc

TSB = Caldo triptona de soja; CaCl2 = Cloreto de célcio; FeCl3 = Cloreto
férrico; EDTA = etilenoadiamina-tetra acido acético; MgCI2 = Cloreto de
Magnésio.

abe Letras diferentes significam que resultados apresentam uma diferenca
estatistica com p<0,05.

Quadro 2. Perfil de genes cdtABC em 119 amostras de
Campylobacter jejuni isoladas de material de origem avicola

Perfil de genes cdt Numero de amostras Percentual de amostras (%)

ABC 45 37,8

AB 1 0,8

AC 23 19,3

BC 1 0,8

A 1 0,8

B 17 14,3

C 14 11,8

cdt negativo 17 14,3
Total 119 100

genes, ou seja, cdtABC. Os dados podem ser observados
no Quadro 2, Figura 1 e 2.

Analisando-se as combinag¢oes de perfis de genes cdtA-
BC e a atividade hemolitica nos diferentes meios de cresci-
mento testados foi observada a hemolise estatisticamente
diferente para as amostras C. jejuni com o perfil de genes

m Positivas ABC
= Positivas AB
= Positivas AC
= Positivas BC
m Positivas A

= Positivas B

1% 1% Positivas C

1% MNegativas

Fig.1. Resultados obtidos pela amplificagdo por PCR para detec-
cdo dos genes cdtA, cdtB e cdtC nas amostras de Campylobac-

ter jejuni de origem avicola.

Fig.2. Resultados obtidos por PCR para identificacdo dos genes
codificantes da toxina CDT em gel de agarose 2% em UV. 1 e
25 = marcador, 2 = controle positivo, 3 a 19 = amostras posi-
tivas para cdtB, 20 a 23 = amostras negativas para cdtB, 24 =
controle negativo.
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cdtABC cultivadas em TSB nédo suplementado e em TSB su-
plementado com FeCl,. No caldo suplementado com CaCl,
as amostras com os genes cdtABC e cdtAC concomitantes
apresentaram estatisticamente maior percentagem de
atividade hemolitica. Para os suplementos EDTA, MgCl, e
acido acético ndo houve diferencas quanto a presenca de
diferentes genes e atividade hemolitica, como demonstra-
do no Quadro 1.

DISCUSSAO

A producdo de trabalhos cientificos abordando esse impor-
tante enteropatogeno no Brasil é inferior aos destinados a
outros patogenos, tornando assim necessarios estudos em
diversos campos da biologia desta bactéria para melhor
entendimento do comportamento, epidemiologia e fatores
criticos no desenvolvimento desta zoonose. Dentre as difi-
culdades que envolvem a pesquisa de Campylobacter, cita-
-se como fator preponderante, as proprias caracteristicas
bioldgicas deste micro-orgamismo, que o torna particu-
larmente distinto da maioria dos enteropatégenos bacte-
rianos, requerendo condi¢des Unicas para seu isolamento
e identificagcdo. Outro aspecto importante que deve ser
ressaltado é que o Campylobacter é uma zoonose, natural-
mente transmitida de animais vertebrados para o homem,
tendo como principais veiculos de transmissdo o alimento
de origem animal, a 4gua com contaminacgao fecal recen-
te, ou ainda mais raramente, o contato direto com animais
portadores ou doentes (Frost 2001).

Para as bactérias do género Campylobacter, dentre ou-
tros fatores, a produgio de hemolisinas e de enterotoxinas
sdo consideradas importantes para a viruléncia das cepas
(Simi 2004), sendo que Van Vliet & Kitley em 2001 relata-
ram a existéncia de genes contendo dominios especificos
para hemolisinas. Tay et al. (1995) ao pesquisar atividade
hemolitica em 100 amostras de Campylobacter spp., C. je-
juni e C. coli de origem humana e animal observaram pre-
senca em 56% dos isolados e sugeriram que esta atividade
possa ser um importante fator de viruléncia contribuindo
para a gastroenterite por Campylobacter e suas complica-
¢oes. No presente estudo, 40% das amostras de Campylo-
bacter de origem avicola analisadas também apresentaram
atividade hemolitica (Quadro 1).

Ainda, Hossain et al. (1993) detectaram atividade hemo-
litica em amostras oriundas de quadros clinicos de diarreia
em humanos, mostrando que as amostras se comportavam
com diferentes aspectos possuindo atividade maxima com
eritrdcitos de coelho e atividade minima com eritrocitos de
galinha. Misawa et al. (1995) pesquisaram determinados
fatores que contribuiam positivamente para atividade he-
molitica como variac¢do de pH e de concentragao de CO, uti-
lizada na atmosfera de incubagido. A influéncia de agentes
quelantes nos meios de cultura e atividade hemolitica tam-
bém foi analisada por diversos pesquisadores (Carbonell &
Vidotto 1992, Chart et al. 1998). Thomé (2006) observou
aumento de atividade hemolitica em amostras de C. jeju-
ni, quando utilizado FeCl, e TSA-sangue ovino. No presente
trabalho obteve-se resultados diferentes, o uso FeCl3 inibiu
a atividade. No entanto, os resultados estdo de acordo com
o que afirma Baratéia et al. (2001) em estudos da atividade
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hemolitica em Plesiomonas shigelloides, nas quais a sintese
de hemolise também esta parcialmente regulada por ions
de ferro, e a produgdo maxima ocorre em condi¢des de li-
mitacdo de ferro.

Pickett (1992) testou a habilidade de amostras de C. je-
juni em adquirir ferro a partir de varias fontes presentes
no metabolismo humano quando crescidas em meios sem
fontes de ferro e concluiu que a atividade hemolitica ndo
demonstrava ser regulada por fons ferro, uma vez que as
amostras demonstraram ser incapazes de retirar ferro des-
sas substancias. Com o uso de EDTA Boehm et al. (1990)
obtiveram resultados diferentes deste estudo quando pes-
quisaram atividade hemolitica em Escherichia coli, em que
0 CaCl2 é necessario para atividade in vitro de hemolisina,
ndo sendo inibida quando utilizado EDTA no mesmo meio.
Também, Baratéia et al. (2001) descrevem o calcio como
sendo essencial para ativacdo de a-hemolisina, para a sua
estabilidade e para a ligacdo da toxina as membranas dos
eritrdcitos.

Em um trabalho realizado por Simi (2004) nao foi ob-
servada alteracao na atividade hemolitica com o uso de
EDTA em pesquisa com outra enterobactéria, Enterobacter
cloacae, diferente do ocorrido no presente trabalho. Em
relacdo ao CaCl,, ha trabalhos que afirmam que para que
haja atividade hemolitica ndo é necessaria a adi¢do de ions
de calcio, sugerindo que os meios de cultura utilizados con-
tenham calcio suficiente para hemdlise (Chart et al. 1998).
Baratéia et al. (2001) observaram que o uso de CaCl, e
EDTA aumentava significativamente a atividade hemolitica,
sugerindo que P, shigelloides requeira ions calcio da mesma
maneira que E. coli para atividade hemolitica.

0 uso do acido acético como sanitizante ja foi demons-
trado por Berrang et al. (2006), que com o intuito de redu-
zir a contaminagido em carcagas em frangos de corte por
Campylobacter, adicionaram acido acético, acido latico e
acido propionico na cloaca dos animais antes da escalda
e verificaram a redugido da contaminacdo pelo agente. O
mesmo foi possivel observar quando utilizado no presen-
te estudo, bem como a diminuig¢io de atividade hemolitica,
comprovando seu potencial sanitizante.

Quanto a toxinas em Campylobacter spp., a toxina CDT
contribui para a patogénese através da inibi¢do da imu-
nidade humoral e celular via apoptose das células de res-
posta imune, podendo gerar necrose do epitélio celular e
fibroblastos envolvidos na reparacdo de lesdes produzidas
por patdgenos, resultando em lenta cicatrizacdo e inducdo
de sintomas da doenga (Smith & Bayles 2006). Portanto,
interfere na divisdo e diferenciagio das células das criptas
intestinais, contribuindo para o desenvolvimento da diar-
reia (Park 2002).

A atividade da toxina CDT ¢é codificada pelos genes cdt,
que, no caso de C. jejuni, consistem em trés genes adjacen-
tes denominados cdtA, cdtB e cdtC (Martinez et al. 2006),
sendo que a presenca dos trés genes é requerida para a ple-
na atividade da toxina (Asakura et al. 2007). Os resultados
obtidos em relagdo aos genes cdt neste trabalho sao dife-
rentes dos encontrados na literatura consultada, que relata
frequéncias geralmente préximas a 100% para os trés ge-
nes: cdtA, cdtB e cdtC.

Datta et al. (2003) obtiveram 100% de frequéncia para
os trés genes a partir de amostras de origem humana, avi-
cola e bovina e Rozynek et al. (2005) também obtiveram
uma frequéncia de 100% em amostras pesquisadas a partir
de suabes de criangas com diarreia e de carcagas de fran-
gos obtidos de supermercados e matadouros em diversas
regides da Polonia. Wieczorek & Osek (2008) relataram,
em amostras de fezes de aves, 76,6% positivos para cdtA,
85,3% para cdtB e 83,2% para cdtC. Martinez et al. (2006)
em suas pesquisas encontraram os trés genes em 98% das
cepas isoladas. Talukder et al. (2008) identificaram os trés
genes cdt em 98% das amostras de C. jejuni de origem hu-
mana (diarreia) e Van Deun et al. (2007) encontraram os
genes em 100% das amostras de origem humana e avico-
las, concordando com Wardak & Szych (2006) que afirma-
ram que a toxina CDT esta associada com as cepas causado-
ras de enterites em humanos, indicando que os genes sdo
importantes fatores de viruléncia.

Por outro lado, Carvalho et al. (2010) ao pesquisarem
C. jejuni em carcagas de aves, relataram todos os genes do
complexo CDT em apenas 36,4% das amostras. Resultado
esse mais proximo do encontrado no presente estudo. Tam-
bém Hanel et al. (2007) pesquisaram na Alemanha a toxina
CDT em amostras provenientes de perus e encontraram os
trés genes em 53% das cepas pesquisadas de C. jejuni. No
Japao, Kabir et al. (2011) analisaram amostras a partir de
fezes de pacientes com diarreia, das quais quatro foram po-
sitivas para C. jejuni e os trés genes CDT.

Segundo Martinez et al. (2006) todas as cepas de C. je-
juni apresentam genes cdt, e a maioria tém atividade da
toxina, porém, ha excecdes de isolamentos que sofrem
mutacdes e ndo expressam a atividade do gene. Asakura et
al. (2007) também observaram que alguns genes cdt ndo
sdo identificados devido a mutagdes como delecao, inser-
¢do ou substituicdo de nucleotideos e sugerem que essas
mutacdes possam afetar a atividade da toxina. Bang et al.
(2003) relataram que a producdo da toxina é baixa ou ne-
gativa quando ha mutagdes em regides de codificacdo dos
genes cdt, podendo influenciar a hibridizagdo de iniciado-
res na PCR de CDT, bem como na produgao. Segundo Park
(2002), mesmo algumas cepas sendo CDT negativas mu-
tantes, ainda mantém alguma atividade toxigénica. Poden-
do, com base nesses dados, ser dada sequéncia ao presente
trabalho, com avaliacdo mais aprofundada dos resultados,
a fim de comprovar possiveis muta¢des para os genes cdt
nas amostras pesquisadas e/ou novas andlises utilizando-
-se métodos como RT-PCR (transcricao reversa) e/ou Wes-
tern blotting. Abu Oun et al. (2005) realizaram uma pesqui-
sa utilizando estes métodos a fim de identificar mutacées,
delecdes e/ou inser¢des em amostras humanas e avicolas
CDT-negativa comprovando que essas altera¢des tornaram
os genes CDT nao detectaveis por outro método, mas nido
sendo excluida sua presenca.

CONCLUSOES
O presente trabalho demonstrou a presenca dos trés
genes CDT (cdtA, cdtB e cdtC) na maioria das amostras pes-
quisadas e ainda, na maioria das amostras com atividade
hemolitica.
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Também demonstrou que o acido acético reduziu a ati-
vidade hemolitica das amostras, sugerindo potencial uso
no controle da viruléncia da bactéria.

Os presentes dados contribuem para conhecimento e
caracterizacgdo fenotipica e genotipica de Campylobacter je-
juni e como embasamento para futuro desenvolvimento de
formas de minimizar a incidéncia de C. jejuni e melhorar a
qualidade microbioldgica em produtos de origem avicolas,
uma vez que esse micro-organismo possa vir a tornar-se
uma barreira sanitdria na producdo de aves.
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