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1. INTRODUCAO

Atualmente, tem-se estudado o papel das aves silvestres como
veiculadores de patogenos. Segundo ROSEF et al. (1985), devido a alta
mobilidade em busca de alimento e reproducdo, as mesmas podem ser
consideradas reservatérios de Campylobacter,atuando como veiculadoras desse
micro-organismo. O acesso das aves silvestres a aviarios pode levar a
contaminacdoda agua dos bebedouros, da racdo e da cama sobre a qual os
frangos vivem. Uma vez no ambiente de producdo, o patdgeno pode ser levado
com os frangos nas penas, na pele, nas patas, nas fezes e, posteriormente,
contaminar a carne, durante o abate e o processamento das carcagas (HALD et
al., 2004). Essencialmente nao patogénico para as aves, esta bactéria néo
representa problema para os sistemas de producao avicola, sendo seu controle
negligenciado nos aviarios (GERMANO & GERMANO, 2003).

A campylobacteriose é uma doenca transmitida por alimentos (DTA) para
humanos, a qual afeta mais de 2 milhdes de pessoas por ano (CDC, 2014). A
producdo da toxina citoletaldistensiva (CDT), codificada pelos genes cdt, é
considerada como fator de patogenicidade da bactéria, responsavel pelos sinais
clinicos em humanos (YOUNG et al., 2007).

Esse trabalho teve por objetivo pesquisar a presenca dos genes cdt de
Campylobacter isolado de fezes de frangos e aves silvestres capturadas no
entorno de aviarios.

2. METODOLOGIA

Quatorze cepas de Campylobacter previamente isoladas, 10 de fezes de
frango e 4 de Sicalis flaveola foram identificados quanto a espécie e a presenca
dos genes cdt, através da técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). O
DNA foi extraido, conforme recomendado por SAMBROOK & RUSSEL (2001), a
partir de um pellet de colbnias obtido diretamente das placas com culturas em
agar Columbia Columbia Blood Agar Base (Acumedia, Lansing, Michigan). O DNA
foi analisado através da técnica de multiplex PCR para identificagdo das espécies
C. jejuni e C. coli, de acordo com protocolo descrito por HARMON et al. (1997).
Foram utilizados dois pares de primers: par pg 3/pg 50, que amplificam uma
regido altamente conservada relacionada aos genes da flagelina, tanto em C.
jejuni como em C. coli, e o par C-1/C-4, que amplificam uma regido especifica
somente presente em C. jejuni. Cada reacao teve um volume final de 25 pL.
Foram utilizados 12 puL de Master Mix (Promega, Madison, Wisconsin, USA), 2 pL
(20 pmol) de cada primer, 1 pL de DNA (na concentracao de 5nmol/uL) e 4 pL de
dgua para completar o volume da reagdo. A amplificacdo foi realizada em
termociclador TC-3000 (Techne) com o seguinte programa: desnaturacao inicial
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de 94°C por 4 min, seguido de 25 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 min,
anelamento dos primers a 45°C por 1 min, extensdo a 72°C por 1 min e extensao
final a 72°C por 7 min. Como controle positivo, foi utilizada a cepa de C. jejuni
ATCC 33291 e a cepa C. coli CCAMP1003, gentilmente cedida pelo setor de
Campylobacter do Instituto Oswaldo Cruz do Rio de Janeiro. Para analise das
amplificac@es, foi utilizada a técnica de eletroforese em gel de agarose a 1,5%.
Para visualizagdo das bandas foi utilizado GelRed (Uniscience, Séo Paulo, Sao
Paulo, Brasil), um corante de acido nucleicos que emite fluorescéncia na
presenca de luz ultravioleta.

Apos a identificacdo da espécie, foi feita a pesquisa de genes de viruléncia
também através da técnica de multiplex PCR, de acordo com MARTINEZ et al.
(2006), utilizando primers especificos para 0os genes cdtA, cdtB e cdtC. Para um
volume final de 25 pL, foram utilizados 12 pL de Master Mix, 2 puL (20 pmol) de
cada primer e 1 pL (5 nmol/pL) de DNA. A amplificacao foi realizada com uma
desnaturacao inicial de 94°C por 5 min, seguida de 30 ciclos de desnaturagédo a
94°C por 1 min, anelamento a 57°C por 1 min, extensdo a 72°C por 1 min e
extensdo final a 72°C por 5 min. Para andlise do produto amplificado, foi utilizada
mesma técnica ja descrita anteriormente.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos dez isolados de amostras de frangos, oito eram C. jejuni e dois C. coli,
e dos quatro isolados de S. flaveola, trés foram identificados como C. coli e um
como C. jejuni. Todos isolados apresentaram 0s genes cdt e possuiam o0s trés
genes cdtA, cdtB e cdtC.

Resultados semelhantes foram obtidos por SILVA et al. (2014), que
identificaram os genes cdt em 33/35 (91,7%) isolados de C. jejuni de fezes de
frango. Nesse estudo, os autores também identificaram a presenca dos genes cdt
de C. jejuni isolados de produtos de frangos e fezes de humanos. A patogenia da
campylobacteriose em humanos ainda ndo é bem conhecida, mas had uma
correlacédo entre a producédo de CDT e casos da doengca em humanos, sendo esta
toxina um dos fatores de viruléncia associado as infec¢cdes (VAN DEUN et al.,
2007). JAIN et al. (2008) demonstraram que as cepas de Campylobacter
produtoras de CDT apresentam alto poder de aderéncia, capacidade invasiva e
citotoxicidade. A maioria dos paises desenvolvidos tem programas de vigilancia
para Campylobacter e outras bactérias patogénicas transmitidas por alimentos.
Estabelecer programas semelhantes em paises em desenvolvimento poderia
colaborar para o controle da disseminacao da bactéria.

Ao contrario do que ocorre com 0s animais de producédo, o relato sobre
patdgenos de origem alimentar em aves silvestres sdo raros e bastante variaveis
guanto aos resultados, sendo este o primeiro relato de identificacdo dos genes cdt
em Campylobacter isolados desses animais.

4. CONCLUSOES

Campylobacter isolados de frangos e S. flaveola possuem os genes cdt,
indicando ser estas cepas potencialmente patogénicas.
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