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1. INTRODUÇÃO 
 

Campylobacter spp. é considerada a causa mais comum de gastroenterite 
bacteriana de origem alimentar em todo o mundo e a incidência das infecções em 
humanos tem aumentado constantemente há vários anos em quase todos os países 
desenvolvidos (WHO, 2011). No Brasil, os casos de campilobacteriose são 
subdiagnosticados e subnotificados, além do difícil acesso a dados epidemiológicos 
(ALVES; OLIVEIRA, 2013). Isso se deve, principalmente, a escassez de laboratórios 
que desenvolvem estudos com Campylobacter spp. e, por consequência, existem 
poucos dados sobre isolamento e caracterização do patógeno no país 
(FILGUEIRAS, 2012). 

A maioria dos casos de infecção por Campylobacter spp. em humanos é 
associada ao consumo de carne de aves crua ou mal cozida, ou pela contaminação 
cruzada para alimentos consumidos in natura (CDC, 2014). O grupo denominado 
termofílico contempla a maioria das espécies patogênicas para o homem. Dentre 
elas, C. jejuni e C. coli são as de maior importância em saúde pública, sendo C. 
jejuni a espécie mais envolvida em infecções em humanos e também, mais 
prevalente em aves (HUMPHREY et al., 2007).  

Segundo PARK (2002), grande parte da população de aves do mundo está 
contaminada com Campylobacter spp., refletindo em altos índices de isolamento em 
seus produtos comercializados em supermercados. Entretanto, apesar da sua 
importância como agente causador de doença de origem alimentar, há poucas 
informações sobre os níveis de contaminação em alimentos de origem avícola 
comercializados no Brasil (GRITTI et al., 2011). 

Por serem micro-organismos de difícil cultivo, isolamento e identificação, 
métodos alternativos, como os ensaios moleculares, têm sido amplamente 
utilizados. Entretanto, para garantir uma identificação correta de Campylobacter 
spp., muitas vezes é necessária uma combinação de marcadores fenotípicos e 
moleculares (WHO, 2013). 

Nesse contexto, é de fundamental importância que sejam desenvolvidos 
estudos relacionados à detecção de Campylobacter spp. em alimentos de origem 
avícola, associando a metodologia convencional às técnicas moleculares, a fim de 
garantir a identificação precisa desses micro-organismos. Assim, o objetivo deste 
estudo foi identificar genotipicamente Campylobacter termófilos isolados de frangos 
resfriados comercializados no sul do Rio Grande do Sul. 



 

 
2. METODOLOGIA 

 
Foram analisados 129 isolados de Campylobacter termófilos, previamente 

identificados através de métodos fenotípicos como C. jejuni (119/129) e C. coli 
(10/129), oriundos de amostras de frangos resfriados comercializados no sul do Rio 
Grande do Sul. 

A confirmação molecular dos isolados foi realizada através da Polymerase 
Chain Reaction (PCR), utilizando primers e condições previamente descritos 
(JOSEFSEN et al., 2004), com objetivo de amplificar uma sequência de 287 pares 
de bases (pb) do gene 16S rRNA de C. jejuni, C. coli e C. lari. Para a diferenciação 
entre as espécies C. jejuni e C. coli, utilizou-se o protocolo de Multiplex PCR (mPCR) 
adaptado de MACKIW et al. (2012), obtendo-se um produto de 773pb para C. jejuni 
e 364pb para C. coli. Os primers utilizados nas reações estão descritos na Tabela 1. 
 

Tabela 1 - Primers utilizados para confirmação molecular e diferenciação de 
espécies termófilas de Campylobacter. 

Primer 
Espécie 

alvo 
Sequência (5’  →   3’) 

Produto 
(pb) 

Referência 

OT1559(F) C. jejuni 
C. coli 
C. lari 

CTGCTTAACACAAGTTGAGTAGG 
287 

JOSEFSEN et 
al. (2004) 18-1(R) TTCCTTAGGTACCGTCAGAA 

Cc(F) 
C. coli 

AGGCAAGGGAGCCTTTAATC 
364 

MACKIW et 
al. (2012) Cc(R) TATCCCTATCTACAAATTCGC 

Cj(F) 
C. jejuni 

CATCTTCCCTAGTCAAGCCT 
773 

MACKIW et 
al. (2012) Cj(R) AAGATATGGCACTAGCAAGAC 

F = forward; R = reverse. 

Utilizou-se o DNA das cepas de referência C. jejuni ATCC 33291, C. coli 
CAMPY 1003, C. lari NCTC 11352 e Salmonella Enteritidis ATCC 13076 como 
controles positivo e negativo, além de água ultrapura para controle da reação. Os 
produtos amplificados foram separados através de eletroforese em gel de agarose 
1,5% e visualizados em fotodocumentador. 

Para verificar se existiam diferenças significativas entre as espécies de 
Campylobacter identificadas genotipicamente, foi realizada uma análise de variância 
(ANOVA), seguida do teste de Fisher ao nível de significância de 5%, utilizando o 
software Statistica 7.0 (StartSoft, Inc. 1984-2004). 

 
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
Todos os isolados (n=129) foram confirmados como Campylobacter spp., 

sendo pertencentes ao grupo termofílico devido à amplificação de um fragmento de 
287pb do gene 16S rRNA de C. jejuni, C. coli e C. lari. 

A partir da mPCR, foi possível identificar 92,25% (119/129) dos isolados como 
C. jejuni e 9,30% (12/129) dos isolados como C. coli. Esse resultado difere do 
encontrado na identificação fenotípica devido à detecção de cultura mista, ou seja, 
presença simultânea de C. jejuni e C. coli, em dois isolados. 



 

Verificou-se que houve diferença significativa entre as espécies de 
Campylobacter identificadas (p < 0,05), sendo C. jejuni significativamente mais 
detectada que C. coli através dos testes genotípicos (p < 0,05, Figura 1). 

 

 
Figura 1. Espécies de Campylobacter identificadas através de testes genotípicos. C. 

jejuni: Campylobacter jejuni; C. coli: Campylobacter coli. 
 
CARVALHO (2009), analisando amostras de sobrecoxas de frango resfriadas 

comercializadas em São Paulo, obteve 13 isolados de Campylobacter spp., sendo 
30,77% dos isolados identificados como C. jejuni e 69,23% como C. coli através dos 
testes fenotípicos. Entretanto, através da genotipagem realizada por PCR, verificou-
se uma alteração na ocorrência dessas espécies, identificando-se 81,25% dos 
isolados como C. jejuni e 18,75% como C. coli, demonstrando a importância da 
confirmação genotípica de isolados de Campylobacter spp. De acordo com o autor, 
o uso exclusivo de testes fenotípicos para identificação de espécies de 
Campylobacter spp. é limitado devido a ocorrência de isolados com reação atípicas 
nos testes fenotípicos, sendo necessária a utilização conjunta dos testes genotípicos 
confirmatórios para a identificação correta. 

De modo semelhante, KOLACKOVA; KARPISKOVA (2005) realizaram um 
estudo comparando métodos fenotípicos e genotípicos para identificar espécies 
termofílicas de Campylobacter de origem alimentar e humana, utilizando 911 
isolados. Com base na técnica de PCR, 85,1% das amostras foram identificadas 
como C. jejuni, 12,5% como C. coli e 2,3% como culturas mistas de C. jejuni e C. 
coli. Os autores constataram que 28,5% dos isolados não foram identificados 
corretamente pelos métodos convencionais. Além disso, a detecção das culturas 
mistas somente foi possível através da PCR. 

 
4. CONCLUSÕES 

 
 A identificação genotípica de Campylobacter termófilos isolados de frangos 
resfriados, comercializados no sul do Rio Grande do Sul, através da PCR, mostrou-



 

se eficiente e confiável para a confirmação de isolados previamente identificados 
pelos métodos fenotípicos. Além disso, foi possível detectar culturas mistas, não 
identificadas pelos métodos convencionais de isolamento. 
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