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RESUMO

A Campilobacteriose é a zoonose mais notificada em paises desenvolvidos, sendo
Campylobacter jejuni o agente etiolégico mais frequente e o consumo da carne de aves um
importante factor de risco.

A analise dos polimorfismos dos fragmentos de restricdo do gene flaA de 112 isolados
de C. coli e 67 de C. jejuni, obtidos de frangos de abate, em Portugal, durante o estudo
nacional de prevaléncia de Campylobacter (Decisdo da Comissdo 2007/516/EC), gerou 11
perfis de restricdo com Hinfl (indice de diversidade Simpson; D=0,62) e 48 perfis com Ddel
(D=0,89), evidenciando elevada variabilidade genética e ampla distribuicdo geografica dos
gendtipos prevalentes.

A comparacdo dos biofilmes formados por isolados de C. jejuni e C. coli em
poliestireno, vidro e ago inoxidavel, sugeriu, ainda, que o crescimento em biofilme podera
promover a sobrevivéncia destas bactérias em diferentes superficies e condi¢des de stresse

ambiental, favorecendo a persisténcia ao longo da cadeia de processamento alimentar.



Characterization of Campylobacter jejuni and Campylobacter coli isolates
obtained from broilers caeca, in Portugal, in the framework of a

prevalence community study

Genotyping and elucidation of biofilm growth associated determinants

ABSTRACT

Campylobacteriosis is the most notified zoonosis in developed countries,
Campylobacter jejuni being the most frequent etiological agent and poultry meat consumption
representing an important risk factor.

Restriction fragment length polymorphism analysis of the flaA gene (flaA-RFLP) of 112
C. coli and 67 C. jejuni isolates, obtained in Portugal from a nationwide survey of
Campylobacter prevalence in broilers at slaughter (in the framework of the Commission
Decision 2007/516/EC), yielded 11 flaA-RFLP patterns using Hinfl (Simpson diversity index,
D=0.62) and 48 flaA-RFLP patterns with Ddel (D=0.89), evidencing the high genetic variability
of the isolates and the wide geographical distribution of the prevalent genotypes.

The comparison of the biofilms formed by C. jejuni and C. coli isolates in polystyrene,
glass and steel suggested that biofilm associated growth may promote bacterial survival on
different surfaces and environmental stress conditions, favoring persistence throughout the

food processing chain.
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Introdug¢do, Organizagdo e Objectivos da Dissertag¢do

INTRODUGAO, ORGANIZACAO E OBJECTIVOS DA DISSERTACAO

Alguns dos microrganismos pertencentes ao género Campylobacter, particularmente
Campylobacter jejuni, sdao, actualmente, considerados responsdveis pela grande maioria das
infeccdes entéricas zoondticas que ocorrem a escala mundial (FAO/WHO, 2009). A incidéncia
de campilobacteriose humana, bem como a morbilidade e possiveis sequelas associadas,
contribuem para um consideravel impacto destes microrganismos, ndo s6 a nivel social mas
também econdmico. No entanto, esse impacto tem, por vezes, sido subestimado, devido a
maior importancia atribuida a outros agentes patogénicos que, tradicionalmente, se
consideram associados a surtos de doencas de origem alimentar, como por exemplo
Salmonella spp. (EFSA, 2011).

A epidemiologia das infeccdes humanas causadas por Campylobacter ndo é, ainda,
muito clara. Acresce que, apesar de ubiquos na Natureza, os microrganismos incluidos no
género Campylobacter apresentam necessidades de crescimento muito particulares. Apesar da
sua aparente susceptibilidade in vitro, as bactérias do género Campylobacter conseguem
resistir a exposicdo a variadas condicOes de stresse ambiental e de, ainda assim, causar doenca
em humanos. E, assim, essencial elucidar os mecanismos utilizados por estas bactérias para
sobreviver ao longo da cadeia de producdo/processamento de alimentos e reunir evidéncias
qgue permitam responder a algumas questdes cruciais que, certamente, contribuirdo para uma

melhor prevencado e controlo da campilobacteriose:

e De entre o leque alargado de possiveis reservatdrios, quais os que efectivamente
contribuem para a transmissdo de Campylobacter spp. ao Homem?

e Existe uma associacdo regular entre os gendtipos de estirpes isoladas a partir de
diferentes hospedeiros/matrizes?

e Uma estirpe com o mesmo gendtipo pode apresentar uma variacdo do potencial
patogénico em diferentes hospedeiros?

e Quais os mecanismos subjacentes a capacidade de sobrevivéncia de Campylobacter

spp. em condi¢Ges ambientais hostis?

O presente trabalho teve como primeiro objectivo caracterizar a nivel genotipico um
conjunto de isolados de Campylobacter jejuni e Campylobacter coli que sdo as espécies que,
maioritariamente se relacionam com os casos de campilobacteriose humana. Estes isolados

foram obtidos de cecos de frangos, em 2008, no ambito da Decisdo da Comissdo 2007/516/EC,
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adoptada com base em estudos dos quais resultaram, entre outros, dados relativos a
incidéncia da campilobacteriose humana em diversos Estados-Membro, e a importancia da
carne de frango como factor de risco predominante na transmissao do agente patogénico ao
Homem. Em Portugal, o estudo de prevaléncia de Campylobacter spp. em bandos e carcacas
de frangos foi realizado pela Direccdo Geral de Veterindria, com o apoio laboratorial do
Laboratério Nacional de Referéncia, INRB-LNIV.

O segundo objectivo da presente dissertacdo consistiu em avaliar, para um conjunto
restrito dos isolados de campo genotipados, seleccionados com base no seu fendtipo de
resisténcia a ciprofloxacina e eritromicina, a capacidade de formacdo de biofilmes como um
dos possiveis mecanismos responsaveis pela sua persisténcia na cadeia de producdo alimentar.
Os ensaios tiveram lugar em diferentes superficies abidticas e condigdes ambientais com o
objectivo de se aferir quais as condi¢Ges que propiciam o crescimento em biofilme e visando
abrir caminho para, em futuros trabalhos, se identificar os determinantes moleculares
envolvidos nas etapas essenciais a formagdo de biofilmes em C. jejuni e C. coli.

No que diz respeito a organizacdo da dissertacdo, é apresentada, em primeiro lugar,
uma sintese das principais caracteristicas dos microrganismos pertencentes ao género
Campylobacter consideradas relevantes no contexto do presente estudo, abordando-se
também aspectos relacionados com a sua capacidade de sobrevivéncia em ambiente
desfavoravel, nomeadamente na cadeia de processamento alimentar. E detalhado o seu
impacto na Saude Publica e sdo também apresentados os principais métodos usados na sua
caracterizacdo fenotipica e molecular. Em seguida, sdo descritos os aspectos metodoldgicos
considerados no desenvolvimento experimental do trabalho. Sucede-se o capitulo onde se
descrevem e discutem os resultados obtidos relativamente a caracterizacdo genotipica e
fenotipica (crescimento em biofilme) dos isolados. Por fim, as evidéncias obtidas neste
trabalho, bem como as limitagdes das metodologias usadas, sdo, no capitulo da discussao final,
interpretadas e discutidas a luz do seu significado biolégico e epidemiolégico, sugerindo-se

novas questdes e abordagens a serem desenvolvidas em trabalhos futuros.
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1. Introducao Geral

1.1. Género Campylobacter

1.1.1. Taxonomia e filogenia
1.1.1.1. Resenha histodrica

Os microrganismos pertencentes ao género Campylobacter foram, durante muito
tempo, incluidos equivocamente no género Vibrio (On, 2005). Até 1973, as descri¢cbes de
algumas formas vibridides que hoje se consideram pertencer ao género Campylobacter
estavam essencialmente associadas a problemas reprodutivos em bovinos e ovinos, sendo que
a primeira referéncia conhecida nesse ambito resultou do trabalho de McFadyean e Stockman.
Em 1913, estes dois médicos veterinarios referiram o isolamento frequente de uma bactéria
desconhecida, de forma vibridide, semelhante a Vibrio, a partir de fetos abortados de ovelhas
(McFadyean & Stockman, 1913 citado por Butzler, 2004). Mais tarde, em 1919, depois de
investigar abortos infecciosos em bovinos, Smith isolou uma forma bacilar espirilada e assumiu
tratar-se da bactéria anteriormente referida por McFadyean e Stockman, propondo,
juntamente com Taylor, chamar-lhe Vibrio fetus (Smith & Taylor, 1919 citado por Butzler,
2004).

Em 1931, Jones e Little atribuiram a enterite de bovinos a uma bactéria vibridide, a
qual chamaram Vibrio jejuni (Jones & Little, 1931 citado por Wassenaar & Newell, 2006) e, em
1944, uma bactéria semelhante (Vibrio coli) foi associada por Doyle a disenteria em suinos
(Doyle, 1948 citado por Wassenaar & Newell, 2006).

S6 a partir de meados dos anos 40 se comeca a associar Campylobacter a infeccoes
humanas (Levy, 1946 citado por Wassenaar & Newell, 2006; Vinzent et al., 1947 e King, 1957
citados por Butzler, 2004), existindo, no entanto, evidéncias do seu envolvimento em enterites
humanas ha mais de 100 anos. De facto, em 1886, jd Escherich tinha observado
microscopicamente organismos com morfologia espiral, ndo cultivaveis, isolados a partir de
fezes de criangas que morreram de disenteria, na altura denominada de cholera infantum
(Percival et al., 2004; Wassenaar & Newell, 2006). De acordo com a literatura, pensa-se que
esta terd sido a primeira observagdo de microrganismos pertencentes ao género
Campylobacter (Kist, 1986).

Em 1957, num dos seus estudos, King descreveu o isolamento de microrganismos a
partir de humanos infectados que, apesar de semelhantes a outros vibridides, possuiam
caracteristicas bioquimicas e antigénicas particulares e, para diferencia-los, denominou-os

related Vibrio (King, 1957 citado por Butzler, 2004).
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Constata-se, assim, que a taxonomia das bactérias do género Campylobacter foi,
durante muito tempo, pouco clara, o que se deve, essencialmente, ao facto de as classificacdes
taxondmicas serem, até meados dos anos 60, baseadas sobretudo na avaliacdo de
caracteristicas fenotipicas, tais como a morfologia celular, requisitos para o crescimento,
testes bioquimicos e testes imunoldgicos (On, 2005). Até 1963, o género Vibrio incluia
bactérias que apresentavam morfologia curva/espiral semelhantes a do agente responsavel
pela célera mas, ja na altura, se denotava uma grande variabilidade dentro do género (On,
2005). Em 1963, Sebald & Véron demonstram que V. fetus e V. bubulus eram
consideravelmente diferentes de outras espécies incluidas no género Vibrio, devido ao seu
metabolismo ndo fermentativo e baixo conteddo G+C do DNA gendmico, propondo, pela
primeira vez, a criacao do género Campylobacter (Sebald & Véron, 1963 citado por On, 2005).
Desde essa altura, a taxonomia de Campylobacter modificou-se, mas s6 dez anos mais tarde,
com o estudo taxondmico detalhado de Véron & Chatelain (1973), se conseguiu uma maior
aceitacdo do género entre os membros da comunidade cientifica.

Devido ao atraso e dificuldade em se restruturar a taxonomia de Campylobacter spp.,
a sua prevaléncia e relevancia em infec¢des humanas mantiveram-se, durante décadas, pouco
esclarecidas. Até ao final dos anos 60 apenas tinham sido reportados na literatura doze casos
de infeccdo por Campylobacter spp. (related Vibrio) em humanos (revisto por Dekeyser et al.,
1972 e Butzler, 2004), no entanto, nos seus estudos, King (King, 1957; King, 1962 citados por
Butzler, 2004) sugeriu que esta doenca infecciosa ndo seria tdo escassa como poderia parecer,
0 que mais tarde se veio comprovar. As infec¢gOes por bactérias do género Campylobacter s6
comecaram a receber o devido interesse no seio da comunidade cientifica apds os estudos de
Butzler et al. (1973) e Skirrow (1977), os quais sugeriam uma associa¢do frequente de
Campylobacter spp. a casos de diarreia em humanos. Outro dos factores que contribuiram
para este interesse tardio relaciona-se com a dificuldade de isolamento destes
microrganismos. Até a década de 70, o diagnéstico era feito a partir da andlise do sangue de
pacientes presumivelmente infectados. O passo crucial para o diagndstico destas bactérias
resultou do trabalho de Dekeyser e colaboradores, através do qual se conseguiram os
primeiros isolamentos de Campylobacter spp. a partir de amostras fecais humanas (Dekeyser
et al., 1972). Como consequéncia, nos anos seguintes, foram descritas varias espécies de

Campylobacter, sendo referido o seu isolamento a partir de uma grande variedade de fontes.

1.1.1.2. Considerag6es taxondmicas a luz do actual conhecimento
Até ao presente momento (Outubro de 2011), encontram-se descritas 32 espécies e 13

subespécies de Campylobacter (Tabela 1.1). No entanto, a realizacdo de estudos comparativos
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(p.e. hibridacGes DNA-DNA, andlise de padrdes proteicos, comparag¢do de sequéncias de RNA),
levou ao reposicionamento de vdrias espécies inicialmente classificadas no género
Campylobacter (Campylobacter pylori, Campylobater nitrofigilis, Campylobacter cinaedi,
Campylobacter  fennelliae, = Campylobacter  butzleri,  Campylobacter  cryaerophilus,
Campylobacter mustelae) que passaram a ser incluidas em grupos de bactérias
filogeneticamente relacionadas, nomeadamente nos géneros Arcobacter (Arcobacter
cryaerophilus, Arcobacter nitrofigilis, Arcobacter butzleri) e Helicobacter (Helicobacter pylori,
Helicobacter fennelliae, Helicobacter cinaedi, Helicobacter mustelae) (On, 2005; Wassenaar &
Newell, 2006).

Considerando que as espécies Campylobacter coli e Campylobacter hyoilei sdo
sinénimas (Vandamme et al.,, 1997; Vandamme & On, 2001), estdo, até ao presente,
englobadas no género Campylobacter 24 espécies, das quais quatro se dividem em duas
subespécies (Campylobacter fetus subsp. fetus, C. fetus subsp. venerealis, Campylobacter
hyointestinalis subsp. hyointestinalis, C. hyointestinalis subsp. lawsonii, Campylobacter jejuni
subsp. jejuni, C. jejuni subsp. doylei, Campylobacter lari subsp. concheus, C. lari subsp. lari).
Para a espécie Campylobacter sputorum, existem trés biovares descritos (C. sputorum bv.

sputorum, C. sputorum bv. faecalis, C. sputorum bv. paraureolyticus).

Tabela 1.1 - Lista de espécies e subspécies descritas para o género Campylobacter, de acordo
com Euzéby “List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature”. Disponivel em:

http://www.bacterio.cict.fr/c/campylobacter.html#r. Consultado a 29 de Outubro de 2011.

Espécie/Subespécie

Referéncia (s)

Campylobacter avium
Campylobacter butzleri
Campylobacter canadensis
Campylobacter cinaedi
Campylobacter coli

Campylobacter concisus
Campylobacter cryaerophilus
Campylobacter cuniculorum
Campylobacter curvus
Campylobacter fennelliae
Campylobacter fetus

Campylobacter fetus subsp. fetus

Campylobacter fetus subsp. venerealis

Campylobacter gracilis

Rossi et al., 2009
Kiehlbauch et al., 1991
Inglis et al., 2007
Totten et al., 1988
(Doyle, 1948) Véron & Chatelain, 1973;
Skerman, 1980
Tanner et al., 1981
Neill et al., 1985
Zanoni et al., 2009
(Tanner et al., 1984) Vandamme et al., 1991
Totten et al., 1988
(Smith & Taylor, 1919) Sebald & Véron,
1963; Skerman, 1980
(Smith & Taylor, 1919) Sebald & Véron,
1963
(Florent, 1959) Véron & Chatelain, 1973;
Skerman, 1980
(Tanner et al., 1981) Vandamme et al., 1995
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Espécie/Subespécie

Referéncia (s)

Campylobacter helveticus
Campylobacter hominis
Campylobacter hyoilei
Campylobacter hyointestinalis

Campylobacter hyointestinalis subsp. hyointestinalis
Campylobacter hyointestinalis subsp. lawsonii

Campylobacter insulaenigrae
Campylobacter jejuni

Campylobacter jejuni subsp. doylei
Campylobacter jejuni subsp. jejuni

Campylobacter lanienae
Campylobacter lari
Campylobacter lari subsp. concheus
Campylobacter lari subsp. lari
Campylobacter mucosalis
Campylobacter mustelae
Campylobacter nitrofigilis
Campylobacter peloridis
Campylobacter pylori
Campylobacter pylori subsp. mustelae
Campylobacter pylori subsp. pylori
Campylobacter rectus
Campylobacter showae
Campylobacter sputorum

Campylobacter sputorum subsp. bubulus

Campylobacter sputorum subsp. mucosalis
Campylobacter sputorum subsp. sputorum

Campylobacter subantarcticus
Campylobacter upsaliensis

Campylobacter ureolyticus

Campylobacter volucris

Stanley et al., 1993
Lawson et al., 2001
Alderton et al., 1995
Gebhart et al., 1985; On et al., 1995
Gebhart et al., 1985; On et al., 1995
Onetal., 1995
Foster et al., 2004
(Jones et al., 1931) Véron & Chatelain,
1973; Skerman, 1980
Steele & Owen, 1988; Vandamme & On,
2001
(Jones et al., 1931) Véron & Chatelain,
1973; Howey et al., 1990
Logan et al., 2000
Benjamin et al., 1984
Debruyne et al., 2009
Benjamin et al., 1984; Debruyne et al., 2009
(Lawson et al., 1981) Roop et al., 1985
(Fox et al., 1988) Fox et al., 1989
McClung et al., 1983
Debruyne et al., 2009
Marshall et al., 1985
Fox etal., 1988
Marshall et al., 1985; Fox et al., 1988
(Tanner et al., 1981) Vandamme et al., 1991
Etoh et al., 1993
(Prévot, 1940) Véron & Chatelain, 1973;
Roop et al., 1986; On et al., 1998;
Vandamme & On, 2001
(Florent, 1953) Véron & Chatelain, 1973;
Skerman, 1980
Lawson et al., 1981
(Prévot, 1940) Véron & Chatelain, 1973;
Roop et al., 1986
Debruyne et al., 2010
Sandstedt & Ursing, 1991
(Jackson & Goodman, 1978) Vandamme et
al., 2010
Debruyne et al., 2010

Os géneros Campylobacter, Arcobacter e Sulfurospirillum formam a familia

Campylobacteraceae. Estes géneros formam ainda um grupo filogeneticamente diverso
referido por superfamilia rRNA VI ou Epsilobacteria (On, 2005). Na Figura 1.1 estd
representada uma 4darvore filogenética da familia Campylobacteraceae e de bactérias
relaccionadas, construida com base na similaridade das respectivas sequéncias nucleotidicas

do gene rDNA 16S.
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.
Sulfurospirillum arcachonense DSM 9755 (Y11561)

1% iy . T
—— Sulfurospirillum cavolei Phe91 (AB246781)

Sulfurospirillum barnesii SES-3 (AF03884§)
Sulfurospirillum deleyianum SpiriITIum 5157 (Y13671)
s Sulfurospirillum multivorans K (X82931)

I:Sulfurospirillum halorespirans PCE—MZT (AF218076)
“Candidatus Arcobacter sulfidicus” (AY035822)
L Arcobacter butzleri ATCC 49616T (AY621116)

Arcobacter cibarius LMG 21996T (AJ607391)
Arcobacter skirrowii CCUG 10374T ( L1T4625)
Arcobacter cryaerophilus CCUG 178T01 (L14624)
Arcobacter nitrofigilis CCUGT15893 (L14627)
Arcobacter halophilus LA31B (AF513455)
Campylobacter hyointestinalis subspT. lawsonii CHY 5T (AF097685)
Campylobacter lanienae NCTC 13004 (AF043425)

{ESulfurospirillum sp. DSM 806 (ATF144694)

;
Campylobacter hyointestinalis subsp. hyointestinalis NCTC 11608 (AF097689)
Campylobacter fetus subsp. fetus ATCC 27374 (L04314)

T
Campylobacter fetus subsp. venerealis ATCC 19438 (L14633)
Campylobacter canadensis L266 (EF621894)

Campylobacter upsaliensis CCUG 149T13T (L14628)

Campylobacter helveticus NCTC 12470 (U03022)

Campylobacter coli CCUG 11283T (L04312)

Campylobacter lari CCUG 23947T (L043 16)T

Campylobacter insulaenigrae NCTC 12927 (AJ620504)

Campylobacter jejuni subsp. doylei CCUG 24567T (L14630)

Campylobacter jejuni subsp. jejuni CCUG 11284T (L04315)

Campylobacter mucosalis CCUG 68T22 (L0O6978)
Campylobacter concisus ATCC 33237T (L04322)
Campylobacter curvus ATCC 35224 (L04313)

"_E Campylobacter showae CCUG 30254T (DQ174155)

Campylobacter rectus ATCC 33238T (L04317)

T
Campylobacter gracilis ATCC 33236 (L04320)
Campylobacter sputorum biovar paraureolyticus BU 112B (AF022768)

Campylobacter sputorum biovar faecalis LMG 6617 ; (AF550637)
Campylobacter sputorum biovar sputorum LMG 7795  (DQ174149)
T
Bacteroides ureolyticus ATCC 33387 (L04321)

.
Campylobacter hominis NCTC 13%[46 (AJ251584)
Nitratifractor salsuginis E9137-1 (AB175500)

T

Thioreductor micantisoli BKB25Ts-Y (AB175498)
T

m ——— Nitratiruptor tergarcus M155-1 (AB175499)

B
Nautilia lithotrophica 525 (AJ404370)
Caminibacter hydrogeniphilus AM1116  (AJ309655)

_iCaminibacter mediatlanticus TB-2' (AY691430)
Sulfurimonas denitrificans DSM 1251T (L40808)
{Sulfurimonas autotrophica OTK 10T (AB088431)
Helicobacter pylori ATCC 43504 (U01330)
_|: Wolinella succinogenes ATCC 29543T (M88159)

Figura 1.1 - Arvore filogenética da familia Campylobacteraceae e de bactérias relacionadas,

construida com base na percentagem de similaridade do gene rDNA 16S. Retirado de

Debruyne et al. (2008).
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1.2. Caracteristicas gerais
As bactérias pertencentes ao género Campylobacter sdo de Gram negativo, ndo

esporulantes, inserindo-se na subdivisdo Epsilon do grupo das proteobactérias (Wassenaar &

Newell, 2006).

1.2.1. Morfologia

Em termos morfoldgicos, estas bactérias sdo caracterizadas por formas bacilares
delgadas (0,2 — 0,8 um de espessura) e pequenas (0,5 - 5,0 um) que assumem estruturas
curvas ou helicoidais (Fig. 1.2). Em culturas envelhecidas ou expostas a situagGes de stresse
ambiental, as células podem assumir uma forma esférica ou cocoide (Fig. 1.3) (Park, 2002;
Snelling et al., 2005; Wassenaar & Newell, 2006; Humphrey et al., 2007). Geralmente, estes
microrganismos possuem uma mobilidade do tipo “saca — rolhas” impulsionada por um flagelo
polar numa ou em ambas as extremidades das suas células (Figs. 1.2 e 1.3). As Unicas
excepgdes sao, Campylobacter gracilis que ndao é moével e Campylobacter showae que possui
multiplos flagelos (Wassenaar & Newell, 2006; Silva et al., 2011).

A morfologia das coldnias de Campylobacter pode variar em meio sélido. Em mCCD
agar, as coldnias caracteristicas de Campylobacter apresentam, normalmente, uma coloragdo
acinzentada, muitas vezes com um brilho metalico, sdo achatadas, com aspecto himido e
tendéncia para se espalhar (que diminui com a utilizacdo de superficies de agar mais secas). Ao
microscopio Optico, sdo observados bastonetes com morfologia curva/espiral (1S010272-

1:2006).

b
1
C. jejuni com um flagelo .
unicoem cada extremidade

da célula (bipolar)

Forma espiral

ASM MicrobeLibrary.org © LaGier, Pratt and Threadgill
Figura 1.2 - Micrografia de varrimento electrénico de C. jejuni. Adaptacdo de imagem
disponivel em: http://archive.microbelibrary.org/ASMOnly/Details.asp?ID=2734. Consultado a
30 de Outubro de 2011.
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Figura 1.3 - Micrografia de transmissdo electrénica de células de C. jejuni, mostrando uma
célula com forma espiralada vibridide e outra com forma cocoide. A barra representa 0,5 um.

Retirado de NG Lai-King et al. (1985).

1.2.2. Regquisitos de crescimento

As bactérias pertencentes ao género Campylobacter sdo geralmente microaerofilicas,
o que significa que, para crescerem, necessitam de um ambiente atmosférico especifico,
constituido por, aproximadamente, 10% de CO, e 5% de O, (Wassenaar & Newell, 2006;
Humphrey et al., 2007). Algumas também conseguem crescer em condi¢cdes anaerdbias (C.
gracilis, C. hyointestinalis, C. showae e C. sputorum bv. fecalis) e outras (Campylobacter
consisus, C. mucosalis, C. rectus, C. curvus, C. showae e C. gracilis) usam H, e/ou fumarato
como aceitador(es) final(is) de electrées. (Wassenaar & Newell, 2006).

No que diz respeito a temperatura de crescimento, estes microrganismos sao
classificados como termofilicos, uma vez que, em laboratdrio, apenas conseguem crescer
numa gama estreita de temperaturas que pode variar entre 30°C e, aproximadamente, 46°C. A
temperatura éptima de crescimento estd compreendida de 37°C a 42°C (Humphrey et al.,

2007).

1.2.3. Organizac¢do do genoma

Em 2000, foi publicada a primeira sequéncia completa do genoma da estirpe
Campylobacter jejuni NCTC 11168 (Parkhill et al., 2000). Esta data marcou a entrada da
investigacdo em Campylobacter na era pds-gendmica, contribuindo para aprofundar o
conhecimento do género Campylobacter que, a data, era baseado puramente em dados

microbioldgicos e epidemioldgicos. A estirpe C. jejuni NCTC 11168 possui um cromossoma
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circular de aproximadamente 1,64 Mb, com um baixo conteiddo G+C (30,6%), que
presumivelmente codifica 1654 proteinas (Parkhill et al., 2000). Por comparagdo com os
mecanismos que se conhecem para outros microrganismos patogénicos, os dados emergentes
da sequenciacdo do genoma revelaram poucos meios através dos quais o microrganismo
pudesse gerar diversidade genética. N3ao existe evidéncia da existéncia de transposodes,
sequéncias de insercdo, sequéncias associadas a fagos, existindo muito poucas repeticdes.
Foram, no entanto, encontradas regides hipervariaveis (sequéncias homopoliméricas,
constituidas maioritariamente por citosina ou guanina), responsaveis pela sintese de
lipooligossacdridos, polissacaridos extracelulares e pela modificacdo flagelar (Parkhill et al.,
2000).

Apesar dos dados retirados da analise in silico do genoma de C. jejuni NCTC 11168 ndo
indiciarem sinais de contribuicdo para a diversidade genética, sabe-se que este microrganismo
é naturalmente competente, podendo ocorrer uma elevada taxa de recombinacdo. A
genotipagem de isolados por MLST tem revelado que a troca horizontal de material genético
intra e inter-espécie é comum, tendo sido proposto que a populacdo de C. jejuni apresenta
uma fraca estrutura clonal (Dingle et al., 2001). Os rearranjos do seu genoma resultantes da
elevada plasticidade genética, devida essencialmente a recombinag¢des intramoleculares de
grandes sequéncias genémicas, também parecem contribuir para a diversidade genética dos
isolados (Wassenaar & Blaser, 1999; de Boer et al., 2002). A utilizacdo de outros métodos
moleculares de tipagem, nomeadamente, ribotipagem, PFGE, microarrays de DNA e
metodologias baseadas na técnica de PCR (p.e. AFLP, RAPD) tem também confirmado a
diversidade genética dos isolados de Campylobacter (Wassenaar & Newell, 2000; Dorrell et al.,

2001; Fitzgerald et al., 2005; Klena & Konkel, 2005).

1.2.4. Metabolismo energético

As bactérias do género Campylobacter s3o consideradas assacaroliticas, ndo
conseguindo metabolizar hidratos de carbono, o que se explica pela auséncia no genoma de
um gene codificante da enzima 6-fosfofrutocinase que cataliza uma das reacgdes chave da
glicdlise (Parkhill et al., 2000). No entanto, a sequencia¢do do genoma da estirpe C. jejuni NCTC
11168 permitiu verificar a existéncia de outros genes que codificam para enzimas da via
comum da glicélise (Embden-Meyerhof), nomeadamente a enzima frutose-1,6-bifosfatase, o
que sugere que esta via pode funcionar na gluconeogénese (Kelly, 2005). Assim, C. jejuni
necessita de realizar a gluconeogénese para gerar polissacaridos derivados da glucose,
podendo incorporar produtos finais da glicdlise, como o piruvato, no ciclo do acido citrico

através de reacgGes anaplerdticas (Gaynor et al., 2004; Kelly, 2005).
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Com base na analise da sequéncia do genoma de C. jejuni NCTC 11168, verifica-se
ainda que o numero de sistemas de transporte de hidratos de carbono é reduzido,
predominando os sistemas para transporte de aminoacidos e acidos organicos (Kelly, 2005).
Pensa-se, entdo, que o metabolismo energético destes microrganismos esteja dependente da
disponibilidade de aminodacidos livres ou cetoacidos libertados pelo hospedeiro ou pela flora
microbiana intestinal (Lee & Newell, 2006 citado por Hofreuter et al., 2008).

O ciclo do &cido citrico gera compostos que sdo utilizados no metabolismo de
aminoacidos, fornecendo simultaneamente uma fonte de energia através da geracdo de
intermedidrios que sdo utilizados na cadeia de transporte electrénico. A andlise do genoma
sequenciado de C. jejuni indica a capacidade de realizagdo de um ciclo do 4acido citrico
completo, no entanto, para além da informacgdo resultante da analise da sequéncia gendmica e
de alguns estudos de actividade enzimatica, pouco se sabe acerca do ciclo do acido citrico
neste microrganismo (Parkhill et al., 2000; Gaynor et al., 2004; Kelly, 2005). Sabe-se ainda que
C. jejuni apresenta uma cadeia respiratdria altamente complexa, com uma grande variedade
de dadores e aceitadores de electrdes, que lhe permitird a realizacdo de respiracdo aerdbia e
anaerdbia (Kelly, 2005). Esta propriedade estara, muito provavelmente, na base da capacidade
de colonizacdo dos tractos gastrointestinais de varios hospedeiros e da resisténcia a condicdes

variadas de stresse ambiental (Kelly, 2005).

1.2.5. Ecologia e principais reservatorios

A mucosa intestinal de vérias aves e mamiferos selvagens e domésticos constitui o
principal habitat das espécies pertencentes ao género Campylobacter. Apesar dos seus
requisitos de crescimento incomuns, estes microrganismos sao, no entanto, considerados
ubiquos na Natureza, podendo ser encontrados nos mais variados nichos ecoldgicos
(Wassenaar & Newell, 2006). Em alguns casos, poderd verificar-se associacdo

espécie/hospedeiro (Tabela 1.2).

Tabela 1.2 - Lista de espécies pertencentes ao género Campylobacter e associacdo com

reservatério/origem e o desenvolvimento de doencga. Adaptado de Humphrey et al. (2007).

. . Reservatorio(s) Associacdo a doenga em:
Espécie . .
Conhecido(s) Humanos Animais
Suinos, Aves (incluindo as .
. ~ . Gastroenterite, .
C. coli de producgdo), Bovinos, L Gastroenterite
. Septicémia
Ovinos
. Doenga periodontal, Nenhuma até ao
C. concisus Homem .
Gastroenterite momento
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Espécie Reservatorio(s) Associagao a doenga em:
Conhecido(s) Humanos Animais
Doenga periodontal, Nenhuma até ao
C. curvus Homem .
Gastroenterite momento
Septicémia, .
. . P . Abortos espontaneos em
C. fetus subsp. fetus Bovinos, Ovinos Gastroenterite, Aborto, . .
. bovinos e ovinos
Meningite
. . s Infertilidade infecciosa
C. fetus subsp. venerealis Bovinos Septicémia .
em bovinos
- Doenga periodontal, Nenhuma até ao
C. gracilis Homem .
Empiema, Abcessos momento
. . Nenhuma até ao Gastroenterite canina e
C. helveticus Céaes, gatos .
momento felina

C. hyointestinalis
subsp. hyointestinalis
C. hyointestinalis subsp.
lawsonii

C. hyoilei

C. jejuni subsp. doylei

C. jejuni subsp. jejuni

C. lari

C. mucosalis
C. rectus

C. showae

C. sputorum bv. sputorum Homem, Bovinos, Suinos

C. sputorum bv. faecalis
C. upsaliensis
C. insulaenigrae

C. lanienae

C. hominis

Suinos, Bovinos, Hamsters .
! ! ! Gastroenterite

Veados
, Nenhuma até ao
Suinos
momento
, Nenhuma até ao
Suinos
momento
Gastroenterite,
Homem

Gastrite, Septicémia
Frangos de produgao, Gastroenterite,
Suinos, Bovinos, Ovinos, Septicémia, Meningite,
Caes, Gatos, Agua, Aves, Aborto, Proctite,
Vison-Americano, Coelhos, Sindrome de Guillain—

Insectos Barré (GBS)

Aves (incluindo as de
producdo), Agua, Ces,
Macacos, Cavalos, Focas

Gastroenterite,
Septicémia

Nenhuma até ao

Suinos

momento
Homem Doencga periodontal
Homem Doencga periodontal

Abcessos,
Gastroenterite
Nenhuma até ao
momento
Gastroenterite,
Septicémia, Abcessos
Nenhuma até ao

Ovinos, Touros
Caes, Gatos

Focas, Golfinhos

momento
. , Nenhuma até ao
Bovinos, Suinos, Humanos
momento
Gastroenterite em
Humanos individuos

imunocomprimidos

Enterite bovina e suina

Desconhecida

Enterite proliferativa em
suinos
Nenhuma até ao
momento

Gastroenterite, Hepatite
aviaria

Gastroenterite aviaria

Enterite necrética e lleite
em suinos
Nenhuma até ao
momento
Nenhuma até ao
momento
Nenhuma até ao
momento
Nenhuma até ao
momento
Gastroenterite canina e
felina
Nenhuma até ao
momento
Nenhuma até ao
momento

N. a.

N. a. - ndo aplicavel.

As espécies do género Campylobacter ja foram associadas a varios tipos de aves

marinhas (p.e. gaivotas) e corvideos (p.e. corvos, gaios).

Estes microrganismos sao

frequentemente detectados em fontes de d4gua natural, em estuarios e em ambientes
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marinhos, o que podera explicar o facto de as aves que se alimentam em ambientes aquaticos
possuirem uma maior carga microbiana por comparagdo com aves que se alimentam,
essencialmente, de matéria vegetal (Miller & Mandrell, 2005). A existéncia de Campylobacter
spp. no ecossistema aquatico constitui, inevitavelmente, uma das principais, sendo a principal,
via de dispersdo destes microrganismos no meio ambiente.

Campylobacter spp. tem também sido isolado de primatas, ungulados, felinos e
caninos selvagens, ursos, pandas, furées, ouricos, texugos, existindo também numa grande
variedade de roedores (Park, 2002; Miller & Mandrell, 2005). Existem também descri¢cdes de
Campylobacter associadas ao exoesqueleto de insectos (Altekruse et al., 1999). A presenca de
aves e roedores colonizados por Campylobacter em exploragdes pecudrias inicia um ciclo de
transmissdo horizontal entre as espécies selvagens e domésticas (Miller & Mandrell, 2005).
Para além dos mamiferos e aves selvagens, Campylobacter spp. consegue colonizar o tracto
gastrointestinal de varios tipos de animais domésticos, ndo s6 os animais destinados a
producdo de alimento (p.e. aves, suinos, bovinos, ovinos) mas também animais de estimacao
(p.e. cdes, gatos, hamsters). Na grande maioria dos casos, esta colonizacdo é assintomatica
(Miller & Mandrell, 2005). Ndo obstante o leque alargado de possiveis reservatérios atras
mencionados, Campylobacter tem sido maioritariamente associado as aves de producdo (p.e.
frangos, perus, patos). Estes microrganismos colonizam a camada mucosa do epitélio
intestinal, essencialmente no ceco, no intestino grosso e na cloaca estando, normalmente, ai
confinados (Park, 2002). Nos seus estudos, Shreeve e colaboradores (2000) analisaram o
contetdo cecal de frangos, verificando que com niveis de, pelo menos, 10'° UFCs por grama de
conteudo cecal, a colonizagdo deste tipo de hospedeiro se mantém assintomatica.

Em contraste, Campylobacter é considerado um agente patogénico zoondtico em
humanos, conduzindo, na maioria dos casos de coloniza¢do acidental, ao desenvolvimento de

doenca (Wassenaar & Blaser, 1999; Janssen et al., 2008).

1.3. Campylobacter spp. na cadeia de processamento alimentar
Campylobacter spp. pode ser isolado numa grande variedade de alimentos, entre os
quais carnes (frango, porco, vaca), leite, frutas e vegetais (principalmente, saladas embaladas)
(Zzhao et al., 2001; Humphrey et al., 2007; Hussain et al., 2007; Heuvelink et al., 2009;
Verhoeff-Bakkenes et al., 2011). O facto destes microrganismos persistirem ao longo da cadeia
de processamento alimentar é notavel, dada a especificidade dos requisitos necessdrios ao seu
crescimento, os quais fariam supor que, a primeira vista, Campylobacter fosse mais fragil do

gue os restantes microrganismos patogénicos entéricos.
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De todas as espécies pertencentes ao género Campylobacter, a espécie C. jejuni tem
sido associada a grande maioria dos casos de campilobacteriose humana (90%), seguida da
espécie C. coli. Sabe-se que o reservatério preferencial destas espécies corresponde ao tracto
gastrointestinal de aves e que a manipulacdo e consumo de carne de frango se sobrepdem
como factores de risco importantes na transmissao do agente patogénico ao Homem devido a
maior taxa de consumo deste alimento (Wingstrand et al., 2006; Humphrey et al., 2007; EFSA,
2010b; Dasti et al., 2010; Silva et al. 2011).

De acordo com o relatdério anual da AVEC (2011), o preco relativamente baixo e
competitivo da carne de aves, por comparacdo com outros tipos de carne, as qualidades
nutricionais, e a auséncia relativa de obstaculos culturais e religiosos ao seu consumo, sdo
factores que, cumulativamente contribuem para as elevadas taxas de consumo associadas. O
sector da carne tem-se ajustado nos ultimos anos aos desequilibrios de oferta e procura no
sector alimentar, tendo-se verificado que a oferta de carne de aves é a que permite uma
melhor resposta ao aumento da procura. Em termos da “pegada” de carbono e utilizacdo de
terreno por quilo de produto, os estudos demonstram que, por comparacdo com outras
espécies produtoras de carne (p.e. porco), a producdo de aves necessita de apenas metade do
terreno (m?/kg), tendo uma menor emissdo de CO, associada. Por estas razdes, tem-se
verificado uma téndencia para a mudanca do padrdo mundial de producdo de carne,
registando-se um aumento da producdo de carne de aves em detrimento das carnes de porco

e de vaca (Fig. 1.4) (AVEC, 2011).

Carne de Carne de Carne de
porco aves vaca
1990 2000 2010
21
% 29.6% 33.4%

42.7%

\ -

Figura 1.4 - Alteragdo do padrdao mundial de produgdao de carne ao longo de duas décadas.

44,2% 43,1%

N

Adaptado de AVEC (2011).

Em particular, na UE, tem-se verificado ao longo dos ultimos anos um aumento gradual
do consumo de carne, verificando-se uma mudanca da preferéncia, no passado, de carne de

bovinos e ovinos para, no presente, a carne de aves (Deviner, 2003). A avaliar pelos dados da
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AVEC e as tendéncias de consumo, estima-se que a carne de aves terd cada vez maior

facilidade em afirmar-se no mercado.

1.3.1. Prevaléncia de Campylobacter spp. em bandos e carcagas de frangos na Uniao

Europeia

Em 2008, realizou-se um estudo de prevaléncia de Campylobacter spp. em bandos de
frangos e de prevaléncia de Campylobacter spp. e Salmonella spp. em carcagas de frangos
(EFSA, 2010a). Este trabalho contou com a participacdo de 26 Estados-Membro da UE (com a
excepcdo da Grécia) e dois paises ndo pertencentes a UE (Suica e Noruega). Em todos os paises
participantes, verificou-se a deteccdo de Campylobacter spp., quer a partir dos bandos de
frangos [andlise de amostras preparadas a partir do conteido cecal de 10 frangos
provenientes da mesma exploracdo (seleccdo aleatéria a partir de um mesmo lote para
abate)], quer a partir das carcacas. No total dos paises em andlise, verificou-se uma
prevaléncia de 71,2% nos bandos de frangos e de 75,8% em carcagas contaminadas. Esta
prevaléncia variou consideravelmente entre os diferentes paises, tendo-se registado valores
compreendidos entre 2,0%, na Esténia, e de 100%, no Luxemburgo, para as amostras de
conteudo cecal (Fig. 1.5). Nas carcagas, os valores de prevaléncia variaram entre um minimo
de 4,9%, na Esténia, e um maximo de 100%, no Luxemburgo (Fig. 1.6) (EFSA, 2010a). Em
Portugal, os valores registados foram de 82,0% para o conteudo cecal e 70,2% para carcacas

contaminadas (EFSA, 2010a).
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— Repiblica Checa
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Hungria
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Dinamarca
Suécia
Finldndia
- MNeoruega
Esténia

Figura 1.5 — Legenda na pagina 16.
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Figura 1.5 - Prevaléncia de lotes de frangos colonizados por Campylobacter spp., por pais e ao
nivel da UE (linha tracejada). A mediana da prevaléncia ao nivel da Unido Europeia é de 57,1%
e é representada pela linha pontilhada. As linhas horizontais indicam os intervalos de
confianca 95% da prevaléncia. *A Grécia ndo participou no estudo, tendo participado ainda

dois paises que ndo pertencem a UE (Suica e Noruega). Adaptado de EFSA (2010a).
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Figura 1.6 - Prevaléncia de Campylobacter spp. em carcagas de frango contaminadas, por pais
e ao nivel da UE (linha tracejada). A mediana da prevaléncia ao nivel da UE é de 62,5% e é
representada pela linha pontilhada. As linhas horizontais indicam os intervalos de confianca
95% da prevaléncia. *A Grécia ndo participou no estudo, tendo participado ainda dois paises

qgue ndo pertencem a UE (Suica e Noruega). Adaptado de EFSA (2010a).

Em todos os paises participantes, isolou-se C. jejuni das amostras do conteldo cecal
com uma prevaléncia média de 40,6%, enquanto que a prevaléncia média de C. coli foi de
31,9%; as excepcOes foram a Estdnia, Finlandia, Suécia e Noruega onde esta espécie nao foi
detectada em cecos. No que diz respeito a andlise das carcacas, C. jejuni também foi detectado
na totalidade dos paises, com uma prevaléncia média de 51,0%; a espécie C. coli foi isolada de
carcagas na maioria dos paises, com uma prevaléncia de 35,5%, com a excepgdo dos paises
anteriormente referidos onde também ndo foi detectada. Os resultados apresentados
demonstram uma maior prevaléncia de isolamento da espécie C. jejuni relativamente a
espécie C. coli (Tabelas 1.3 e 1.4), estando em concordancia com o que tem vindo a ser
demonstrado na literatura (Jgrgensen et al., 2002; Pepe et al., 2009). No entanto, em alguns

paises, também se verificou a situagao inversa, com a predominancia do isolamento da espécie
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C. coli nos bandos de frangos (amostras cecais) (Bulgaria, Hungria, Italia, Luxemburgo, Malta,
Portugal e Espanha) e nas carcagas (Bulgaria, Irlanda, Italia, Luxemburgo, Malta, Espanha). Na

Tabela 1.5 encontra-se listada a distribuicdo de espécies identificadas em Portugal.

Tabela 1.3 - Frequéncia das espécies de Campylobacter isoladas a partir dos lotes de frangos

(analise do contetdo cecal) na UE* em 2008. Adaptado de EFSA (2010a).

Espécies de Numero de lotes Percentagem de lotes = Numero de paises nos
Campylobacter positivos nos quais se detectaram  quais se detectaram
detectadas nos lotes de espécies de espécies de
frangos Campylobacter® Campylobacter
(N=5.255")
C. jejuni 3.193 60,8 28
C. coli 2.180 41,5 24
Outras espécies 72 1,4 8
Campylobacter spp. (ndo
identificadas)
C. lari 12 0,2 5

* Participacdo de 26 Estados-Membro da UE, com a excep¢do da Grécia e a inclusdo de dois

paises que ndo pertencem a UE (Suica e Noruega).
® Percentagem de lotes de frangos que foram positivos para cada espécie de Campylobacter.

® Numero total de lotes de frangos, incluindo todos os lotes a partir dos quais se isolou, pelo

menos, uma espécie de Campylobacter.

Tabela 1.4 - Frequéncia das espécies de Campylobacter obtidas a partir de carcagas de frango

contaminadas na UE* em 2008. Adaptado de EFSA (2010a).

Espécies de Campylobacter Numero de carcagas Percentagem de carcagas Numero de paises nos

detectadas nas carcagas de nas quais se detectaram  quais se detectaram
frango espécies de espécies de
Campylobacter’ Campylobacter
(N=5.255")
C. jejuni 3.775 67,9 28
C. coli 2.191 39,4 24
Outras espécies 49 0,9 9
Campylobacter spp. (ndo
identificadas)
C. lari 15 0,3 7

* Participacdo de 26 Estados-Membro da UE, com a excepc¢do da Grécia e incluindo dois paises

gue ndo pertencem a UE (Suica e Noruega).

® Percentagem de carcagas de frango que foram positivas para cada espécie de Campylobacter.

® NGmero total de carcacas de frango, incluindo todas as carcacas a partir das quais se isolou,

pelo menos, uma espécie de Campylobacter.

17



Capitulo | — Introdug¢éo Geral

Tabela 1.5 - Frequéncia das espécies de Campylobacter obtidas a partir de carcagas
contaminadas e lotes de frangos colonizados (amostras cecais) em Portugal em 2008.
Adaptado de EFSA (2010a).

Espécies de Percentagem de lotes de Percentagem de
Campylobacter frangos nos quais se carcagas nas quais se
detectadas detectaram espécies de detectaram espécies de
Campylobacter’ Campylobacterb
(N=349°) (N=262°)
C. coli 61,6 53,8
C. jejuni 28,4 67,2
Outras espécies de 11,2 3,4
Campylobacter

® Percentagem de lotes de frango que foram positivos para cada espécie de Campylobacter.
b Percentagem de carcacas de frango que foram positivas para cada espécie de Campylobacter.

° Ndmero total de lotes de frango, incluindo todos os lotes a partir dos quais se isolou, pelo
menos, uma espécie de Campylobacter.

4 Numero total de carcacas de frango, incluindo todas as carcacas a partir das quais se isolou,
pelo menos, uma espécie de Campylobacter.

1.3.1.1. Factores de risco associados a coloniza¢ido de frangos/contaminacgdo de carcagas por
Campylobacter spp.

Relativamente ao estudo de prevaléncia de Campylobacter spp. em bandos de frangos
e em carcagas realizado, em 2008, na UE (EFSA, 2010a), as principais conclusdes foram:

Existe uma forte associagdo entre a contaminagdo de carcagas provenientes de lotes
de frangos colonizados. A probabilidade de as carcagas provenientes de lotes de frangos
colonizados por Campylobacter spp. estarem contaminadas é cerca de 30 vezes maior,
demonstrando também niveis de contamina¢do mais elevados. O risco de contaminag¢do das
carcacgas ou de colonizacdo dos lotes de frangos aumenta com o aumento da idade das aves
gue constituem o lote para abate (EFSA, 2010b).

Ill

Avaliando a varidvel “trimestre de amostragem” indicada neste estudo, verificou-se
que, para as amostragens realizadas no segundo, terceiro e quarto trimestres do ano, a
probabilidade de os lotes de frangos analisados estarem colonizados por Campylobacter spp.
foi superior comparativamente ao primeiro trimestre (EFSA, 2010b). No entanto, ha que
ressalvar que a amostragem nao foi realizada em todos os meses do ano em alguns paises (p.e
Portugal, Roménia, Itdlia e Luxemburgo nao iniciaram o estudo logo em Janeiro) e que, nos

paises em que a amostragem foi efectivamente realizada em todos os meses, essa

amostragem (numero de lotes analizados) nem sempre foi equitativa (Fig. 1.7).
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Figura 1.7 - Distribuicdo do numero total dos lotes de frangos testados por més de

amostragem, por pais e na EU*, em 2008. Adaptado de EFSA (2010a).

* Participacdo de 26 Estados-Membro da UE, com a excepg¢do da Grécia, e inclusdo de dois

paises que ndo pertencem a UE (Suica e Noruega).

A constituicdo dos lotes de frangos a partir de bandos previamente desbastados esta
associada a um maior risco de colonizagdo dos frangos (EFSA, 2010b).

Considerando o factor “periodo (hora) de amostragem durante o dia”, a probabilidade
de se encontrarem carcagas contaminadas foi superior quando a amostragem foi realizada
mais tarde (EFSA, 2010b).

A probabilidade de detec¢do de Campylobacter, tanto nos lotes de frangos como nas
carcagas, aumenta quanto menor for o periodo que medeia entre a amostragem e a analise
laboratorial (EFSA, 2010b).

Para os paises com maiores niveis de carcagas contaminadas, verificou-se que as
carcagas provenientes de lotes de frangos produzidos em modo bioldgico estdo mais sujeitas a
maiores niveis de contaminagdo (EFSA, 2010b). H& que considerar, no entanto, que os
diferentes tipos de produc¢do ndo foram representados de modo equivalente. A grande maioria
dos lotes de frangos analisados (91,7%) tiveram origem num modo de produg¢do convencional
(producdo intensiva), tendo a amostragem da producdo ao ar livre sido muito menos
representativa (6% de produgao livre padrdo e 1% de produgado bioldgica). Para 1,3% dos lotes

analisados, o tipo de producdo dos frangos manteve-se desconhecido (EFSA, 2010b).
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O risco de contaminagdo das carcagas variou significativamente entre paises e entre
matadouros do mesmo pais, o que significa que alguns matadouros conseguem ser mais

eficazes na prevengdo e controlo da contaminagdo (EFSA, 2010b).

1.3.1.2. Analise de factores de risco/medidas de controlo

No matadouro, o nivel de contaminacao das carcacas vai sofrendo alteracdes ao longo
da cadeia de processamento (Fig. 1.8), tornando-se essencial identificar os pontos criticos de
controlo e factores de risco associados que contribuem para a contamina¢do. Num estudo
recente (Hue et al., 2010), foram propostos quatro parametros que devem ser considerados

como importantes factores de risco:

A logistica de abate: os primeiros lotes de abates apresentam menor nivel de

contaminacgao;

e A temperatura da sala de evisceracdo: temperaturas superiores a 15°C contribuem
para um maior nivel de contaminacao;

e O processo de evisceracdo: a visibilidade de marcas de sujidade apds a evisceracao
estd associada a um maior nivel de contaminacao das carcacas;

e O desbaste do bando na exploracdo, precedente ao transporte para o matadouro,

também contribui para niveis mais elevados de contaminagao.
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Figura 1.8 - Compilagdo de resultados relativos a influéncia de algumas operagdes de
processamento no matadouro ao nivel de contamina¢do de carcagas de frangos por

Campylobacter spp. Adaptado de Rosenquist et al. (2006).
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Segundo Rosenquist e colaboradores (2003), uma redugdo de cerca de 100 vezes do
nivel de contaminac¢do das carcacas pode resultar numa reducao significativa do nimero de
casos de campilobacteriose humana (até cerca de 30 vezes). No matadouro, a aplicagdo dos
principios HACCP é essencial. O controlo de temperatura, a aplicacdo correcta de medidas de
higienizacdo e desinfeccdo de superficies, a manutencdo do equipamento, o aumento da
concentracdo de cloro na agua utilizada para o processamento e a minimizacdo do contacto
das carcacas com as superficies, sdo medidas essenciais para o controlo e reducdo dos niveis
de contaminacgdo das carcacas (Humphrey et al., 2007; Hue et al., 2010). Para além destas
medidas, ainda existe a possibilidade de tratamento directo da carne contaminada (p.e.
tratamento quimico, irradiagdao), no entanto, esta pratica ndao tem tido aceitacdo por parte do
consumidor (Anénimo, 2005).

Devido as dificuldades sentidas na reducdo da contaminacdo das carcagas de frango
nos matadouros, a compreensdo dos factores de risco associados a contaminagado dos animais
na exploragdo torna-se também essencial, de modo a que se possam tomar medidas
preventivas adequadas que contribuam para a diminuicdo da prevaléncia de Campylobacter
spp. logo ao nivel da produgdo primaria (Herman et al., 2003). Os estudos tém demonstrado
gue, até cerca das duas, trés semanas, a grande maioria dos frangos nao esta colonizada com
Campylobacter. As razoes deste desfasamento no que diz respeito a idade de colonizacdo dos
frangos, ndo sdo, neste momento, conhecidas, mas alguns factores como a presenca de
anticorpos maternais, administracdao de alimento suplementado com antibiéticos, o estado de
desenvolvimento do intestino e a microflora intestinal parecem ter influéncia. A partir da
colonizac¢do da primeira ave do bando, a propagacdo do microrganismo para as restantes aves
é radpida, acontecendo, essencialmente, por via fecal-oral (Lin, 2009).

De acordo com a literatura, a prevaléncia de Campylobacter spp. em bandos de
frangos pode variar com diversos factores. Pensa-se que o ambiente externo ao aviario seja a
fonte mais importante de Campylobacter spp., dada a sua ampla distribuicdo na Natureza,
existindo a possibilidade de transmissdo horizontal a partir de diversas fontes naturais
(Humphrey et al., 2007). A presenca de animais de estimag¢do nas exploragdes (p.e. cdes) deve
ser evitada, uma vez que estes animais podem ser hospedeiros do microrganismo (Humphrey
et al., 2007). O factor sasonalidade pode ser importante, tendo-se verificado que a colonizagdo
de frangos atinge um pico nos meses mais quentes (Julho e Agosto) (Barrios et al., 2006). A
idade (aves mais velhas) e o tamanho do bando (maior nimero de aves) contribuem também
para o niumero de casos positivos (Barrios et al., 2006). O tipo de ventilacdo pode ainda
interferir, verificando-se uma maior prevaléncia de Campylobacter spp. nos bandos criados em

exploragdes que adoptam um sistema de ventilacdo vertical (Barrios et al., 2006). No que diz
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respeito ao tipo de producdo, tem-se verificado um maior nimero de casos positivos em
exploracdes que adoptam o tipo de producdo bioldgica ou ao ar livre (Nather et al., 2009). O
sistema de distribuicao da dgua parece interferir, tendo-se verificado uma prevaléncia superior
em explora¢gdes que utilizam sistemas de abeberamento do estilo pipeta com casoleta
recuperadora de agua (que propicia a contaminacgdo da agua) (Nather et al., 2009). O tipo de
medidas de bioseguranca aplicadas na exploracdo e no transporte dos bandos para os
matadouros também sdo importantes factores a ponderar (Andnimo, 2005; Ridley et al.,
2011). Para além dos factores considerados, a possibilidade de transmissdo vertical de
Campylobacter a partir da linhagem parental também tem sido sugerida (Humphrey et al.,
2007).

Ao nivel da exploragdo, sdo actualmente propostas trés medidas essenciais de
controlo: (i) medidas de bioseguranca, no sentido de reduzir a exposicdo ambiental, (ii) o
aumento da resisténcia do hospedeiro (ave) (p.e. vacinagdo, seleccdo genética); (iii) a
utilizacdo de antimicrobianos alternativos (p.e. terapia bacteriofagica e tratamento com
bacteriocinas). Até ao presente momento, apenas é pratica comum a aplicacdo da primeira

medida (Lin, 2009).

1.3.2. Mecanismos de sobrevivéncia: a capacidade de formacao de biofilmes

Apesar das condicOes altamente especificas para o crescimento de Campylobacter spp.
em laboratério, é evidente que este microrganismos se conseguem adaptar a uma grande
diversidade de condi¢Ges hostis. A espécie C. jejuni ja foi isolada a partir de varios pontos da
cadeia alimentar, no entanto, ainda se desconhecem os mecanismos responsaveis pela sua
capacidade de sobrevivéncia e persisténcia ao longo das vdérias etapas do processamento
industrial dos alimentos, o qual apresenta condi¢Ges tdo adversas, como a exposicdo a
temperaturas muito baixas e/ou altas, marcadamente fora da gama dptima de crescimento, a
concentracdes atmosféricas de oxigénio, toxicas dada a sua natureza microaerofilica,
condig¢des de stresses oxidativo e hiposmoético, a auséncia de nutrientes e desidratacado (Park,
2005; Jackson et al., 2009). Existem evidéncias preliminares de que a estratégia de crescimento
em biofilmes podera contribuir para a sobrevivéncia destes microrganismos em ambientes
externos ao hospedeiro, tal como se verifica para outros géneros bacterianos (Murphy et al.,
2006).

Um biofilme corresponde a uma comunidade séssil de microrganismos, constituida por
uma ou mais espécies, aderente a uma superficie sélida (bidtica ou abidtica), e embebidos
numa matriz polimérica. De modo geral, o processo de formacdo do biofilme consiste, numa

primeira fase, a adesdo a uma superficie sélida, seguindo-se a formacdo de microcolénias e a
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producdo de substratos poliméricos extracelulares (SPE). Depois, ocorre a maturacdo do
biofilme, na qual as microcoldnias se diferenciam em macrocoldnias e se forma uma estrutura
tridimensional, podendo, finalmente, existir desadesdo de células que irdo colonizar novas

superficies (Fig. 1.9) (Chmielewski & Frank, 2003).

| 1l 1 v
Adesao Adesao Formacao de Biofilme maduro/
reversivel irreversivel microcoldnias e Desadesdo

v maturacdo

D
0

DYA

é—,ﬁ’\ %ZS\,

Figura 1.9 - Representacdo esquemadtica das varias etapas de desenvolvimento de um biofilme.

Adaptado de Ghigo (2003).

A adesdo a superficie pode ser um processo passivo ou dependente da mobilidade
celular. O processo passivo de adesdo estard dependente da gravidade, de difusdo e da
dindmica de fluidos, por outro lado, na adesdo activa, a superficie celular apresenta um papel
fundamental, uma vez que, as estruturas extracelulares da superficie bacteriana (p.e. flagelo,
pili, proteinas de adesdo, cédpsula) influenciam a adesdo (Kumar & Anand, 1998 citado por
Chmielewski & Frank, 2003). A ligacdo das bactérias a superficie ocorre em duas fases: adesdo
reversivel seguida de adesdo irreversivel (Mittelman, 1998 citado por Chmielewski & Frank,
2003). Na adesdo reversivel, as bactérias estabelecem uma fraca interac¢do com a superficie,
envolvendo essencialmente forgas de van der Waals, forgas electroestaticas e interacgdes
hidrofdbicas. Nesta fase, os microrganismos ainda podem ser facilmente removidos através da
aplicacdo fraca de tensdo de corte. A adesdo irreversivel consiste no ancoramento e/ou
producdo de polimeros extracelulares. O ancoramento de estruturas da superficie celular a
superficie sélida consiste, essencialmente, em forgas do tipo interacgao dipolo-dipolo, ligacoes
de hidrogénio, forcas hidrofdbicas e ligagOes idnicas covalentes (revisto por Chmielewski &
Frank, 2003). Neste caso, a remocdo das células ja é bastante mais dificil, envolvendo a

aplicacdo de uma tensdo de corte mais intensa (p.e. raspagem) ou a quebra das forgas de
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ligacdo através da aplicacdo de detergentes, enzimas, desinfectantes, e/ou calor (Chmielewski
& Frank, 2003).

Apds a ligacdo irreversivel a superficie, segue-se a formacdao de microcoldnias que
resulta da agregacdo e crescimento das bactérias acompanhada da producédo de SPE (que pode
ser constituido por polissacaridos, DNA extracelular e proteinas). A comunicacdo célula a célula
(quorum-sensing) tem sido sugerida como um dos fenémenos responsaveis pelo recrutamento
de células em estado plancténico para a vida em comunidade (Miller & Bassler, 2001).
Existindo condicGes favoraveis ao crescimento e aglomeragdo celular, o biofilme continua com
processo de maturacdo através do desenvolvimento de uma estrutura organizada. Um
biofilme em fase de maturac¢do pode consistir numa monocamada celular (as células aderem a
superficie individualmente) ou numa multicamada celular (sdo formados clusters de células).
Em termos arquitectdnicos, os biofilmes podem ser divididos em duas classes: (1) os que
apresentam uma topologia irregular, com estruturas semelhantes a cogumelos separadas por
espacos que, muito provavelmente, funcionardo como canais de agua e nutrientes, e (2) os
gue apresentam uma topologia plana formada por camadas compactas do tipo folha que
revestem a superficie (Karatan & Watnick, 2009). Factores como a composi¢cdo do meio de
cultura, o tipo de mobilidade, a presenca de surfactantes e efeitos de quorum - sensing estarao
na origem da diferenciacdo para um dos dois tipos de estrutura (Karatan & Watnick, 2009).
Apds o passo de maturagdo, em que o biofilme cresceu em tamanho, as bactérias localizadas
nas camadas mais externas podem ndo conseguir aceder aos nutrientes, podendo também
estar mais expostas ao stresse ambiental; deste modo, a sua permanéncia no biofilme deixa de
ser favordvel. Nesse caso, existem evidéncias de que as bactérias respondem as condi¢des
ambientais desfavoraveis através do retorno ao estado planctdnico (desadesdo do biofilme)
(Karatan & Watnick, 2009).

Os mecanismos moleculares envolvidos nas diferentes etapas de formacdo de um
biofilme ndo estdo completamente elucidados. A investigacdo dedicada ao estudo do processo
de formacgdao de biofilmes e determinantes genéticos associados tem sido especialmente
focada em P. aeruginosa, P. fluorescens, E. coli e V. cholerae. Estes microrganismos tornaram-
se proeminentes modelos para a pesquisa nesta drea, tendo-se descoberto alguns
determinantes moleculares envolvidos na formag¢do de biofilme nestas espécies (revisto por
Davey & O'Toole, 2000). Em P. aeruginosa, varios estudos tém sugerido que a capacidade de
formacdao de biofilme nesta espécie estard dependente dos pili tipo IV (envolvidos na
mobilidade associada a superficie, denominada de twitching) (O’Toole & Kolter, 1998 citado
por Davey & O Toole, 2000), da disponibilidade de nutrientes (O’Toole et al., 2000 citado por

Davey & O'Toole, 2000), da biosintese de alginato e de quorum-sensing (Davies & Geesey,
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1995 citado por Davey & O'Toole, 2000). Relativamente a desadesdo das bactérias do biofilme,
pensa-se que a enzima alginato liase seja capaz de degradar o alginato, promovendo a
disrupc¢do da estrutura (Boyd & Chakrabarty, 1994 citado por Karatan & Watnick, 2009).

Apesar de tudo, ja foi sugerido que o processo de formacdo do biofilme de um
determinado microrganismo poderd variar de acordo com as condi¢cdes nutricionais e
ambientais presentes e que os diferentes modelos propostos para a formacdao de biofilmes
deverao ser considerados tendo por base essas condi¢des (Klausen et al., 2003).

De modo geral, sdo varios os determinantes que podem intervir na formacdao de um

biofilme bacteriano, estando estes representados na Figura 1.10.
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Figura 1.10 - Resumo de componentes/caracteristicas importantes para a forma¢do de um

biofilme. Adaptado de Pratt & Kolter (1999).

Para Campylobacter spp., sé recentemente se iniciou investigacdo nesta drea,
nomeadamente na identificacdo dos determinantes moleculares. Um estudo recente mostrou
que a espécie C. jejuni é capaz de formar trés tipos de biofilmes monoespécie em cultura
liquida: (1) adesdo a uma superficie de vidro, (2) formacdo de agregados flutuantes e (3)
formacdo de pelicula na interface liquido-ar (Joshua et al., 2006). O complexo flagelar parece
desempenhar um papel fundamental na adesdo inicial de C. jejuni a superficies sdlidas, e
também nas interacgOes célula a célula necessdérias para a formacdo de peliculas, uma vez que
mutantes aflagelados (flhA) perdem a capacidade de se ligar a uma matriz sélida (filtro de fibra
de vidro) e de formar uma pelicula na interface liquido-ar. A inactivagdo insercional dos genes
que afectam o filamento flagelar (fliA, flaA, flaB, flaG) e a expressdo de adesinas celulares

(flaC) também resultam numa queda de formagdo de pelicula na interface liquido-ar
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(Kalmokoff et al., 2006). Para além de proteinas envolvidas na mobilidade [flagelinas (FlaA,
FlaB), proteinas do filamento cap (FliD), proteinas do corpo basal (FlgG, FlgG2) e proteinas
quimiostaticas (CheA)], também se tem demonstrado que proteinas envolvidas na adesdo
celular (Peb1, FlaC) e no stresse geral (GroEL, GroES) e oxidativo (Tpx, Ahp) apresentam um
nivel de expressdo aumentado em células formadoras de biofilmes, por comparacdao com
células plancténicas (Kalmokoff et al., 2006).

Um outro estudo mostrou que uma estirpe de C. jejuni com mutacdo no gene /uxS é
deficiente na produgdo da molécula Al-2 envolvida no processo de sinalizacdo quorum-sensing.
Este tipo de mutante demonstra uma reduzida capacidade de formacdo de biofilme em
microplaca de poliestireno por comparacdo com a estirpe selvagem (Reeser et al., 2007),
sugerindo que a comunicagao intercelular possa ser um processo determinante na formacgao

de biofilmes.

1.4. Campilobacteriose em Humanos

O nome campilobacteriose foi atribuido para descrever um conjunto de doencas
infecciosas causadas por membros do género Campylobacter. A grande maioria das infec¢Ges
humanas (cerca de 90%) é causada pela espécie C. jejuni, seguindo-se a espécie C. coli, a qual é
responsavel por 5-10% dos casos (Miller & Mandrell, 2005; Wilson et al., 2008). Estima-se que
a dose necessdria para a infeccdo seja muito baixa, variando, presumivelmente, entre 500 a

800 Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) (Janssen et al., 2008).

1.4.1. Principais vias de transmissao

Estdo identificados varios factores de risco para a transmissdao de Campylobacter spp.
ao Homem, tais como o consumo de alimentos contaminados, nomeadamente, carnes mal
cozinhadas (especialmente a carne de frango), leite ndo pasteurizado e saladas de vegetais; o
consumo de agua ndo tratada [dgua da chuva, dgua existente em pogos e o contacto com agua
de recreio (p.e. rio, lago)], o contacto com animais de estimagdo colonizados (p.e cdes e gatos)
e determinadas susceptibilidades clinicas individuais (p.e. reduzida acidez géstrica devido a
utilizagdo de inibidores de bombas de prot&es). As viagens ao estrangeiro, sobretudo a paises
com baixos niveis de higiene sanitdria, tém também sido indicadas como um factor de risco
importante (Miller & Mandrell, 2005; Humphrey et al., 2007). Na Figura 1.11 sdo
representadas algumas das possiveis vias de infeccdo do Homem por Campylobacter spp.
Apesar de pouco relevante em termos epidemioldgicos, a infeccdo cruzada entre individuos

também pode ocorrer (Dasti et al., 2010).
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Figura 1.11 - Possiveis vias de infeccdo humana por Campylobacter spp. Adaptado de Dasti et

al. (2010).

1.4.2. Epidemiologia

Apesar de se tratar de uma doenca de elevada importancia a nivel de Saude Publica, a
epidemiologia da campilobacteriose humana tem-se revelado complexa, havendo ainda muito
por esclarecer, nomeadamente em alguns paises como Portugal onde os estudos
epidemioldgicos sdo muito escassos.

Do que se sabe, a incidéncia geral da campilobacteriose nas populagdes de paises
desenvolvidos e em vias de desenvolvimento é semelhante, rondando 5 a 20% (FAO/WHO,
2009). A taxa de infeccGes humanas por Campylobacter tem aumentado nos ultimos anos (Fig.
1.12), com o numero de casos a exceder, muitas das vezes, os casos de salmonelose e sigelose
(Altekruse et al., 1999; EFSA, 2011). Estes dados, associados ao espectro alargado de possiveis
cenadrios clinicos, tém reforcado a necessidade de se clarificar a epidemiologia desta doenga,
de modo a que se possam tomar medidas de controlo eficazes e de minimizacdo do impacto

socio-econdmico associado na populagdo mundial (Silva et al., 2011).
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Figura 1.12 - Numero de casos de infeccdo humana causados por C. jejuni/C. coli, registados
por cada 100.000 individuos. Os dados apresentados sdo os que estavam disponiveis até Junho

de 2006. Adaptado de FAO/WHO (2009).

De acordo com a revisdo efectuada por Humphrey e colaboradores (2007), a OMS
estima que a campilobacteriose afectara anualmente cerca de 1% da populagdo da Europa
Ocidental. Segundo os dados da EFSA, a campilobacteriose continua a ser a doenga zoonética
mais reportada na Unido Europeia (UE), e apesar de sub-notificada, registou-se um aumento
de 4% no nimero de casos reportados em 2009 (198.252 casos notificados na totalidade de 25
Estados-Membro), relativamente a 2008 (EFSA, 2011). Apesar de Portugal ter contribuido para
o estudo de prevaléncia de Campylobacter em cecos e carcagas de frangos, realizado a nivel
europeu, e de ser ter verificado uma taxa de prevaléncia elevada (com predomindncia da
espécie C. coli) (EFSA, 2011), ndo se conhece, até ao momento, no nosso Pais, um sistema de
vigilancia para a campilobacteriose humana, faltando informagdo acerca da incidéncia desta
doenga na populagdo.

Em paises em desenvolvimento, o isolamento de Campylobacter spp. a partir de
amostras de fezes de criangas com diarreia é bastante frequente. Apesar de, geralmente, ndo
existirem sistemas de vigilancia a nivel nacional, estima-se, com base em estudos de controlo
realizados noutros paises, que cerca de 40.000-60.000 casos de campilobacteriose ocorram
por cada 100.000 criangas com idade inferior a 5 anos. J& nos paises desenvolvidos, essa

relacdo serd de 300 por cada 100.000 criancas (Coker et al., 2002). Considerando a populacdo
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global desses paises, a incidéncia de campilobacteriose ndo difere muito entre paises em vias
de desenvolvimento e paises desenvolvidos (FAO/WHO, 2009), tal como j& mencionado neste
trabalho. Do que se sabe, nos paises em desenvolvimento, a infeccdo por Campylobacter
parece ser assintomadtica em individuos adultos, manifestando-se a doencga essencialmente em
criancas com idade inferior a 5 anos, enquanto que, nos paises desenvolvidos, a manifestacao
de doenca ocorre tanto em criancas como em adultos, com predominancia em criancas com
idades inferiores a 5 anos e jovens com idades entre os 15 e 29 anos (Coker et al., 2002;
Turkington & Ashby, 2007).

Uma caracteristica proeminente da epidemiologia de Campylobacter é a sua
sasonalidade. Nos paises desenvolvidos, os picos de incidéncia ocorrem no final da Primavera
ou durante o Verdo (Fig. 1.13), havendo uma tendéncia para a incidéncia diminuir nos outros
periodos do ano (Coker et al., 2002; Humphrey et al., 2007; EFSA, 2011). Por outro lado, nos
paises em desenvolvimento, a infec¢do por Campylobacter parece ndo ter uma base sasonal, o
gue se poderd dever a auséncia de variacdes extremas de temperatura, mas também a falta de

implementacdo de sistemas de vigilancia e diagndstico eficazes (Coker et al., 2002).
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Figura 1.13 - NUumero de casos de campilobacteriose humana reportados na UE (todos os
Estados-Membro excepto Grécia, Letonia, Portugal e Roménia), em 2009. Adaptado de EFSA

(2011).

1.4.3. Factores de viruléncia e possivel (eis) mecanismo (s) de infecgdo
Apds a entrada por via oral no organismo humano, Campylobacter segue o percurso
normal no tracto gastrointestinal, podendo a carga microbiana ficar drasticamente reduzida

apds contacto com o ambiente acidico do estobmago. As bactérias sobreviventes continuam o
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trajecto até ao intestino, colonizando o jejuno, o ileo e o célon. Os individuos infectados
podem permanecer como portadores assimptomaticos ou manifestar doenca (Konkel et al.,
2001; Janssen et al., 2008).

Os mecanismos exactos a partir dos quais C. jejuni consegue induzir doenca em
humanos ainda permanecem pouco conhecidos, no entanto, com base em manifestacdes
clinicas observadas em pacientes, foram sugeridos dois possiveis mecanismos de infecgdo: (i)
adesdo intestinal seguida da producgdo de toxinas (ii) invasao bacteriana e replicagdo dentro da
mucosa intestinal (Hu & Kopecko, 1999).

Do que se sabe, cré-se que a capacidade que Campylobacter tem para causar doenca
estard dependente de multiplos factores de viruléncia, incluindo a mobilidade, a adesdo e
invasdo de tecidos, e a producdo de toxinas (Wassenaar, 1997; Monteville & Konkel, 2002).

A mobilidade de Campylobacter conferida pelo(s) flagelo(s) polar(es) (um flagelo numa
ou em ambas as extremidades da célula) tem sido associada a capacidade de colonizagdo do
intestino. Num estudo de infeccdo experimental de frangos realizado por Nachamkin e
colaboradores (1993a), envolvendo a administracdo por via oral de uma estirpe de
Campylobacter selvagem flagelada e de dois mutantes, um sem flagelo e outro com flagelo
incompleto, verificou-se que apenas a estirpe selvagem detentora de flagelo intacto conseguia
colonizar com sucesso o ceco dos frangos infectados. A importancia do flagelo nos processos
de adesdo e invasdo tem também sido evidenciada em estudos em que se verificou que
defeitos na glicosilacdo da proteina constituinte (flagelina) levam a uma diminuicdo na
capacidade de realizagdo desses processos. Em Campylobacter, o locus genético da flagelina é
constituido pelos genes flaA e flaB, organizados em tandem. Os dois genes sdo bastante
semelhantes na sua sequéncia nucleotidica, diferindo apenas em 5%, pelo que se sugere que
tenha existido um processo de duplicacdo genética (Meinersmann & Hiett, 2000). Mutantes do
gene flaA apresentam mobilidade significativamente reduzida, apresentando um flagelo
incompleto, enquanto que mutantes do gene flaB possuem mobilidade pouco alterada (flagelo
quase normal), revelando-se, no entanto, um decréscimo do potencial patogénico neste
ultimo caso (Jagannathan & Penn, 2005).

Num estudo realizado in vitro, verificou-se que o processo de internalizacdo de
mutantes aflagelados de C. jejuni pelas células hospedeiras é reduzido (Wassenaar & Blaser,
1999). Para além do flagelo, tem-se demonstrado que os mecanismos de quimiotaxia estdo
envolvidos na capacidade de Campylobacter aderir e invadir células do epitélio intestinal
(Snelling et al., 2005; Dasti et al., 2010). Varios genes ortdlogos de quimiotaxinas (cheA, cheW,

cheV, cheY, cheR e cheB) foram encontrados na sequéncia do genoma de C. jejuni, entre os
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quais cheY que, ao possuir um papel central na rotacao flagelar, demonstrou ser crucial para a
viruléncia de Campylobacter (Hendrixson & DiRita, 2004; Dasti et al., 2010).

No que diz respeito a existéncia de estruturas de adesdo celular na superficie
bacteriana que permitam a ligacdao as células do hospedeito, tem-se verificado que sé sob
condicOes especificas de crescimento (p.e. na presenca de sais biliares) poderdo ser
observadas estruturas semelhantes a pili (Doig et al., 1996; Wassenaar & Newell, 2006). Por
outro lado, os lipopolissacaridos e lipooligossacaridos, constituintes da membrana celular, a
proteina CadF da membrana externa que se liga a fibronectina, a proteina de ligacdo PEB1 e a
lipoproteina JIpA expostas na superficie celular, tém sido associadas a capacidade de adesdo
do microrganismo a receptores especificos das células hospedeiras (Wassenaar & Blaser, 1999;
Snelling et al., 2005; Wassenaar & Newell, 2006). O mecanismo de invasao de C. jejuni parece
ainda estar dependente dos microtubulos e filamentos de actina das células epiteliais do
intestino do hospedeiro (Kopecko et al., 2001; Biswas et al., 2003). A proteina CadF interage
com as células do hospedeiro, ligando-se especificamente a fibronectina das células epiteliais;
simultaneamente, activa uma cadeia de sinalizacdo celular que leva a activacdo das GTPases
Racl e Cdc42, induzindo desta forma a sua prépria internalizacdo (Krause-Gruszczynska et al.,
20074, citado por Dasti et al., 2010). Como alternativa, a invasdo pode ocorrer através de um
processo de translocacdo em que existe a disrupcdo das juncGes apertadas entre células (Dasti
et al., 2010).

A produgao de toxinas tem também sido considerada uma importante caracteristica na
patogenia de Campylobacter, no entanto, o processo de caracterizagdo destes compostos
encontra-se ainda em desenvolvimento, existindo alguma incerteza no que diz respeito ao seu
numero, modo de actuagdo e especificidade. Os estudos realizados tém demonstrado que a
producdo de toxinas por Campylobacter varia consoante a estirpe, dependendo também das
condicOes utilizadas na cultura dos microrganismos in vitro (Levin, 2007). Estdo identificadas
algumas classes de toxinas (Wassenaar, 1997), sendo que, de todas, a toxina CDT tem sido a
mais estudada. Esta toxina interfere com a divisdo celular in vitro de células Hela, conduzindo
a morte celular e tem sido, por isso, considerada um importante factor de viruléncia. Apesar
disso, ainda ndo existe uma ligacdo directa entre a expressdo da toxina CDT e o
desenvolvimento de doenca (Wassenaar & Newell, 2006). Pensa-se que o seu papel esteja
relacionado coma modulagdo da resposta imune do hospedeiro através da produgao de
interleucina 8 que, por sua vez, leva ao recrutamento e acumulag¢do de células dendriticas,
macréfagos e neutrdfilos para o local da infecgdo, induzindo, deste modo, a inflamagdo do

intestino (Dasti et al., 2010).
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1.4.4. Manifesta¢oes da doenca

Os microrganismos pertencentes ao género Campylobacter, para além de possuirem
um espectro alargado de hospedeiros, possuem diferentes comportamentos na relagdo
estabelecida com cada um deles, o que resulta num espectro de doengas que pode variar
desde a colonizag¢do assintomatica, ao desenvolvimento de enterite e, menos frequentemente,
a complicagbes envolvendo o sistema nervoso central. Acresce que a diversidade de cendrios
clinicos possiveis depende do estado imunitario do hospedeiro, dos factores de viruléncia
produzidos pela estirpe infectante nas condigdes ambientais presentes no hospedeiro, e da
existéncia de outras infeccGes em simultaneo (Young & Mansfield, 2005).

O periodo de incubacao de Campylobacter no organismo humano pode variar entre 2 a
10 dias, sendo mais extenso que os periodos de incubacdo da maioria dos outros agentes
patogénicos intestinais (Turkington & Ashby, 2007). A manifestacdo de doenca, que comeca
em média apds 4 dias de incubacdo, pode ser ligeira ou severa com sintomas que incluem
diarreia aquosa (por vezes hemorragica), dor abdominal, febre, dor de cabega e nauseas. Em
30% dos casos, a doenca manifesta-se inicialmente com uma sintomatologia semelhante a da
gripe, com febre, dores de cabeca, vertigens e mialgias, o que sugere a ocorréncia de uma
resposta imunitaria no local de infeccao (Humphrey et al., 2007; Janssen et al., 2008).

Normalmente, a campilobacteriose é uma doenga autolimitada e um periodo de
descanso, com acompanhamento do estado de hidratacdo do paciente, é suficiente para a
recuperacao. O tratamento com antibidticos é raramente indicado para situagGes de infeccdo
ligeira. Os antibidticos, apesar de contribuirem para a reducdo do periodo de excrecdo fecal do
microrganismo, ndao tém um impacto muito acentuado na duragdo dos sintomas da doencga.
Para além disso, tém sido encontradas estirpes de Campylobacter com elevada resisténcia aos
antibiodticos utilizados para tratamento de campilobateriose, nomeadamente macrdlidos e
fluoroquinolonas, sendo que os pacientes infectados com estirpes resistentes apresentam
manifestagdes mais graves da doenga (Helms et al., 2005 citado por Humphrey et al., 2007).
Esta evidéncia refor¢a a necessidade de minimizagdao e controlo da utilizagdo deste tipo de
antimicrobianos, quer em pessoas quer em animais, de modo a evitar o aparecimento de
estirpes multirresistentes (Humphrey et al., 2007; Janssen et al., 2008).

Em individuos imunocompetentes, a doenga é normalmente restrita ao intestino, no
entanto, ja tém sido descritos casos de bacteremia. Ocasionalmente, a passagem através da
mucosa intestinal e a migracdo para espagos extraintestinais através do sistema linfatico pode
resultar em doenca sistémica (Janssen et al., 2008). Apesar das complicacGes resultantes desta
doenca serem raras, algumas infeccdes com Campylobacter jejuni tém sido associadas a casos

de colite recorrente, colecistite aguda e, ainda, de meningite. Existem também estudos que
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sugerem que a infeccdo com C. jejuni é um factor de risco para o desenvolvimento de artrite
reactiva, das sindromes de Guillain-Barré e Miller-Fisher e da sindrome hemolitica-urémica,
(Yuki, 1999; Turkington & Ashby, 2007; Dasti et al., 2010).

A taxa de mortalidade estimada é de um caso por cada 1.000, afectando

essencialmente individuos imunodeprimidos (Turkington & Ashby, 2007).

1.5. Métodos de isolamento e caracterizacio de bactérias do género

Campylobacter

O isolamento e caracterizacdo de agentes patogénicos sdao fundamentais para a
compreensao da epidemiologia das doencas infecciosas. Recorrendo-se a metodologias
adequadas para esse efeito, consegue-se obter informacado essencial ao rastreio das doencas e

a prevencao e controlo de potenciais surtos.

1.5.1. Isolamento convencional

Os microrganismos pertencentes ao género Campylobacter podem ser isolados a partir
de varios tipos de amostras (p.e. fecais, alimentares, ambientais). Normalmente, o isolamento
destes microrganismos estd dependente de alguns factores, como o método de amostragem, o
meio de cultura, a utilizacdo de suplementos nutricionais, a utilizacdo de antibidticos
selectivos, a temperatura (37°C - 42°C) e atmosfera de crescimento (microaerofilia). Os dados
sugerem que o meio de cultura Bolton Broth, utilizado na metodologia de isolamento proposta
na 1S010272-1:2006 é o que fornece taxas mais elevadas de isolamento (Bolton et al., 1997;
Baylis et al., 2000; Jgrgensen et al., 2002; Humphrey et al., 2007; Silva et al.,, 2011). O
isolamento a partir de amostras alimentares e ambientais, onde a partida podem estar
presentes microrganismos que ja foram expostos a situagdes de stresse, normalmente requer
procedimento de pré-enriquecimento antes da cultura em meio selectivo (Wassenaar &

Newell, 2006).

1.5.2. Abordagens moleculares usadas na detecgao directa de Campylobacter spp.
em produtos alimentares

A reac¢do de polimerizacdo em cadeia (PCR) tem sido aplicada na detecgdo de
Campylobacter spp. devido a sua elevada sensibilidade e rapidez; de um modo geral, a técnica
de PCR é mais rapida que os métodos convencionais de cultura (até 6 dias), conseguindo-se
resultados em 1-2 dias; para além disso, esta técnica confere a vantagem de se poderem

detectar células vidveis ndo cultivdveis. No entanto, esta técnica pode apresentar algumas
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limitacdes, dependendo do tipo de amostra testada. Relativamente aos produtos alimentares,
é, normalmente, necessdrio fazer-se um pré-enriquecimento da amostra devido a baixa
concentracdo bacteriana, o que aumenta o periodo da analise para obtencdo de resultados.
Por outro lado, as amostras podem conter compostos que interferem com a reaccao de
polimerizacdo em cadeia, existindo a necessidade de procedimento de purificacdo para os
remover (Miller & Mandrell, 2005; Wassenaar & Newell, 2006). Apesar de existirem alguns
inconvenientes associados a técnica de PCR, tém-se vindo a desenvolver varias metodologias
com base nesta técnica, capazes de detectar poucas células de Campylobacter, em amostras

alimentares (Miller & Mandrell, 2005; Silva et al., 2011).

1.5.3. Caracterizacao fenotipica dos isolados

Apesar de se poder efectuar uma caracterizacdo de Campylobacter spp. com base em
determinadas caracteristicas bioquimicas (p.e. producdo de catalase e oxidase, auséncia de
producdo da urease, hidrdlise do hipurato e do indoxil acetato), existem evidéncias de
variabilidade das estirpes nestas propriedades, o que leva a ocorréncia de varias excepcdes,
dificultando este tipo de caracterizacdo e limitando a classificagdo (On, 1996). Acresce que os
resultados obtidos a partir deste tipo de abordagem variam de acordo com a metodologia
utilizada e, uma vez que ndo existe padronizacdo, a interpretacdo dos dados acaba por ser
subjectiva. A informacdo existente relativa a compilacdo deste tipo de dados (de que é
exemplo a Tabela 1.6) deve, por isso, ser assimilada de forma cuidada, de modo a evitar falsos
positivos/negativos (Wassenaar & Newell, 2006). Com base na identificagdo bioquimica, C.
jejuni pode ser diferenciado das restantes espécies do género através da sua capacidade de
hidrolisar o hipurato. No entanto, ja foram identificadas estirpes de C. jejuni que apresentam
um resultado negativo para este teste (Totten et al., 1987), o que faz com que uma
diferenciagdao apropriada relativamente as outras espécies de Campylobacter, em particular C.
coli, ndo se deva basear unicamente em testes bioquimicos.

Para além da identificagdo bioquimica, a caracterizagao fenotipica de Campylobacter
spp. também se pode basear na detecgao de determinados componentes da superficie celular
[nomeadamente usando a propriedade antigénica de hidratos de carbono ou proteinas
(serotipagem)], na avaliacdo da susceptibilidade a antimicrobianos, em requisitos metabdlicos,
na sensibilidade a bacteriéfagos e em perfis proteicos/acidos gordos (Klena & Konkel, 2005). A
subtipagem de isolados de C. jejuni teve por base o desenvolvimento de dois esquemas de
serotipagem no inicio dos anos 80, nomeadamente, os esquemas de serotipagem de Penner
[heat-stable (HS) serotyping scheme] e Lior [heat-labile (HL) serotyping scheme]. A aplicacdo

destas técnicas foi bastante util na investigacdo de surtos e na identificacdo de possiveis fontes
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de contaminagdo humana (Fitzgerald et al., 2005). Apesar da sua utilidade se encontrar bem
demonstrada, ambas as técnicas apresentam algumas desvantagens que inviabilizaram a sua
utilizacdo na andlise de rotina e em estudos epidémiologicos, nomedamente a existéncia de
um elevado numero de estirpes nao tipdveis, o elevado tempo de execucdo e os requisitos
técnicos necessarios (Wassenaar & Newell, 2000).

De um modo geral, as abordagens de caracterizacao fenotipica para diferenciacao
inter- e intra-espécie de isolados de Campylobacter spp. podem apresentar desvantagens ao
nivel do poder discriminatdrio, da reprodutibilidade, dos recursos necessarios e do tempo de
execucdo, o que tem tornado desaconselhdvel a sua utilizacdo em estudos epidemiolégicos

globais e de longa duracdo (Wassenaar & Newell, 2000; Klena & Konkel, 2005).
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Tabela 1.6 - Testes fenotipicos vulgarmente utilizados para diferenciar espécies do género Campylobacter spp. e a espécie Bacteroides ureolyticus que,
recentemente, se propds integrar o género Campylobacter (Vandamme et al., 2010). Os numeros entre paréntesis representam o numero de isolados
testados. Sao apresentados os resultados esperados para cada espécie, expressos em percentagem de isolados com resultado positivo para o teste em

questdo, de acordo com a informagdo constante no estudo de On (2005).

Oxidase Catalase Hidrélise  Hidrolise Redugao Urease Crescimento Crescimento em  Crescimento Resisténcia ao
do indoxil do do nitrato em meio meio composto ad2°c acido nalidixico
acetato hipurato minimo por 1% de glicina
C. coli (18) 100 100 100 0 100 0 100 94 100 0
C. concisus (21) 57 0 0 0 14 0 0 24 76 71
C. curvus (5) 100 0 60 20 100 0 80 100 60 100
C. fetus subsp. 100 100 0 0 100 0 71 100 70 94
fetus (17)
C. fetus subsp. 100 93 0 0 100 0 90 7 0 69
venerealis (29)
C. gracilis (7) 0 29 71 0 86 0 29 100 71 57
C. helveticus (9) 100 0 100 0 100 0 0 44 100 0
C. hominis (5) 100 0 0 0 100 0 0 100 0 20
C 100 100 0 0 100 0 65 100 100 100
hyointestinalis
subsp.
hyointestinalis
(17)
C 100 100 0 0 100 0 66 22 100 100
hyointestinalis
subsp. lawsonii
(9)
C. jejuni subsp. 100 70 100 100 0 0 0 20 0 0
doylei (10)
C. jejuni subsp. 100 100 100 91 100 0 10 91 100 0
jejuni (22)
C. lanienae (5) 100 100 0 0 100 0 0 80 100 80
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Oxidase Catalase Hidrélise  Hidrolise Redugao Urease Crescimento Crescimento em  Crescimento Resisténcia ao
do indoxil do do nitrato em meio meio composto a42°C acido nalidixico
acetato hipurato minimo por 1% de glicina
C. lari (14) 100 100 7 0 100 64t 0 100 100 29%
C. mucosalis 100 0 0 0 10 0 0 50 100 80
(10)
C. retus (5) 100 20 100 0 100 0 0 100 20 80
C. showae (2) 50 100 50 0 100 0 50 50 50 0
C. sputorum 100 Dependente 0 0 97 Dependente NR 100 97 82
(40) do biovar* do biovar*
C. upsaliensis 100 0 100 0 100 0 0 100 89 0
(9)
Bacteroides 100 20 10 0 100 100 30 100 60 0

ureolyticus (10)

* Estirpes catalase e urease negativas, biovar sputorum; Estirpes catalase positivas, biovar fecalis; Estirpes urease positivas, biovar paraureolyticus

t As estirpes positivas para o teste da urease formam o grupo de Campylobacter termofilico urease positivo (Urease-Positive Thermophilic Campylobacter —
UPTC)

NR — teste ndo reprodutivel

fReaccdo fraca
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1.5.4. Caracterizacao genotipica dos isolados

A utilizacdo de técnicas moleculares para a caracterizacdo genotipica de
microrganismos baseia-se na comparag¢do de sequéncias nucleotidicas, considerando-se que
dois isolados sdo tanto mais distintos quanto maior for a desigualdade das suas sequéncias
genomicas.

Tém sido varias as metodologias propostas para a tipagem/subtipagem de isolados de
Campylobacter. As metodologias podem basear-se na avaliagdo da presenca/auséncia de um
determinado gene, por recurso a técnica de polimerizacdo em cadeia, ou na avaliacdo da
semelhanca/diferenca da sequéncia do gene obtida por sequenciacdo ou emergente da andlise
dos fragmentos de restricio do gene amplificado por PCR (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism — RFLP). Este tipo de abordagem, com base num unico gene, pode, no entanto,
limitar estudos epidemioldgicos mais vastos, considerando a possibilidade de recombinacdo
inter- e intra-gendmica (Harrington et al., 1997; de Boer et al., 2002).

A andlise dos macrofragmentos resultantes da restricdo do genoma com uma
determinada enzima de restricdo, cuja separacgdo é feita utilizando a técnica de PFGE, RFLP-
PFGE, tem sido muito utilizada na genotipagem de Campylobacter spp., mas a possibilidade de
ocorréncia de alteracbes no genoma devido a recombinag¢des e mutagGes, pode influenciar a
interpretacdo dos resultados devido a perda/ganho de um local de restricdo (Klena & Konkel,
2005).

Uma outra abordagem baseada na andlise do genoma consiste na metodologia AFLP.
Nesta abordagem, o DNA cromossomal é restringido por duas enzimas de restrigdo, uma com
um local de reconhecimento (LR) de 4 pb, e outra com um LR de 6 pb. Os oligonucleétidos
iniciadores utilizados para a amplificagdo por PCR dos produtos digeridos sdo marcados por
fluorescéncia e os produtos resultantes da amplificacdo sdo analizados em géis de
poliacrilamida desnaturantes (Wassenaar & Newell, 2000; Klena & Konkel, 2005).

A técnica MLST baseia-se em diferencas na sequéncia nucleotidica de varios genes
essenciais (normalmente, sete) denominados housekeeping genes. Todas as sequéncias Unicas
identificadas sdo assinaladas com um numero por ordem de descoberta e todos os alelos
presentes em cada locus sdo combinados num perfil alélico designado de sequence type (ST).
Isolados relacionados apresentam STs idénticos ou STs que diferem nos alelos de poucos loci;
isolados ndo relacionados possuem STs nao relacionados (Klena & Konkel, 2005).

A técnica MLEE constitui uma alternativa a metodologia anteriormente referida e
baseia-se, ndo na analise directa da sequéncia nucleotidica, mas na caracterizagao da migragao

electroforética de enzimas. As mutag¢des ndo neutras que ocorrem no genoma caracterizam-se
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pela expressdo diferenciada de aminodcidos que podem alterar a mobilidade electroforética
da proteina final. Para formar um electrophoretic type (ET), utilizam-se de 9 a 11 enzimas. Cada
ET representa combinacdes de alelos das diferentes enzimas testadas. Os ETs sdao depois
utilizados em comparagdes que permitem inferir a relagao genética entre isolados. Uma das
desvantagens da utilizacdo desta técnica recai no facto de ndo serem consideradas mutacdes
neutras/sindnimas, pelo que a técnica MLST acaba por ser preferivel nesse sentido (Klena &
Konkel, 2005).

A tecnologia de micrroarrays de DNA, em que cada ORF representando as varias
regides do genoma ou uma regido de interesse num cromossoma é amplificada por PCR
utilizando oligonucledtidos iniciadores especificos, tem sido utilizada experimentalmente, ndo
so para a identificacdo rdpida das espécies de Campylobacter, como para a sua tipagem com
base em genomas completos (hibridacdo do DNA genémico de um isolado com o microarray
de DNA construido com base na sequéncia do genoma da estirpe C. jejuni NCTC 11168) (Klena
& Konkel, 2005). No entanto, dado o seu elevado custo e necessidade de utilizacdo de
equipamento dispendioso, esta técnica ndo é, ainda, utilizada rotineiramente.

Para além das metodologias referidas, existem ainda outras técnicas que tém sido
utilizadas na genotipagem de Campylobacter spp. como, por exemplo, a técnica de
ribotipagem que se baseia na detec¢do de genes ribossomais (rDNA) através da técnica de
Southern blot e a andlise RAPD em que se desenvolvem sequéncias oligonucleotidicas
iniciadoras degeneradas e arbitrarias para amplificar ao acaso sequéncias de DNA (Wassenaar
& Newell, 2000).

As diferentes metodologias de caracterizacdo genotipica anteriormente referidas
diferem na sua sensibilidade, poder discriminatério, disponibilidade, reprodutibilidade,
rapidez, facilidade de execucdo e custo, devendo a sua seleccdo ser efectuada em fungdo do
tipo de estudo. A caracterizacdo de Campylobacter em estudos epidemioldgicos deve resultar
de abordagens combinadas em que a utilizacdo da metodologia baseada em genes especificos
(p.e. flaA-RFLP) se complementa com RFLP-PFGE, AFLP, MLST, e microarrays de DNA.
Considerando que os perfis resultantes da metodologia RFLP-PFGE também podem ser
afectados por mutagdes (p.e. insercdes, eliminagdes, muta¢des pontuais em genes
considerados ndo essenciais) (de Boer et al., 2002), a utilizagdo das metodologias AFLP, MLST e
micrroarrays de DNA é considerada mais indicada para distinguir epidemiologica e
filogeneticamente isolados de Campylobacter (Wassenaar & Newell, 2000; Klena & Konkel,
2005), sobretudo em estudos epidemioldgicos de distribuicdo geografica alargada e/ou de

longa duragao.
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Em suma, apesar dos métodos genotipicos possuirem maior poder discriminatério do
gue os métodos fenotipicos, a combinacdo das duas abordagens poderd contribuir para o

aumento do poder discriminatdrio e para uma caracterizacdao mais completa dos isolados.
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2. Material e Métodos

2.1. Microrganismos em estudo: Origem e Isolamento

No presente trabalho, estudaram-se 200 isolados (seleccionados aleatoriamente, a
partir de um grupo de 353 isolados), dos quais 129 pertencentes a espécie Campylobacter coli
e 71 pertencentes a espécie Campylobacter jejuni. Os isolados foram obtidos no Instituto
Nacional de Recursos Bioldgicos - Laboratério Nacional de Investigacdo Veterinaria (INRB-LNIV)
no ambito de um estudo de natureza comunitaria (Decisdo da Comissdo 2007/516/CE),
visando: (l) a determinacdo da prevaléncia de Campylobacter spp. em bandos de frangos e
caracterizacdo da respectiva resisténcia antimicrobiana; (Il) a determinagdo da prevaléncia de
Campylobacter spp. e Salmonella spp. em carcacas de frangos, nos Estados-Membro.

Com o intuito de enquadrar a origem dos isolados caracterizados nesta dissertacao,
segue-se uma breve exposicdo dos procedimentos adoptados relativamente a colheita,
manuseamento e analise das amostras para a deteccdo de Campylobacter spp. em bandos de
frangos, apesar dessas metodologias terem sido realizadas fora do ambito deste trabalho.

Em Portugal, a autoridade competente responsdvel pelo supervisionamento e
realizacdo da amostragem efectuada no dmbito da referida Decisdo foi a Direccdo Geral de
Veterindria (DGV) com o apoio laboratorial do INRB-LNIV. O estudo foi realizado em 2008 no
periodo compreendido entre Junho e Dezembro. Foram seleccionados 14 matadouros de aves
localizados em varias regides geograficas do Pais, correspondendo a amostragem de mais de
200 produtores de aves. Para a constituicdo da amostra, foram colhidos os cecos individuais
intactos de 10 aves, seleccionadas aleatoriamente no mesmo lote para abate (aves de uma
exploragdo individual). Os cecos intactos foram colocados em recipientes de plastico estéreis e
transportados para o laboratdrio em condicGes refrigeradas (4°C). No laboratdrio, efectuou-se,
em condi¢Bes de assépsia, uma amostra composta (pool) a partir do contetido cecal de 10
cecos. As amostras cecais foram processadas num prazo ndo superior a 72-80 horas desde a
sua colheita. No total, foram analisadas 429 amostras compostas.

O isolamento e confirmagdo das espécies como pertencentes ao género
Campylobacter foram realizados por técnicos especializados do INRB-LNIV, de acordo com as
indica¢des constantes da Decisdo da Comissdo 2007/516/CE e da Norma 1SO010272-1:2006.

Para além dos 200 isolados atras referidos, incluiu-se, também, neste estudo duas
estirpes de referéncia, especificamente um isolado de fezes bovinas, C. jejuni subsp. jejuni
ATCC 33560, e um isolado proveniente de fezes suinas C. coli CCUG 11283. InformacGes

especificas relativas a cada isolado em estudo estdo presentes na Tabela 2.1.

41



Tabela 2.1 — Microrganismos utilizados no presente trabalho.

Capitulo Il — Material e Métodos

Isolado/ Origem Exploragdo Distrito Data de Tipode Espécie Referéncia
Estirpe da Isolamento  produgao
exploragao avicola

Cecos de

LNIVO1 frangos Il Viseu Jun-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV02 frangos | Aveiro Jun-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIVO3 frangos CXXV Guarda Jun-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIVO5 frangos CLXXII Viseu Jun-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIVO6 frangos LXXX Aveiro Jun-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de

LNIVO7 frangos X Viseu Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV08 frangos CXVIII Guarda Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV09 frangos CXLIX Viseu Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV10 frangos CXXXVI Braga Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV11 frangos Lvin Guarda Jul-08 I.N.D. C.jejuni  Este trabalho
Cecos de

LNIV12 frangos CXV Viseu Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV14 frangos XXXVII Aveiro Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV15 frangos LXIX Viseu Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV16 frangos XLVI Coimbra Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV17 frangos XCll Viseu Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV18 frangos CXXVII Viseu Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV19 frangos cvil Viseu Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV20 frangos I.N.D. I.N.D. Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV22 frangos I.N.D. I.N.D. Jul-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de

LNIV23 frangos I.N.D. I.N.D. Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV26 frangos I.N.D. I.N.D. Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV28 frangos I.N.D. I.N.D. Jul-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de

LNIV29 frangos I.N.D. I.N.D. Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV30 frangos I.N.D. I.N.D. Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV31 frangos I.N.D. I.N.D. Ago-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV32 frangos I.N.D. I.N.D. Set-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV34 frangos I.N.D. I.N.D. Set-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de

LNIV36 frangos I.N.D. I.N.D. Set-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV39 frangos I.N.D. I.N.D. Set-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de

LNIV41 frangos I.N.D. I.N.D. Set-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV43 frangos I.N.D. I.N.D. Set-08 I.N.D. C. jejuni Este trabalho
Cecos de

LNIV45 frangos I.N.D. I.N.D. Set-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
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Capitulo Il — Material e Métodos

Isolado/ Origem Exploragdo Distrito Data de Tipode Espécie Referéncia
Estirpe da Isolamento  produgdo
exploragdo avicola

Cecos de

LNIV46 frangos I.N.D. I.N.D. N.D. I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de

LNIV48 frangos CXL Guarda Set-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV50 frangos I.N.D. I.N.D. Set-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de

LNIV51 frangos I.N.D. I.N.D. N.D I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV52 frangos I.N.D. I.N.D. Set-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de

LNIV54 frangos I.N.D. I.N.D. Set-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV55 frangos I.N.D. I.N.D. Set-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV56 frangos XLVII Viseu Ago-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV58 frangos I.N.D. I.N.D. Set-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV59 frangos Clv Viseu Set-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV60 frangos 1X Viseu Set-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de

LNIV61 frangos LXXXII Viseu Set-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV63 frangos I.N.D. I.N.D. Set-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de

LNIV64 frangos LVI Viseu Set-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV65 frangos XVII Viseu Set-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV66 frangos CLXV Aveiro Out-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de

LNIV67 frangos LXXVI Aveiro Out-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV69 frangos XXIV Aveiro Out-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV70 frangos XC Viseu Out-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de

LNIV71 frangos CLX Viana do Castelo Out-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de

LNIV73 frangos CXX Viseu Out-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV74 frangos XX Viana do Castelo Out-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV76 frangos LX Viseu Out-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV78 frangos I.N.D. I.N.D. Out-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de

LNIV79 frangos CXXXVII Viseu Out-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV84 frangos LXVIII Viseu Out-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV85 frangos 1l Coimbra Out-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV86 frangos LXIV Viseu Out-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV87 frangos LXXIX Viseu Out-08 I.N.D. C. jejuni Este trabalho
Cecos de

LNIV88 frangos (@Y]] Viseu Out-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV89 frangos CXXIN Braga Out-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV90 frangos LXXIV Viseu Out-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV92 frangos I.N.D. I.N.D. Out-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
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Capitulo Il — Material e Métodos

Isolado/ Origem Exploragdo Distrito Data de Tipode Espécie Referéncia
Estirpe da Isolamento  produgdo
exploragdo avicola

Cecos de

LNIV94 frangos LXXXII Aveiro Out-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de

LNIV 95 frangos XLIV Aveiro Out-08 I.N.D C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV96 frangos I.N.D. I.N.D. Out-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV97 frangos CXXXII Viseu Out-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de

LNIV98 frangos LXXIX Viseu Nov-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV100 frangos I.N.D. I.N.D. Nov-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV103 frangos CXL Guarda Nov-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV104 frangos CXVI Braga Dez-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV105 frangos LXXII Leiria Jun-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de

LNIV106 frangos XXXIX Leiria Jun-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de

LNIV107 frangos \Y Leiria Jun-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV108 frangos CLin Setubal Jun-08 I.N.D. C.jejuni  Este trabalho
Cecos de

LNIV109 frangos CLVIIl Santarém Jun-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV110 frangos LIV Leiria Jun-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV111 frangos CLin Setubal Jun-08 I.N.D. C.jejuni  Este trabalho
Cecos de

LNIV112 frangos XV Evora Jun-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de

LNIV113 frangos XLVHI Leiria Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV114 frangos Lic Santarém Jul-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de

LNIV115 frangos CLIn Setubal Jul-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de

LNIV116 frangos LIV Leiria Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV117 frangos XV Evora Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV118 frangos XV Evora Jul-08 I.N.D. C.jejuni  Este trabalho
Cecos de

LNIV119 frangos I.N.D. I.N.D. Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV120 frangos CXl Santarém Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV121 frangos CLin Setubal Jul-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de

LNIV122 frangos CLIn Setubal Jul-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de

LNIV123 frangos CLXXIV Viseu Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV124 frangos LV I.N.D. Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV125 frangos XV Evora Jul-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de

LNIV126 frangos CLII Santarém Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV127 frangos LI Santarém Jul-08 I.N.D. C. jejuni Este trabalho
Cecos de

LNIV128 frangos XXXVI Castelo Branco Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de

LNIV129 frangos CLIn Setubal Jul-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
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Capitulo Il — Material e Métodos

Isolado/ Origem Exploragdo Distrito Data de Tipode Espécie Referéncia
Estirpe da Isolamento  produgdo
exploragdo avicola
Cecos de
LNIV130 frangos Xl Santarém Jul-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV131 frangos CLI Setubal Jul-08 I.N.D C. jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV132 frangos CXin Santarém Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV133 frangos CIX Santarém Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV134 frangos CLin Setubal Jul-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV135 frangos LXXV Santarém Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV136 frangos CLv Santarém Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV137 frangos CLXI Santarém Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV138 frangos CLXX Lisboa Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV139 frangos CXXXVIII Lisboa Jul-08 I.N.D. C.jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV140 frangos LXX Santarém Jul-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV141 frangos XLI Santarém Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV142 frangos Cll Leiria Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV143 frangos CXLVII Leiria Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV144 frangos Lla Santarém Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV145 frangos CXXXVIHI Lisboa Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV146 frangos CLXI Santarém Jul-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV147 frangos CLI Setubal Ago-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV148 frangos XXII Aveiro Ago-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV149 frangos XCVII Leiria Set-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV150 frangos CLIX Lisboa Set-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV151 frangos CLIX Lisboa Set-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV152 frangos cll Santarém Set-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV153 frangos CXLIV Lisboa Set-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV154 frangos CLIn Setubal Set-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV155 frangos cLvil Coimbra Set-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV156 frangos CLXVI Santarém Set-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV157 frangos CLVIII Santarém Set-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV158 frangos LXXV Santarém Set-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV159 frangos XV Evora Set-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV160 frangos Xl Leiria Set-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV161 frangos XCVIII Santarém Set-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV162 frangos I.N.D. I.N.D. I.N.D. I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
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Isolado/ Origem Exploragdo Distrito Data de Tipode Espécie Referéncia
Estirpe da Isolamento  produgdo
exploragdo avicola
Cecos de
LNIV163 frangos LVII Santarém Set-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV164 frangos XX Santarém Set-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV165 frangos CLin Setubal Set-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV166 frangos cv Lisboa Out-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV167 frangos CLIn Setubal Out-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV168 frangos Vv Santarém Out-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV169 frangos L Leiria Out-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV170 frangos XXVIII Santarém Out-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV171 frangos Lib Santarém Out-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV172 frangos CLin Setubal Out-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV173 frangos CLin Setubal Out-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV174 frangos \" Santarém Out-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV175 frangos CLin Setubal Nov-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV176 frangos CLin Setubal Nov-08 I.N.D. C.jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV177 frangos LXII Leiria Nov-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV178 frangos CLXII Lisboa Nov-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV179 frangos XXXII Santarém Nov-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV180 frangos XLIX Coimbra Nov-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV181 frangos CLIn Setubal Nov-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV182 frangos CLIn Setubal Nov-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV183 frangos CXV Viseu Nov-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV184 frangos XXIX Santarém Nov-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV185 frangos cl Lisboa Out-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV186 frangos CLI Santarém Nov-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV187 frangos LXXXI Leiria Nov-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV188 frangos XXII Santarém Nov-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV189 frangos CLXIV Viseu Nov-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV190 frangos CLIn Setubal Nov-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV191 frangos CXXXI Leiria Nov-08 I.N.D. C. jejuni Este trabalho
Cecos de
LNIV192 frangos cLi Setubal Nov-08 I.N.D. C. jejuni Este trabalho
Cecos de
LNIV193 frangos LXVIb Santarém Nov-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV194 frangos CLXIX Viseu Nov-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV195 frangos CLIl Setubal Nov-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
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Isolado/ Origem Exploragdo Distrito Data de Tipode Espécie Referéncia
Estirpe da Isolamento  produgdo
exploragdo avicola
Cecos de
LNIV196 frangos CXXXIX Santarém Nov-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV197 frangos CXLVII Santarém Nov-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV198 frangos Lla Santarém Nov-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV199 frangos \ Aveiro Nov-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV200 frangos CLIn Setubal Nov-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV201 frangos CXin Santarém Nov-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV202 frangos CL Santarém Nov-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV203 frangos XXVII Santarém Nov-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV204 frangos XXXIV Lisboa Nov-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV205 frangos CLin Setubal Nov-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV206 frangos LXI Aveiro Nov-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV207 frangos LXI1I1 Viseu Nov-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV208 frangos CLin Setubal Nov-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV209 frangos XXXIV Lisboa Dez-08 I.N.D. C.jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV210 frangos XL Leiria Dez-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV211 frangos CXXXV Lisboa Dez-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV212 frangos XXI Santarém Dez-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV213 frangos CXXIV Santarém Dez-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV214 frangos CLIn Setubal Dez-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV215 frangos CXXVI Santarém Dez-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV216 frangos CLv Santarém Dez-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV217 frangos LXXXV Leiria Dez-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV218 frangos CLIV Santarém Dez-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV219 frangos XCVI Santarém Dez-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV220 frangos L Leiria Dez-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV221 frangos XXXV Santarém Dez-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV222 frangos CLv Santarém Dez-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV223 frangos CXXX Viseu Dez-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV224 frangos CLIvV Santarém Dez-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV225 frangos cLi Setubal Dez-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV226 frangos CLIn Setubal Dez-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV227 frangos XCVI Santarém Dez-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV228 frangos CLVIII Santarém Dez-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
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Isolado/ Origem Exploragdo Distrito Data de Tipode Espécie Referéncia
Estirpe da Isolamento  produgdo
exploragdo avicola
Cecos de
LNIV229 frangos CLIV Santarém Dez-08 I.N.D. C. coli Este trabalho
Cecos de
LNIV230 frangos LXXII Lisboa Dez-08 I.N.D. C. jejuni  Este trabalho
Cecos de
LNIV231 frangos CLIN Setubal Dez-08 I.N.D. C.jejuni  Este trabalho
American
C. jejuni Type Culture
Fezes de subsp. Collection
ATCC33560 bovino - - - - jejuni (ATCC)
Colecgdo de
Culturas da
Universidade
Fezes de de Gétenborg
CCUG 11283 suino - - - - C. coli (CCUG)

I.N.D. — Informagdo Ndo Disponivel.

2.2. Manutencgao das Culturas

Os isolados de C. jejuni e C. coli, crescidos em placas com meio Columbia Blood Agar
Base (Oxoid) suplementado com 5% (v/v) de sangue de carneiro, foram mantidos congelados a
-80°C numa mistura de glicerol (40%v/v) contendo 6% (m/v) do meio de cultura Tryptone Soya

Broth (Oxoid).

2.3. Condigoes de crescimento das culturas

2.3.1. Crescimento em meio sélido

O crescimento das culturas em meio sélido foi realizado em placas de petri com meio
Columbia Blood Agar Base (Oxoid), suplementado com 5% (v/v) de sangue de carneiro. As
placas foram incubadas em condicdes de microaerofilia, tendo, para esse efeito, sido
introduzidas em jarras de incubacdo (Genbox) de 2,5 L (até 12 placas de petri com 90 mm de
didametro), 7 L (até 42 placas de petri com 90 mm de didametro) ou, ainda, em sacos especiais
de incubacdo (Merck). Para gerar a atmosfera adequada (5% O,; 10% CO,), utilizaram-se
sistemas geradores de gas que consistem em bolsas especiais contendo componentes que
ligam quimicamente uma proporgdo precisamente determinada de oxigénio dentro do
recipiente de incubacéo (jarra/saco), libertando uma quantidade definida de CO,. Nas jarras de
2,5 L, utilizou-se um gerador (GEN box, BioMérieux) e, nas jarras de 7 L, utilizaram-se 3
geradores (GEN box, BioMérieux), de acordo com as indica¢des do fornecedor. Para incubagdo
em sacos, foi utilizado um mini gerador (Anaerocult C mini, Merck) humedecido com 3 mL de
agua destilada, conforme indicacdo do fornecedor, sendo o saco selado com uma pinca

adequada, de modo a garantir-se que ndo existiriam trocas gasosas entre o interior do saco e o
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exterior. As placas foram, entdo, incubadas a 37+1°C ou 41+1°C, durante 48 horas. Apds o
crescimento, observaram-se coldnias com caracteristicas morfoldgicas tipicas [coldnias

acinzentadas e pequenas, 1 a 3 mm de didmetro (Fig. 2.1)].

Figura 2.1 - Coldnias de um isolado de Campylobacter jejuni, crescidas em meio Columbia
Blood Agar Base, suplementado com 5% de sangue de carneiro (v/v), apos 48 h de incubacgdo a

41+1°C.

2.3.2. Preparagao de pré-indculos para o crescimento em meio liquido

Os pré-inéculos dos diferentes isolados de C. jejuni e C. coli foram preparados
utilizando coldnias isoladas (2 a 6 coldnias, dependendo do tamanho) crescidas em meio sélido
de acordo com as condi¢Ges atras referidas, sendo posteriormente transferidas, com o auxilio
de uma ansa estéril, para tubos de ensaio de vidro e/ou tubos de plastico de 15 mL (Sarstedt),
contendo entre 3 a 6 mL do meio de cultura testado [indicado(s) abaixo]. Os pré-inéculos
foram, entdo, incubados a 37+£1°C ou 41%1°C, entre 24 e 48 horas, dependendo do ensaio
realizado, em condi¢des de microaerofilia. Para esse efeito, colocaram-se os tubos em sacos de

incubagdo com geradores Anaerocult C mini (Merck).

Meios de cultura liquidos utilizados no presente trabalho:

Mueller-Hinton Broth — MHB (21 g/L, Becton Dickinson)

Brucella Broth — BB (28 g/L, Becton Dickinson)

Trypticase Soya Broth — TSB (30 g/L, Becton Dickinson)

Bacto Heart Infusion Broth — BHI (25 g/L, Becton Dickinson)

49



Capitulo Il — Material e Métodos

Luria-Bertani Broth — LB (25 g/L, Becton Dickinson)

2.4. Extracgao e purificagdao do DNA total dos isolados de C. jejuni e C. coli
A extraccdo do DNA dos isolados foi realizada por um dos trés métodos que se
seguem:
e Extracgdo Fenol/Cloroférmio
e Extraccdo por fervura

e Mediante a utilizagdo de sistemas comerciais de extrac¢ao de DNA

Inicialmente, comecou por se utilizar o método de extraccdo Fenol/Cloroférmio
descrito por Harrington et al. (1997), no entanto, devido ao baixo rendimento da extraccdo e
as dificuldades sentidas aquando das reac¢des de polimerizacdo em cadeia (PCR) utilizando os
DNAs resultantes desta técnica de extraccao (possivelmente devido a interferéncia de residuos
de fenol com a reaccdo de PCR), optou-se por testar o método de extracgdo por fervura e,
ainda, dois sistemas comerciais de extraccao de DNA. A eficacia e rendimento de extrac¢ado por
recurso aos sistemas comerciais revelou-se bastante superior, comparativamente as outras
duas metodologias, pelo que a grande maioria das solu¢cdes de DNA foram obtidas a partir da

utilizacdao de um desses sistemas.

2.4.1. Extracgdo Fenol/Cloroférmio

A extraccdo pelo método Fenol/Cloroférmio foi realizada de acordo com o protocolo
da rede de laboratdrios Campynet que consta do sitio http://campynet.vetinst.dk/Fla.htm
(consultado a 8 de Outubro de 2010). Este protocolo baseia-se no método descrito por
Harrington et al. (1997). Resumidamente, o método consiste nas seguintes etapas: lavagem
das células, lise celular, remogao de proteinas, precipita¢ao do DNA e por fim ressuspensao do
mesmo.

Inicialmente, recolheram-se coldnias isoladas (2 a 4 coldénias, dependendo do
tamanho) crescidas em meio sdlido (consultar seccdo 2.3.1.) com o auxilio de uma ansa estéril
descartdvel (Sarstedt) e procedeu-se a lavagem das células num microtubo contendo 1 mL de
tampdo SET (150 mM NacCl, 15 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI; pH 8,0). De seguida, centrifugou-se
a suspensdo celular, a 7000 x g (centrifuga Eppendorf 5415D) durante 5 minutos. Para lisar as
células, o sedimento celular foi ressuspenso em 570 plL de tampdo SET, adicionando-se 29 uL
de uma solugdo de SDS 10% (m/v) (Sigma) e 3 pL de proteinase K (20 mg/mL) (SIGMA). A
suspensdo celular foi levada ao vortex (Heidolph, REAX 2000), para breve agitacdo, e de

seguida incubada em banho-maria a 50+1°C durante 1 hora. Para a remoc¢do de proteinas,
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adicionou-se 550 pL de uma solucdo fenol:cloroférmio:alcool isoamilico [(25:24:1) saturada
com 10 mM de Tris (pH 8,0) e 1 mM de EDTA] (SIGMA), agitou-se brevemente no vortex (5 a
10 segundos), seguindo-se uma centrifugacdo a 12000 x g, durante 8 minutos, para separacgado
de fases. O sobrenadante (cerca de 500 ulL) foi transferido para um novo microtubo, ao qual se
adicionou 550 pL da solucao fenol:cloroférmio:alcool isoamilico. A mistura resultante foi
agitada antes de se proceder a sua centrifugacdo nas condi¢des anteriores e o sobrenadante
recuperado para novo tubo. De forma a precipitar e recolher o DNA extraido das células,
adicionou-se ao sobrenadante 40 uL de acetato de sédio (3M; pH 5,3) e 800 pL de etanol
absoluto (Merck) e incubou-se durante a noite a -20°C. Foi efectuada uma centrifugacdo a
12000 x g durante 10 minutos, a fim de sedimentar o DNA no fundo do tubo. O sobrenadante
foi removido cuidadosamente, com seringa, tendo-se procedido a lavagem do sedimento com
etanol a 75% (v/v) e repetido a centrifugagdo nas mesmas condi¢des. Procedeu-se a um
primeiro passo de evaporacdo do etanol por exposicdo dos tubos abertos a temperatura
ambiente, durante cerca de 1 hora, sendo de seguida efectuada secagem sob vacuo (DNA
Speed Vac DNA110, Savant) durante 10 minutos. Apds a secagem, o DNA foi ressuspenso em
50 pL de agua bidestilada MilliQ (Milli-Q plus, Millipore) autoclavada. Para remogdo do RNA,
adicionou-se as solucdes de DNA 1 pL de RNase (500 pg/mL) e incubou-se a 37+1°C durante 1
hora, seguindo-se o armazenamento a -20°C, até posterior utilizacdo.

A concentracdo do DNA foi estimada por medicdo da absorvancia a 260 nm num
espectrofotometro (GeneQuantPro, Pharmacia), tendo em consideracdo que a cada unidade
de absorvancia correspondem 50 pg de DNA. O grau de pureza da solucdo de DNA foi
calculado com base na razdo Ajgonm/Azsonm, CONsiderando-se com grau de pureza aceitavel as
solucBes que apresentavam razdes compreendidas entre 1,8 e 2,0.

Para verificar a integridade do DNA extraido, foi realizada electroforese (95 Volt, 60
minutos), em gel de agarose (Seakem LE Agarose Lonza) 1% (m/v), preparado a partir de

tampdo TBE 1x (TBE 5x: 0,89 M de Tris Base; 0,89 M de acido bdrico; 0,5 M de EDTA, pH 8.0).

2.4.2. Extracgao por fervura

Dependendo do seu tamanho, 2 a 4 coldnias foram recolhidas da placa de Columbia
Blood Agar Base (consultar seccdo 2.3.1.) e suspensas em 100 pL de tampdo TE (10mM Tris;
1mM EDTA, pH 8,0) em microtubos estéreis. As suspensodes celulares foram colocadas em
banho-maria a 95+1°C, durante cerca de 15 minutos. De seguida, efectuou-se uma
centrifugacdo (Scan Speed, LaboGene) a 14000 x g, durante 5 minutos e o sobrenadante foi

transferido para novo tubo estéril.
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A verificagdo da integridade do DNA extraido através desta metodologia foi efectuada
como anteriormente descrito (sec¢do 2.4.1.). As solucdes de DNA foram armazenadas a -20°C

até posterior utilizagao.

2.4.3. Extrac¢ao com sistema comercial
Foram utilizados 2 sistemas comerciais de extraccdo de DNA — o High Pure PCR
Template Preparation da Roche e o Puregene core kit B da Quiagen, seguindo as instrucées dos

fabricantes respectivos.

2.4.3.1.Extraccdo de DNA por recurso ao sistema High Pure PCR Template Preparation da
Roche

A extraccdo de DNA com este sistema comercial foi efectuada de acordo com as
instrucGes do fabricante, seguindo o protocolo de extraccdo de acidos nucleicos descrito para
bactérias e leveduras. Adicionou-se a um microtubo de 1,5 mL estéril, 200 pL de tampao PBS
1x (PBS 10x: 80 g/L NaCL; 2 g/L KCl; 14,4 g/L de Na,HPO, e 2,4 g/L KH,PO,), no qual se
suspenderam células recolhidas de coldnias isoladas (2 a 6 coldnias, dependendo do tamanho)
crescidas em meio sdlido (consultar seccdo 2.3.1.). De seguida, efectuou-se uma centrifugacao
(centrifuga ScanSpeed 1730R, LaboGene) da suspensdo celular, a 3000 x g durante 5 minutos,
tendo o sobrenadante sido descartado e o sedimento celular novamente ressuspenso em 200
pL de tampdo PBS 1x. Adicionou-se 5 puL de uma solugdo de lisozima (10 mg/mL) (Roche) e
incubou-se durante 15 minutos em banho-maria a 37+1°C. Apds o periodo de incubac3o,
adicionou-se 200 pL de tampao de ligagdo e 40 uL de proteinase K (reconstituida de acordo
com as instru¢Ges do fabricante), ambos fornecidos pelo sistema comercial. A solugdo foi
misturada, imediatamente, por recurso ao vortex e incubada durante 10 minutos, num banho-
maria a 70£1°C. Apds incubac¢do, adicionou-se 100 pL de isopropanol e agitou-se novamente.
Por cada reacgdo de extracgdo, inseriu-se uma coluna com filtro num tubo de recolha
(existentes no sistema comercial), pipetou-se a amostra para o interior da coluna e procedeu-
se a uma centrifugacdo (centrifuga ScanSpeed 1730R, LaboGene) de 1 minuto a 8000 x g. Apds
centrifugacdo, removeu-se a coluna do tubo de recolha, descartando-se este ultimo com o
liguido recolhido. A coluna foi entdo introduzida num novo tubo de recolha, adicionando-se
500 pL de tampdo para remocdo de inibidores ao reservatério da coluna. Centrifugou-se a
8000 x g durante 1 minuto, sendo o tubo de recolha novamente descartado. A coluna
combinada com novo tubo de recolha, adicionou-se 500 pL do tampdo de lavagem,

procedendo-se novamente a centrifugagdo (centrifuga ScanSpeed 1730R, LaboGene) durante 1
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minuto a 8000 x g. Desprezou-se o liquido recolhido no tubo de recolha e realizou-se uma
centrifugacao adicional de 30 segundos a velocidade mdaxima, de modo a assegurar-se a
remocdo de residuos do tampdo de lavagem. Para eluir o DNA, inseriu-se a coluna num
microtubo estéril, adicionando-se 200 uL do tampao de eluicdo pré-aquecido (banho-maria a
70+1°C) a coluna e centrifugando-se o conjunto (coluna/tubo de recolha) durante 1 minuto a
8000 x g.

Apds remocdo do RNA residual nas condi¢des anteriomente descritas (sec¢do 2.4.1.),

as solucdes de DNA foram armazenadas a -20°C, até posterior utilizac3o.

2.4.3.2. Extracgdo de DNA por recurso ao sistema Gentra Puregene Yeast/Bact da Quiagen

A extraccao de DNA por recurso a este sistema comercial foi efectuada de acordo com
as instrucdes do fabricante, seguindo o protocolo descrito para a purificacdo de DNA a partir
de uma suspensdo de bactérias de Gram negativo. Recolheram-se coldnias (2 a 6 coldnias,
dependendo do tamanho) crescidas em meio sdlido (consultar seccdo 2.3.1.) para um
microtubo estéril contendo 500 pL de tampdo PBS 1x. De seguida, efectuou-se uma
centrifugacdo (centrifuga ScanSpeed 1780R, LaboGene) a 16000 x g durante 5 segundos, para
obter um sedimento celular. O sobrenadante foi removido cuidadosamente com o auxilio de
uma pipeta, ressuspendendo-se as células em 500 pL da solugdo de lise celular fornecida pelo
sistema. A suspensao celular foi incubada em banho-maria a 80+1°C durante 5 minutos para a
lise. Seguiu-se a adicdo de 1,5 plL da solugcdo de RNase A (existente no sistema comercial),
misturando-se por inversdo cerca de 25 vezes, e incubando-se durante 60 minutos, numa
estufa a 37+1°C. Seguidamente, arrefeceu-se rapidamente a amostra em gelo durante 1
minuto. De seguida, adicionou-se 100 uL da solugao de precipitacao de proteinas e agitou-se,
vigorosamente, no vortex durante 20 segundos. Procedeu-se a nova centrifugacdo (centrifuga
ScanSpeed 1780R, LaboGene) durante 3 minutos, a 16000 x g, seguindo-se a remog¢do do
sobrenadante para um novo microtubo estéril com o auxilio de uma pipeta. Adicionou-se,
entdo, 300 uL de isopropanol, misturando-se suavemente, por inversao, cerca de 50 vezes e
centrifugando-se a 16000 x g durante 1 minuto. O sobrenadante foi descartado e os tubos (1
tubo por reaccdo de extraccdo) invertidos sobre papel absorvente limpo, de modo a facilitar a
remocgdo do restante liquido. Adicionou-se, depois, a cada tubo 300 uL de etanol 70% (v/v),
invertendo-se os mesmos varias vezes para lavar o DNA. Centrifugou-se novamente a 16000 x
g durante 1 minuto. O sobrenadante foi descartado e os tubos invertidos sobre papel
absorvente limpo, durante cerca de 15 minutos para secagem. Adicionou-se 50 plL da solugdo
de hidratacdo fornecida pelo sistema comercial e misturou-se no vortex durante 5 segundos a

média velocidade. Esta solugao foi depois incubada num banho-maria a 65+1°C durante 1 hora
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para dissolver o DNA. Por fim, por indicacdao do fabricante, incubou-se durante a noite a

solucdo de DNA a temperatura ambiente com agitacdo suave (Heidolph, Titra Max 100).

2.5. Genotipagem dos isolados
Dos 353 isolados obtidos durante o estudo nacional de prevaléncia de Campylobacter
spp. em cecos de frangos, seleccionaram-se aleatoriamente 200 (129 pertencentes a espécie

Campylobacter coli e 71 pertencentes a espécie Campylobacter jejuni) para genotipagem.

2.5.1. Genotipagem dos isolados baseada na andlise dos polimorfismos dos
fragmentos de restricao do gene flaA (flaA-RFLP)

A genotipagem dos isolados de C. jejuni e C. coli baseada na anadlise dos polimorfismos
dos fragmentos de restricao do gene flaA foi realizada de acordo com o protocolo indicado no
sitio da rede Campynet (consultado a 8 de Outubro de 2010), o qual se baseia nos estudos de
Nachamkin et al. (1993b, 1996) e que esta disponivel em http://campynet.vetinst.dk/Fla.htm.
Resumidamente, o método consiste em identificar os polimorfismos do gene flaA através da
sua amplificacdo por PCR e posterior restricdo com uma endonuclease, seguindo-se a andlise
dos perfis resultantes. Para se aumentar o poder discriminatdrio da técnica, efectuaram-se
duas andlises independentes dos polimorfismos do referido gene recorrendo a sua restricdo

com duas endonucleases diferentes.

2.5.1.1.Reacgao de polimerizagao em cadeia para a amplificagao do gene flaA

Foram realizadas diluicbes 1:10 dos stocks de DNA, correspondendo a uma
concentracdo aproximada de 30 ng/uL, que foram utilizadas como DNA molde em reaccdes de
PCR de 50 pL. Cada reacgdo continha 5 pL da solucdo de DNA; 1,5 mM de MgCl, (Promega); 0,2
mM de cada dNTP (dATP, dCTP, dGTP e dTTP; Promega); 0,05 U/uL da enzima Taq polimerase
(Promega); 1 x Green GoTaq Flexi Buffer (Promega); 1 UM ou 2 uM de cada um dos
oligonucledtidos iniciadores, cuja sequéncia estd publicada no estudo de Nachamkin et al.
(1993b) (Foward - flaA1: 5° GGA TTT CGT ATT AAC ACA AAT GGT GC; Reverse - flaA2: 5'CTG
TAG TAA TCT TAA AAC ATT TTG). As reacgdes decorreram num termociclador (MJ Mini,
BioRad), usando os seguintes parametros: 94°C durante 1 minuto para a desnaturagao inicial
das cadeias de DNA molde, seguida de 35 ciclos constituidos, cada um, por um passo de
desnaturagdo a 94°C durante 15 segundos, hibrida¢cdo a 50°C durante 45 segundos, extensdo a
72°C durante 1 minuto e 45 segundos. Em casos raros, foi necessario baixar a temperatura de

hibridacdo para 45°C para se obter amplificagdo. Seguiu-se um passo de extensdo final a 72°C
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durante 5 minutos. Os produtos de PCR foram armazenados a 4°C/-20°C até posterior

utilizagao.

2.5.1.2. Detecgao dos produtos de amplificacdo do gene flaA

Para a deteccao dos produtos de amplificacdo do gene flaA foi realizada electroforese
(90 Volt, 1h30) em gel de agarose (Seakem LE Agarose, Lonza) 1,5% (m/v), preparado a partir
de tampdo TBE 1x, ao qual se adicionou brometo de etidio (0,3 pg/mL) para a visualiza¢do dos
fragmentos num transiluminador (Bio Doc-it ™ Imaging System - Cambridge, UK). De forma a
confirmar a especificidade da reac¢do de polimerizagdo em cadeia do gene flaA e a identificar-
se o limite de detec¢do da reaccdo, seleccionaram-se as solugdes de DNA de dois dos isolados
estudados (LNIV123 e LNIV167) (Tabela 2.1) e os respectivos produtos de amplificacdo do gene
em estudo por PCR, e prepararam-se diluicdes seriadas em agua destilada num factor de 1:10,
no caso das solugdes de DNA. No caso dos produtos de amplificacdo do gene flaA, efectuaram-
se dilui¢des 1:10, 1:50 e 1:100. Seguiu-se a electroforese em gel de agarose 1,5% (m/v). Este
procedimento permitiu verificar se a banda de grande intensidade que surge na posicao dos
1700 pb corresponde de facto a amplificacdo de um Unico gene, neste caso o gene flaA. Usou-

se como padrdo de massas moleculares o marcador HyperLadder Il (Bioline).

2.5.1.3. Sequenciagao dos produtos de amplificagdo do gene flaA

Seleccionaram-se dois dos isolados em estudo (LNIV224 e LNIV230) para a
sequencia¢do dos produtos de amplificagdo. Esta etapa foi realizada com recursos existentes
na Unidade de Ecofisiologia e Melhoramento de Plantas do Instituto Nacional de Investigagdo
Agrdria (INRB-INIA). A reaccdo de sequenciacdo foi realizada por recurso a um sistema
comercial de sequenciacdo da Applied Biosystems (BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit). Esta reacgdo, com um volume total de 5 uL, foi preparada em tubo de 200 pL,
adicionando-se 1 pL de uma solugdo diluida de cada oligonucleotideo iniciador (flaA1/flaA2)
com uma concentracdo de 1,6 pmol/uL, 2 uL de DNA (cerca de 100 ng) e 2 plL de solugdo de
reaccdo (fornecida no kit) diluida (1 pL de solu¢do + 0,5uL de H,0 + 0,5 puL de tampado de
reac¢do fornecido pelo kit). Foi utilizado um programa de PCR segundo o protocolo do sistema
comercial, sendo a amostra desnaturada durante 2 minutos a 95°C. A electroforese capilar foi
realizada num sequenciador automatico da Applied Biosystems (modelo 3130), utilizando-se
um capilar curto (36 cm) com a capacidade de leitura de até 450 pb. Para a analise do
electroferograma recorreu-se ao software da ABI Sequence Scanner (v 1.0).

Recorreu-se a uma ferramenta bioinformdtica de alinhamento de sequéncias

nucleotidicas (BLAST, disponivel em: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), de forma a
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comparar-se as sequéncias obtidas com sequéncias nucleotidicas depositadas na base de

dados (Nucleotide collection) do NCBI.

2.5.1.4. Recuperagao de fragmentos de DNA de um gel de agarose

Em alguns casos, em que se verificou, apés electroforese, a presenca de produtos nao
especificos resultantes da reaccdo de PCR para amplificacdo do gene flaA, teve que se
proceder a recuperac¢do da banda do gel correspondente ao gene flaA (fragmentos com massa
molecular de, aproximadamente, 1,7 kb). Para esse fim, recorreu-se a utilizacdo de 2 sistemas
comerciais (GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit - Amersham Biosciences; illustra GFX
PCR DNA and Gel Band Purification kit — GE Healthcare).

Apds realizacdo da electroforese e visualizagdo da banda de interesse no
transiluminador, procedeu-se a sua remocao do gel de agarose com o auxilio de um bisturi

estéril e transferiu-se para um microtubo.

2.5.1.4.1. Recuperagdao de DNA a partir de bandas do gel por recurso ao sistema comercial
GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification da Amersham Biosciences

Quando se recorreu ao sistema comercial da Amersham Biosciences, adicionou-se ao
tubo, contendo o pedaco de agarose, 300 uL de tampao de captura. Fechou-se o tubo e agitou-
se vigorosamente no vortex, seguindo-se um periodo de incubacdo de cerca de 15-20 minutos
em banho-maria, a 60£1°C, até a agarose se dissolver completamente. Durante esse periodo,
colocou-se uma coluna GFX num tubo de recolha. Apds a solubilizacdo da agarose, realizou-se
uma centrifugacdo breve (spin) (centrifuga Scan Speed 1730R, LaboGene), de modo a recolher
a amostra no fundo do tubo. A amostra foi transferida para a coluna GFX e incubou-se a
temperatura ambiente, durante 1 minuto, antes de se centrifugar a velocidade maxima,
durante 30 segundos. De seguida, descartou-se o liquido do tubo de recolha e voltou-se a
colocar a coluna GFX no seu interior, adicionando-se 500 plL de tampao de lavagem a coluna.
Voltou a realizar-se uma centrifugagao (centrifuga Scan Speed 1730R, LaboGene) a velocidade
maxima, durante 30 segundos, tendo-se a seguir colocado a coluna GFX no interior de um
microtubo estéril. Por fim, adicionou-se entre 30 a 50 uL de agua bidestilada MilliQ (Milli-Q
plus, Millipore), esterilizada em autoclave, directamente na matriz de fibra de vidro da coluna
GFX, incubando-se a temperatura ambiente durante 1 minuto. Apds esse periodo, centrifugou-
se a velocidade mdaxima durante 1 minuto para recolher o DNA. O DNA recolhido foi

armazenado a -20°C até posterior utiliza¢do.
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2.5.1.4.2. Recuperagdao de DNA a partir de bandas do gel por recurso ao sistema comercial
illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification da GE Healthcare

De acordo com o protocolo para purificacdo de DNA a partir de géis de agarose
preparados com TBE ou TAE, adicionou-se 500 pL do tampao de captura a cada tubo contendo
o pedaco de agarose excisado do gel, misturando-se por inversdao e incubando-se os tubos
num banho-maria a 60+1°C, durante 15 a 30 minutos (a cada 3 minutos os tubos foram
agitados por inversdo). Quando a agarose solubilizou por completo, confirmou-se que todas as
solugBes tinham uma cor amarela, de acordo com as indicagcbes do fornecedor. Para cada
reaccdo de purificagdo, colocou-se uma coluna GFX MicroSpin dentro de um tubo de recolha.
As solugdes de cor amarela foram centrifugadas brevemente (centrifuga Scan Speed 1730R,
LaboGene), de modo a recolher o liquido no fundo do tubo, transferindo-se até 800 L de cada
solucdo para a coluna respectiva e incubando-se a temperatura ambiente durante 1 minuto.
Cada conjunto coluna/tubo de recolha foi submetido a centrifugacdo a 16000 x g durante 30
segundos. O liquido recolhido foi descartado e a coluna colocada novamente no interior do
tubo de recolha. De seguida, adicionou-se 500 pL do tampdao de lavagem a coluna e realizou-se
nova centrifugacdo a 16000 x g durante 30 segundos. Repetiu-se o passo de lavagem,
descartando-se o liquido recolhido. Procedeu-se a uma centrifugacao adicional de 30 segundos
a 16000 x g, de modo a remover residuos da solucdo de lavagem da coluna GFX. O tubo de
recolha foi depois descartado e a coluna transferida para um microtubo estéril. Para eluir o
DNA, adicionou-se no centro da membrana da coluna 30 a 50 pL de dgua estéril livre de
nucleases (Elution buffer type 6 existente no kit). Incubou-se a temperatura ambiente durante
1 minuto, procedendo-se de seguida a uma centrifugacdo a 16000 x g durante 1 minuto para

recolher o DNA purificado. O DNA foi armazenado a — 20°C até ser necessario.

2.5.1.5. Restricdo dos produtos de amplificagdo do gene flaA

Os produtos de PCR com tamanho correspondente ao fragmento do gene flaA
amplificado (= 1,7 kb) (verificado em gel de agarose) foram sujeitos, separadamente, a
restricio com as enzimas Ddel (Promega) (0,1-0,2 U/ul) e Hinfl (0,1 U/ul) (Promega). Cada
reacgdo (30 L) continha a enzima na concentragdo indicada, o respectivo tampao 1x fornecido
pelo fabricante da enzima (Ddel — Buffer D, Hinfl — Buffer B; Promega), aloumina sérica bovina-
BSA (Promega) numa concentracdo final de 0,1 mg/mL, 5 a 10 pL do produto de PCR
(consoante a sua concentragdo, estimada de acordo com a intensidade da banda no gel de
agarose) e agua bidestilada esterilizada para perfazer o volume de reacgdo. As reac¢Ges foram
incubadas a 37+1°C (banho-maria ou estufa), durante 3h00 ou durante a noite. Os produtos

das reacgdes de restrigdo foram visualizados em géis de agarose 2% (m/v), sendo a separagdo
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electroforética realizada entre 75 e 90 Volt durante 2 h e 30 minutos ou 3 h. Usou-se como
padrdo de massas moleculares os marcadores BenchTop 100 bp DNA Ladder (Promega) e 50

bp DNA Step Ladder (Promega).

2.5.1.6. Analise dos perfis flaA-RFLP obtidos

A andlise dos perfis obtidos apds a restricdio do gene flaA com uma das duas
endonucleases testadas e electroforese em gel de agarose foi realizada visualmente, com o
auxilio do software GelCompar Il v 3.50 da Applied Maths (Bélgica). Todos os perfis foram
normalizados de acordo com o mesmo sistema de referéncia (BenchTop 100 bp DNA Ladder,
Promega). A comparacao dos perfis obtidos com a mesma enzima de restricdo deu origem a
uma matriz binaria do tipo 0/1, em que 0 corresponde a auséncia de banda e 1 corresponde a
presenca de banda numa mesma posicdo. A partir da matriz de dados binarios foi gerada uma
matriz triangular de similaridades, por recurso ao coeficiente de similaridade de Dice [D (iy,i,) =
2a/(2a+b+c)] muitas vezes referido como a medida de similaridade genética de Nei & Li
(Kosman & Leonard, 2005). Na férmula referida, i; e i, correspondem ao perfil de restricdo dos
isolados 1 e 2 respectivamente; (a) corresponde ao numero de posicdes com bandas
partilhadas para ambos os perfis (os “1” da matriz binaria); (b) corresponde as posices em
que o perfil 1 possui banda e o perfil 2 ndo; (c) representa a situacdo inversa em que o perfil 2
possui banda e o perfil 1 ndo possui banda. A matriz resultante deste calculo foi utilizada para
gerar os dendogramas com base no método UPGMA (Unweighted-Pair Group Method using

Arithmetic Averages).

2.5.1.7. Andlise do poder discriminatdrio da técnica flaA-RFLP
O poder discriminatdrio da técnica foi calculado com base na férmula proposta por
Hunter (Hunter, 1990):
1 s
D=1- —— =1
N(N - 1) J?l xj(‘xj )

Nesta formula, correspondente ao indice de diversidade de Simpson, N corresponde
ao numero de estirpes testadas nao relacionadas, s corresponde ao numero de diferentes
tipos (neste estudo, padrdes de restricdo) encontrados e x; corresponde ao nimero de estirpes
pertencentes ao padrao de restri¢do j,. Um valor de D=1 indica que o método de tipagem teve
a capacidade de distinguir cada membro da populagdo analisada de todos os outros membros

dessa populagdo. Um valor de D=0 indica que todos os membros da populagdo analisada

pertencem ao mesmo tipo (mesmo padrdo de restricdo). Este parametro foi calculado por
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recurso a uma ferramenta bioinformatica que se encontra disponivel no sitio

http://insilico.ehu.es/mini_tools/discriminatory_power/, consultado a 18 de Junho de 2011.

2.5.2. Andlise dos polimorfismos dos macrofragmentos de restricado separados por
electroforese de campo pulsado

Para a obtencdo de uma caracterizacdo genotipica mais discriminatdria do grupo de
isolados seleccionados para os ensaios de biofilmes (sec¢do 2.6.) procedeu-se a analise dos
polimorfismos dos macrofragmentos de restricdo do DNA total de cada isolado separados por
electroforese de campo pulsado (PFGE). Para a execucdo deste método, recorreu-se ao
protocolo descrito pela rede de laboratérios Campynet, disponivel no sitio
http://campynet.vetinst.dk/PFGE.htm| e que foi consultado a 23 de Novembro de 2010.
Resumidamente, este método consiste em imobilizar as células numa matriz de agarose de
baixo ponto de fusdo, a fim de se minimizarem as quebras mecanicas de DNA, seguindo-se a
lise celular por métodos enzimaticos e quimicos. Procede-se, entdo, a restricdo do DNA com
uma endonuclease que reconhece sequéncias raras e electroforese por campo pulsado (dada a

elevada dimensao dos fragmentos obtidos) em agarose apropriada para o efeito.

2.5.2.1. Preparac¢ao do DNA total

Inicialmente, recolheu-se 1 mL das células crescidas em meio Mueller-Hinton Broth -
MHB (culturas crescidas overnight, a 41+1°C em microaerofilia), para um microtubo estéril,
seguindo-se uma centrifuga¢do (centrifuga eppendorf 5415D) a 5000 x g durante 2 minutos.
Descartou-se o sobrenadante e repetiu-se o processo de modo a aumentar a quantidade de
células recolhidas. Colocou-se o tubo com o sedimento celular em gelo e adicionou-se 300 uL
de tampado Pett IV (1M NaCl, 10 mM Tris, pH 8, 10 mM EDTA) acabado de retirar do frigorifico

d™ Low Melt Agarose,

a 4°C. A suspensdo celular, adicionou-se 700 pL de agarose (Certifie
BioRad). Dispensou-se a mistura correspondente a cada isolado em 4 poc¢os do molde utilizado
para a preparacdo dos blocos de agarose (DRIl Sample Mold, BioRad) e colocaram-se os
moldes a 4°C durante cerca de 10 minutos. Os blocos de agarose foram depois colocados em
tubos de Falcon de 15 mL (1 tubo por isolado) com 5 mL de solucdo de lise EC [1M NaCl, 100
mM EDTA, 6mM TrisHcl (autoclavar) e s6 depois adicionar 0,5% (m/v) Brij-58, 0,2% (m/v)
desoxicolato de sédio e 0,5% (m/v) de sal sédico de N-laurilsarcosina; pH 7,6], a qual se
adicionou 50 pL de lisozima (100 mg/mL) (Roche) e 1,25 uL de RNase (500 ug/mL) (Boehringer

Mannheim). Os tubos foram incubados em banho-maria (Infors AG CH-4103 Bottmingen) a

37+1°C com agitagdo (aproximadamente 60 rpm), durante a noite. No dia seguinte, fez-se a
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decantacdo da solucdo de lise e pipetou-se para cada tubo 5 mL de tampdo ESP (0,5 M EDTA,
1% sal sddico de N-laurilsarcosina), ao qual se adicionou 50 pL de proteinase K (100 mg/mL).
Os tubos foram novamente incubados em banho-maria a 56+1°C com agitacdo
(aproximadamente 60 rpm), durante a noite. Depois de descartar-se o tampao ESP, repetiu-se
a incubacdo nas mesmas condicdes com tampao ESP fresco. O tampao ESP foi novamente
decantado, procedendo-se a uma série de seis lavagens dos blocos de agarose com tampao TE
pH 8,0 (10mM Tris, 1mM EDTA). Os tubos foram colocados numa plataforma de balango
(Biometra WT16), no qual ficaram durante, pelo menos, 20 minutos em cada lavagem. Apds as
lavagens, os blocos de agarose foram colocados em 5 mL de tampdo TE e armazenados a 4°C

até a digestdo enzimatica.

2.5.2.2. Restricdo do DNA total

Para a digestdo enzimatica do DNA total dos isolados de Campylobacter, recorreu-se a
enzima de restricdo Smal (Promega). Cortou-se, com o auxilio de uma lamina, um pedaco do
bloco de agarose com aproximadamente 1 milimetro, colocando-o num microtubo estéril e
adicionando-se o tampéao da enzima [10 plL de tampdo J (Promega) + 89 plL de H,0 bidestilada
esterilizada + 1 pL de BSA (Promega) (10 mg/mL)]. Incubaram-se os tubos em banho-maria a
25+1°C, durante a noite. No dia seguinte, removeu-se o tampao de pré-incubacdo com uma
pipeta e adicionou-se a solugdo de restricdo (1 pL de Smal + 10 pL de tampdo J + 88 plL de H,0
bidestilada esterilizada + 1 pL de BSA (10 mg/mL)). Repetiu-se o periodo de incubagio a 25°C,

durante a noite.

2.5.2.3. Separagao dos fragmentos de restrigao por electroforese de campo pulsado

Para a separagao dos fragmentos de restricdo, realizou-se electroforese em campo
pulsado. Prepararam-se géis 1,4% (m/v) com tampdo TBE 0,5x, tendo a electroforese sido
realizada numa das seguintes condi¢des, uma vez que houve necessidade de se ajustar e
optimizar as condi¢des de corrida ao aparelho disponivel (CHEF-DRII, BioRad):
1 - Switch time: 0,5 s - 40 s; Tempo de migracdo: 22,5 horas; Voltagem: 6 Volt/cm
2 — Switch time: 0,5 s - 30 s; Tempo de migracdo: 12 horas; Voltagem: 6 Volt/cm (12 bloco) /
Switch time: 30 s - 40 s; Tempo de migrac¢do: 12 horas; Voltagem: 6 Volt/cm (22 bloco)
3 - Switch time: 0,5 s - 80 s; Tempo de migracdo: 24 horas; Voltagem: 6 V/cm

Ap0s a corrida electroforética, os géis foram submersos num recipiente contendo TBE
0,5x e brometo de etidio (0,3 pg/mL) para permitir a visualizacdo das bandas no

transiluminador.
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2.6. Caracterizacao de isolados de C. jejuni e C. coli quanto a sua capacidade

de formacgao de biofilmes em superficies abidticas

De forma a aferir as condi¢Ges que propiciam a formacao de biofilmes por isolados de
campo de Campylobacter jejuni e Campylobacter coli e a identificar-se isolados com
capacidade acrescida/diminuida de formacdo de biofilmes in vitro, seleccionou-se um
subgrupo de 9 isolados (LNIV19, LNIV52, LNIV55, LNIV63, LNIV70, LNIV76, LNIV78, LNIV104,
LNIV216) de entre os isolados genotipados. Essa selec¢do foi efectuada tendo em consideragdo
a espécie, os gendtipos flaA-RFLP mais frequentes bem como o fendtipo de susceptibilidade
dos isolados aos antibidticos eritromicina e ciprofloxacina, o qual se encontrava previamente
caracterizado no Laboratério no ambito de outro estudo e de acordo com a metodologia
descrita pelo CLSI [The Clinical Laboratory Standard Institute M31-A3 Vol.28 N28 (2008)]
(Tabela 2.2). As estirpes de referéncia C. jejuni subsp. jejuni ATCC 33560 e C. coli CCUG 11283,

foram, também utilizadas neste estudo.

Tabela 2.2 - Susceptibilidade a ciprofloxacina e eritromicina do subgrupo de isolados

seleccionados para os ensaios de formacdo de biofilmes.

Isolado Antibidtico
Ciprofloxacina Eritromicina

LNIV19 Sensivel Sensivel
LNIV52 Resistente Resistente
LNIV55 Resistente Resistente
LNIV63 Resistente Resistente
LNIV70 Sensivel Sensivel
LNIV76 Resistente Resistente
LNIV78 Resistente Sensivel
LNIV104 Resistente Sensivel
LNIV216 Resistente Resistente

2.6.1. Ensaios preliminares para seleccao das condigbes que promovem o
crescimento em biofilme de C. jejuni e C. coli

De modo a apurar as condi¢gdes experimentais que favorecem o crescimento de
biofilmes in vitro, os isolados seleccionados foram submetidos inicialmente a diferentes

condigBes de crescimento. Foram analisadas as seguintes varidveis: tipo de superficie abidtica
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(microplaca de poliestireno, lamina de vidro ou ldamina de aco inoxidavel), condicGes

nutricionais, temperatura, condicdes atmosféricas, periodo de incubacao, e agitacao.

2.6.1.1. Estudo do efeito do meio de cultura
Para estudar o efeito dos nutrientes, variou-se a composicdo do meio de cultura,
tendo-se testado os seguintes meios: Trypticase Soya Broth — TSB, Mueller-Hinton Broth -

MHB, Brucella Broth - BB, Bacto Heart Infusion Broth — BHI e Luria-Bertani Broth — LB

2.6.1.2. Estudo do efeito da temperatura
Os ensaios foram realizados a uma das seguintes temperaturas: 6°C, 37°C, 42°C e a

temperatura ambiente (ndo monitorizada).

2.6.1.3. Estudo do efeito da atmosfera
Para avaliacdo do efeito da atmosfera, foram testadas condi¢cdes de microaerofilia (5%

0,, 10% CO,) e aerobiose.

2.6.1.4. Estudo do efeito do periodo de incubagao
O periodo de incubacdo teve a duragdo de 24 h, 62 h, 72 h, 120 h ou 135 h.

2.6.1.5. Estudo do efeito da agitacao
As microplacas de poliestireno foram colocadas a incubar em estufa (Memmert BE 500
ou Memmert BE 700) sem agitacdo ou com agitacdo (velocidade de aproximadamente 40 rpm)

num agitador orbital de microplacas (Insel Hamble SO3 8DH England).

2.6.1.6. Preparagao dos ensaios em diferentes superficies

Apds o crescimento dos isolados em placas com meio Columbia Blood Agar Base
(Oxoid) suplementado com 5% de sangue de carneiro, nas condi¢Ges ja descritas (sec¢do
2.3.1.), fez-se a passagem de 2 a 4 coldnias (dependendo do tamanho) de cada isolado para
tubos de ensaio estéreis com 5 mL do meio de cultura testado. Os tubos foram incubados

entre 24 a 48 h em condig¢Oes de microaerofilia (GEN box, bioMérieux), a 41+1°C.

2.6.1.6.1. Microplacas de poliestireno
No caso dos ensaios em que se utilizaram microplacas de poliestireno, pipetou-se 1 mL

do pré-indculo para tubos com 5 mL do meio de cultura testado e, de seguida, fez-se a

62



Capitulo Il — Material e Métodos

passagem de 200 plL da suspensdo celular para os pocos da microplaca (BRAND plates,
BrandTech Scientific, Inc) (7 pogos por meio, por isolado) usando-se como controlo negativo
200 pL de meio fresco nao inoculado (Fig. 2.2). Cada microplaca foi depois incubada, de acordo

com as diferentes condi¢des anteriormente mencionadas.
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Figura 2.2 - Diagrama esquematico representativo do procedimento de inoculagdo das
microplacas de poliestireno nos ensaios de formacdo de biofilmes. Por cada placa sdo
utilizados, no maximo, 4 isolados (I, I, 1ll, IV) inoculados em diferentes meios de cultura (3
meios diferentes). Os indculos sdo realizados no sentido da seta, sendo que para cada meio
testado existe um total de 7 pocos inoculados. O ultimo poco (H) é preenchido com igual

volume de meio fresco ndo inoculado e funciona como o controlo negativo da experiéncia.

2.6.1.6.2. Laminas de vidro e ago inoxidavel

No que diz respeito a preparag¢do dos ensaios em que se utilizaram laminas de vidro e
aco inoxidavel, utilizaram-se tubos de Falcon com 50 mL do meio de cultura testado, cada um
contento a superficie analisada [neste caso as superficies tinham dimensdes diferentes;
[dminas de vidro (7,5 cm x 2,5 cm; VWR, ECN 631-1550) e laminas de ago inoxidavel (4,5 cm x
2,5 cm)]. Pipetou-se, a partir do pré-inéculo um volume determinado de modo que a
suspensdo celular final ficasse diluida com um factor de 200.

A preparagdo das laminas de vidro e de aco inoxidavel foi efectuada de acordo com o
gue ja havia sido descrito por Gunther & Chen (2009): numa primeira etapa, as laminas de
vidro foram limpas com um spray desinfectante (Oxivir Spray, Johnson Diversey) e lavadas com
agua destilada, antes de serem lavadas por imersdao em acetona (Merck). Apds este processo,
as laminas foram deixadas a secar expostas ao ar e foram depois enroladas em papel de

aluminio para serem esterilizadas por autoclave (120°C, 15 minutos). As laminas de aco
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inoxidavel foram cortadas a partir de folhas de aco inoxidavel AISI 304 ou 316, tendo a sua
lavagem e esterilizagdo sido efectuadas da mesma forma realizada para as laminas de vidro.

Para a reutilizacdo das superficies em ensaios subsequentes, lavaram-se as laminas de
vidro e de aco inoxidavel por submersao em lixivia pura, durante cerca de 40 minutos, tendo,
de seguida, sido passadas para um recipiente com lixivia 7% (v/v), onde foram deixadas
overnight. De seguida, efectuou-se o processo de lavagem e esterilizacdo como descrito acima.
Os tubos foram depois incubados, de acordo as diferentes condi¢cdes anteriormente
mencionadas.

A morfologia dos isolados formadores de biofilme foi observada directamente por

recurso a um microscopio éptico (Olympus BX 40) nas ampliacdes de 40x e 100x.

2.6.1.7. Quantificacdao dos biofilmes formados
2.6.1.7.1. Quantificacao dos biofilmes formados em microplaca de poliestireno

Apds o periodo de incubacdo, procedeu-se a remoc¢ao do meio de cultura e das células
gue ndo aderiram a superficie dos po¢os com uma pipeta multicanal. De seguida, procedeu-se
a lavagem cuidadosa dos pog¢os da microplaca com dgua destilada (2 a 3 vezes por pipetagem),
e colocou-se a microplaca na estufa a 42°C, durante cerca de 15 minutos, antes de se proceder
a coloragdo dos biofilmes. A coloracdo dos biofilmes (células aderentes) foi efectuada com
uma solugdo de violeta de cristal 1% [1 g Violeta de Cristal (Merck) + 80 mL de H,0 bidestilada
+ 20 mL de etanol absoluto (Merck)], pipetando-se 200 pL dessa solucdo para cada poco e
deixando actuar durante cerca de 15 minutos. Apds a coloracgdo, efectuaram-se 3 lavagens dos
pogos com agua destilada. A solubilizagdo do corante associado as células aderentes foi feita
por adicdo de 200 pL de etanol absoluto. O biofilme disperso foi entdo quantificado por
medicdo da absorvancia a 570 nm num leitor de microplacas (DYNEX Technologies — MRXII).

A extensdo do biofilme formado foi determinada através da aplicagdo da seguinte

férmula:

As70x) = As7oxi) - Aszox0)

Em que a absorvancia num determinado poco da microplaca (Asyoy) corresponde a
absorvancia a 570 nm da solugdo resultante da solubilizagdo do violeta de cristal associado a
células formadoras de biofilme (As;o;), subtraindo-se a absorvancia a 570 nm resultante da
solubiliza¢do do violeta de cristal associado a parede do pogo controlo (meio de cultura ndo
inoculado) (Assoxo))-

Tratando-se de uma abordagem inicial para seleccdao de condi¢des experimentais os

resultados apresentados resultam da média + erro padrdo de valores obtidos numa
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experiéncia independente. No caso das microplacas até 7 valores resultantes das leituras

efectuadas nos 7 pocos inoculados por isolado.

2.6.1.7.2. Quantificagdo dos biofilmes formados em laminas de vidro e ago inoxidavel

Apds o periodo de incubagdo, o meio de cultura foi descartado e as laminas de vidro/
aco inoxidavel foram observadas a olho nu para verificar a existéncia de biofilme
macroscopicamente visivel. As superficies foram colocadas dentro de placas de petri de vidro,
que depois foram introduzidas numa estufa a 80+1°C durante 30 minutos, para fixar o
biofilme. Depois de retiradas da estufa, as superficies foram submersas em 15 mL de uma
solugdo de violeta de cristal 1% (v/v) durante, pelo menos, 5 minutos. Apds esta etapa,
procedeu-se a lavagem das superficies com agua destilada. O violeta de cristal que ficou retido
no biofilme foi solubilizado com 15 mL de etanol absoluto durante, pelo menos, 15 minutos.
Pipetaram-se 2 mL da solugdo para 3 cuvetes descartaveis e efectuaram-se as leituras de
absorvancia a 595 nm num espectrofotometro (GeneQuantPro, Pharmacia).

A extensdo do biofilme formado foi determinada de acordo com a seguinte formula:

Asosix) = Asgsixa) - Asgsixo)

Em que a absorvancia efectiva da solugcdo resultante da solubilizacdo do biofilme
formado (Asgsx) corresponde a absorvancia a 595 nm dessa solugdo (Asgsxy)), subtraindo-se a
absorvancia a 595 nm resultante da solubilizagdo do violeta de cristal associado a superficie
(vidro ou acgo inoxidavel) colocada no tubo controlo (meio de de cultura ndo inoculado)
(Asos(xa)-

Tal como anteriormente referido, por tratar-se de uma abordagem inicial para
seleccao de condigbGes experimentais os resultados apresentados relativos as leituras de
absorvancia a 595 nm correspondem a média * erro padrdo de valores obtidos apenas numa

experiéncia independente, realizada em duplicado.

2.6.2. Caracterizacdao das curvas de crescimento e determinac¢do da taxa especifica
maxima de crescimento

Apds a triagem inicial de varias condicOes experimentais foram seleccionados para
estudos posteriores os isolados que revelaram ter maior capacidade de formacdo de biofilme.
De modo a permitir uma melhor caracterizacdo e comparac¢do da sua capacidade de formacao
de biofilmes, esses isolados foram caracterizados no que diz respeito ao crescimento em

descontinuo (batch) tendo-se realizado a mesma caracterizagcdo para as estirpes de referéncia.
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Para o efeito, foram descongelados e crescidos em meio sélido, sendo de seguida preparados
os pré-indculos em meio liquido. Esta etapa de crescimento das culturas foi realizada de
acordo com a metodologia anteriormente descrita (consultar sec¢do 2.3.). Depois, procedeu-se
a medicdo em espectrofotémetro (Evolution 300 UV-Vis, Thermo Scientific) da densidade
Optica a 600 nm (Aggonm) das culturas assim crescidas, tendo-se, para esse efeito utilizado 1 mL
de cada pré-indculo. Os indculos foram preparados em frascos de cultura celular (25 cm?
Nunclon filter caps flasks; Nunc) com 15 mL de meio Mueller-Hinton Broth - MHB. Para a
preparacao do indculo, efectuou-se o calculo do volume de pré-inéculo necessario para se
obter uma Aggonnm inicial de cerca de 0,01. Esse volume foi retirado para microtubos estéreis de
1,5-2,0 mL, tendo-se de seguida realizado uma centrifugacdo (centrifuga ScanSpeed 1730R,
LaboGene) a 14000 x g, durante 5 minutos, de modo a depositar as células no fundo do tudo.
De seguida, descartou-se o sobrenadante e resuspendeu-se o sedimento celular em 1 mL de
meio de cultura fresco, transferindo-se para o frasco de cultura celular. Todas as manipulacdes
envolvendo a transferéncia das culturas celulares foram efectuadas em condicbes de assépsia,
numa camara de fluxo laminar (Steril — CTH, Angelantoni Industrie).

O acompanhamento do crescimento dos isolados em meio liquido foi efectuado
através de leituras periddicas da Agonm até ao final do periodo de incubacdo (leituras
efectuadas em T=5,0; 8,0; 19,0; 21,5; 24,0; 28,5; 42,0; 49,0 e 72,0 horas).

No caso de incubacdo em microaerofilia, os geradores foram sempre substituidos de
cada vez que se abriu a jarra de incubacdo para efectuar as medidas da absorvancia.

Os resultados apresentados das leituras de Agyonm COrrespondem a média + erro padrao
de duas experiéncias independentes.

As curvas de crescimento assim obtidas foram utilizadas no célculo da taxa especifica
méxima de crescimento [p(h™)], efectuando-se a analise de regressdo linear & zona linear da
representacdo semi-logaritmica da Aggp.m €m funcdo do tempo, com base na equacgao:

Ln DO, =In DOy + .t
em que DO, e DO, correspondem a densidade dptica da suspensdo celular, medida a 600 nm,

no tempo t(h) e no inicio da fase exponencial do crescimento.

2.6.3. Determinac¢do do numero de Unidades Formadoras de Coldnias (UFCs)
Durante a caracterizagdo das curvas de crescimento dos isolados em estudo,
procedeu-se simultaneamente a determinagcdo do numero de unidades formadoras de

coldnias, UFCs, as 24h e 49h do crescimento em meio liquido. Esta determinacdo foi efectuada
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com base na metodologia “6x6 drop” descrita por Chen et al. (2003). Na figura 2.3 pode

observar-se um diagrama esquematico do procedimento efectuado.

‘- Amostras (100 uL)

10110 10 1710 10107

X Dilui¢Bes seriadas 10x
) (20 pL em 180 pL de meio MHB ndo inoculado)

\ Plaquear 6 gotas de 10 pL a partir de
R 6 diluigbes seleccionadas utilizando

uma pipeta multicanal

‘.‘,\\\,\‘
1\

H101,91,91 91 .91

!

Incubar em condigdes apropriadas

Figura 2.3 - Representacao esquemdtica da metodologia “6x6 drop” seguida no presente

trabalho para a determinagao de UFCs. Adaptado de Chen et al., 2003.

Brevemente, pipetou-se 100 pL da cultura para o pogo inicial de cada linha de uma
microplaca de 96 pogos (BRAND plates, BrandTech Scientific, Inc), sendo de seguida realizadas
diluicdes seriadas 1:10 utilizando uma pipeta multicanal, através da transferéncia de 20 pL da
coluna i para 180 pL de meio Mueller-Hinton Broth- MHB na coluna i+1, misturando 10 vezes e
repetindo o processo. Foram realizados dois ensaios independentes. De seguida, 6 replicados
de 10 uL de cada uma das 6 diluicbes seleccionadas, foram plaqueados em meio Mueller
Hinton agar [Mueller-Hinton Broth 21 g/L (Becton Dickinson) + 17 g/L de agar (Bacto TM Agar,
Becton Dickinson)], utilizando a pipeta multicanal. As placas foram deixadas a secar a
temperatura ambiente e depois levadas para a estufa a 37+1°C, onde ficaram em condic¢des de

microaerofilia (Geradores GEN box, bioMérieux) durante 48 h.
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As 24 h de crescimento, foram utilizadas para plagueamento as diluicdes 102, 10, 10,
10°, 10° e 107, enquanto que as 49 h se seleccionaram para plagueamento as diluicdes 10,
10°,10°, 107, 108, 10°.

Apbs o periodo de incubacao, coldnias com 0,5-1 mm de didmetro foram enumeradas.
Os resultados apresentados relativos a enumeracao das coldnias correspondem a média + erro
padrdao de dois ensaios independentes, considerando que, em cada ensaio, as diluicdes e
respectivo plagueamento foram realizados em triplicado e que foram calculadas as médias da

enumeracdo para o conjunto de diluicdes repetidas.

2.6.4. Ensaios de formagao de biofilmes

Pretendeu-se com este estudo identificar as condi¢cdes nas quais a producdo de
biofilmes por isolados de campo de C. jejuni e C. coli é maxima, tentando-se ainda mimetizar
algumas das condicGes ambientais presentes durante a cadeia de processamento alimentar.
Para além das estirpes de referéncia, foram incluidos nestes ensaios os isolados LNIV19,
LNIV52, LNIV63, LNIV76 e LNIV104, que inicialmente demonstraram ter capacidade de

formacao de biofilme sob diferentes condi¢cdes experimentais.

2.6.4.1. Crescimento dos isolados em biofilme utilizando, para o efeito, microplacas de
poliestireno

Apds o crescimento dos isolados em placas com meio Columbia Blood Agar Base
(Oxoid) suplementado com 5% de sangue de carneiro, nas condi¢des ja descritas (sec¢do
2.3.1.), fez-se a passagem de 2 a 4 coldnias (dependendo do tamanho) de cada isolado para
tubos de ensaio estéreis com 5 mL do meio testado. Os tubos foram incubados entre 24 a 48 h
em condi¢cdes de microaerofilia (GEN box, bioMérieux), a 41+1°C. Pipetou-se um volume
determinado do pré-indculo de modo a obter em cada pog¢o da microplaca [7 pogos por meio,
por isolado (Fig. 2.2 secgdo 2.6.1.6.1.)] (BRAND plates, BrandTech Scientific, Inc) um volume
final de 200 pL de suspensdo celular com uma Aggonm inicial de pelo menos 0,01. Usou-se como
controlo negativo 200 pL de meio fresco ndo inoculado (Fig. 2.2 secgdo 2.6.1.6.1.). A
microplaca foi depois incubada nas varias condicGes testadas, de acordo com o que abaixo se

descreve.

Meio de Cultura: MHB
Temperatura: 6°C, 12°Ce 37°C
Atmosfera: microaerofilia ou aerobiose

Periodo de incubagdo: 72 h
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A quantificacdo do biofilme formado foi efectuada de acordo com o procedimento
anteriormente descrito (sec¢do 2.6.1.7.1.).
Os resultados apresentados das leituras de absorvancia a 570 nm, resultam da média +

erro padrdo de duas experiéncias independentes.

2.6.4.2. Crescimento dos isolados em biofilme utilizando, para o efeito, laminas de vidro ou
de ago inoxidavel

Utilizaram-se tubos de Falcon (Sarstedt), contendo 15 mL do meio de cultura MHB, nos
quais se introduziu um pedaco de uma das superficies [aco inoxidavel AlSI 316 ou vidro com
dimensdes idénticas (7,5 cm x 2,5 cm)] preparadas de acordo com o procedimento
anteriormente descrito (sec¢do 2.6.1.6.2.). Cada tubo foi inoculado com uma suspensao celular
(pré-indculo) do respectivo isolado de modo a obter-se uma Agynm inicial de pelo menos 0,01.

Os tubos foram, entdo incubados de acordo com as condi¢Ges abaixo descritas.

Meio de Cultura: MHB
Temperatura: 12°Ce 37°C
Atmosfera: microaerofilia ou aerobiose

Periodo de incubacdo: 72 h nos ensaios realizados a 37°C e 212 h nos ensaios a 12°C

A quantificagdo do biofilme formado foi efectuada de acordo com o procedimento
anteriormente descrito (sec¢do 2.6.1.7.2.), tendo-se procedido a seguinte alteragdo, apos
solubilizacdo do biofilme em 15 mL de etanol absoluto (com recurso a um processo de
raspagem para solubilizacdo completa, no caso dos biofilmes mais firmemente associados a
superficie) procedeu-se a leitura da absorvancia a 570 nm (Evolution 300 UV-Vis, Thermo
Scientific) utilizando-se para esse efeito 1 mL da solugdo resultante da solubilizacdo do
biofilme. Os resultados apresentados das leituras de absorvancia a 570 nm, resultam da média

* erro padrao de duas experiéncias independentes.

2.6.5. Ensaios de mobilidade: Swimming e Swarming

Os ensaios de mobilidade foram efectuados em meio Mueller-Hinton Broth - MHB
contendo uma percentagem adequada de agar consoante o tipo de mobilidade em estudo, a
qual é bastante inferior a normalmente utilizada em meios de cultura sélidos, pelo que sdo
designados de soft agar.

Inocularam-se placas de Swim agar [MHB suplementado com agar 0,3% (m/v) (Difco

Agar Noble, Becton Dickinson)] ou de Swarm agar [MHB suplementado com agar 0,4% (m/v)
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(Difco Agar Noble, Becton Dickinson)] com coldnias isoladas crescidas em meio sélido
(consultar seccdo 2.3.1.) usando um palito estéril. As placas foram incubadas a 37+1°C,
durante 72 h em condicdes de microaerofilia (5% 0,, 10% CO,) ou aerobiose. A migra¢do das
células é indicada pela existéncia de uma zona circular turbida em torno do ponto de
inoculacdo. Os diametros dos halos de migracdo foram medidos as 48 h e 72 h, tendo-se
substituido os geradores de microaerofilia aguando da medicdo as 48 h. Os resultados
apresentados dos didametros dos halos de migracdo sdo a média + erro padrdo de duas

experiéncias independentes.

2.6.6. Determinacdo da hidrofobicidade da superficie celular

A hidrofobicidade da superficie celular foi determinada usando o teste designado por
MATH (Microbial Adhesion to Hydrocarbon) (Rosenberg et al., 1980), no qual se estima a
percentagem de células microbianas que aderem a um hidrocarboneto apolar, o hexadecano.

Recolheram-se células de culturas crescidas em meio Mueller-Hinton Broth - MHB, em
condicbes de microaerofilia (5% O,, 10% CO,), a 37+1°C durante 72 h (aquando do término do
ensaios das curvas de crescimento) e lavou-se duas vezes com tampao PBS 1x concentrado,
realizando-se, de cada uma das vezes, centrifugacdo (centrifuga ScanSpeed 1730R, LaboGene)
durante 5 minutos a 14000 x g. Apds a lavagem das células, preparou-se uma suspensao
celular com Agyonm = 0,5 em tampdo PBS 1x. Em microtubos estéreis, misturou-se 1,5 mL da
suspensdo celular com 500 uL de hexadecano e vortexou-se durante 20 segundos, passando-se
de seguida para cuvetes descartdveis (Sarstedt) de 2 mL e deixando-se repousar durante 30
minutos para equilibrio de fases. Por fim, mediu-se a perda de absorvancia da fase aquosa
(Asoonm) relativamente a absorvancia inicial (Aggonm inicial). A percentagem de células aderentes

ao hexadecano foi estimada usando a equagdo que se segue:

Hidrofobicidade (%) = [(Aeoonm inicial - Asoonm)/ Asoonm |n|C|a|]X100

Os resultados apresentados sdo a média + erro padrdao de duas experiéncias

independentes.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Caracterizagao genotipica de isolados de C. jejuni e C. coli obtidos a
partir de cecos de frangos provenientes de vdrias regioes de Portugal
Continental

3.1.1. Ambito do estudo realizado

Em Portugal, sdo ainda escassos os dados existentes sobre a incidéncia de bactérias do
género Campylobacter, quer em alimentos quer em infecgdes humanas. Os estudos existentes
sugerem elevadas taxas de incidéncia em produtos alimentares de origem avicola (Mena et al.,
2008; EFSA, 2010a, 2010b), a emergéncia de varias estirpes de origem animal e humana
resistentes a diferentes agentes antimicrobianos (Cabrita et al., 1992b; Mena et al., 2008;
Vicente et al., 2008) e a presenca, no genoma, de factores de viruléncia essenciais para o
potencial patogénico das estirpes (Fernandes et al., 2010).

Apesar dos dados existentes indicarem a necessidade de vigilancia das infec¢des
humanas causadas por Campylobacter, a campilobacteriose ndo integra o grupo de Doencas
de Declaracdo Obrigatéria em Portugal (Andnimo, 2007), ndo existindo, até ao presente
momento, um sistema activo de vigilancia epidemiolégica que permita fornecer dados sobre a
incidéncia da doenca na populagdo. Em 2009, Portugal e a Grécia foram os Unicos paises da UE
qgue ndo reportaram casos de campilobacteriose em humanos (EFSA, 2011).

Em 2008, foi realizado um estudo de prevaléncia de Campylobacter spp. em bandos e
carcacas de frangos, no dmbito da Decisdo da Comissdo 2007/516/CE, pela Direc¢do Geral de
Veterinaria e com o apoio do Laboratério Nacional de Referéncia, INRB-LNIV. O estudo
mostrou que bandos e carcagas de frangos com origem em vdrias regides de Portugal
Continental apresentavam niveis de colonizacdo/contaminagdo muito elevados, tendo-se
verificado que 82,0% das amostras cecais e 70,2% das carcagas analisadas estavam
contaminadas por Campylobacter, com predominancia da espécie C. coli (61,6%) nas amostras
cecais e da espécie C. jejuni (67,2%) nas amostras de carcagas (EFSA, 2010a, 2010b).

No presente trabalho, é descrita a caracterizagdo molecular de um subgrupo de
isolados de Campylobacter obtidos em Portugal no ambito do estudo supracitado. Desde 2008,
tem sido realizada, no INRB-LNIV, a conservagao sistematica de todos os isolados classificados
a nivel fenotipico e molecular como Campylobacter, tal como sugerido na Decisdo da Comissdo
2007/516/CE, e com o objectivo de estes virem a ser caracterizados no futuro. Dos 353
isolados de Campylobacter obtidos do conteludo cecal de frangos durante o estudo de
prevaléncia de 2008, seleccionaram-se aleatoriamente 200 isolados para analise molecular no

ambito desta dissertagao.
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3.1.2. Caracterizacao da subpopulagdo de isolados de C. jejuni e C. coli examinados
Dos 200 isolados estudados, 71 pertencem a espécie C. jejuni e 129 a espécie C. coli, de
acordo com a classificagdo baseada em testes bioquimicos e moleculares, realizada por
técnicos especializados do INRB-LNIV aquando do estudo de prevaléncia. Essa classificacdo ao
nivel da espécie baseou-se na norma 1S010272-1:2006 e na analise dos genes 23S rDNA hipO
(hipuricase), glyA (serina hidroximetiltransferase) e sapB2, de acordo com a metodologia
proposta por Wang et al. (2002). A origem dos cecos de frangos dos quais se obtiveram os
isolados caracterizados neste trabalho é muito diversa, correspondendo a 119 exploragdes (30
isolados com origem desconhecida) (Tabela 3.1) distribuidas geograficamente por 12 distritos
de Portugal Continental (Fig. 3.1). Desconhece-se, no presente, o regime de producdo das
varias exploragdes (producdo intensiva ou extensiva) bem como o respectivo tamanho dos

bandos.

Tabela 3.1 - Identificacdo das exploracbes/isolados por distrito. Numero de exploracées

analisadas, numero de isolados por cada exploracdo e niumero total de isolados por distrito.

, Identificagdo das
Numero de ¢

Distrito " . exploragdes (nimero Numero de isolados
exploragdes analisadas . *
de isolados*)

[, VI, XX, XXIV, XXXVIII,

Aveiro 11 XLIV, LXI, LXXX, LXXVI, 11
LXXXIII, CLXV

Braga 3 CXVI, CXXI1, CXXXVI 3

Castelo Branco 1 XXXVI 1

Coimbra 4 [, XLVI, XLIX, CLVII 4

Evora 1 XV 5

Guarda 4 LVIII, CXL, CXVIII, CXXV 5

IV, XI, XXXIX, XLIII,
XLVIIL, L (2), LIV (2), LXII,

Leiria 15 LXXII, LXXXI, LXXXV, 17
XCVII, ClI, CXXXI, CXLVII

XXXIV (2), LXXIII, CI, CV,
CXXXV, CXXXVIII (2),
CXLIV, CLIX (2), CLXIII,
CLXX
V (2), X111, XX1, XXl (2),
XXVII, XXV, XXIX,
XXXII, XXXV, XL, Lla (2),
Lib, Lic, LIII, LVII, LXVIb,
LXX, LXXV (2), XCVI (2),
Santarém 36 XCVIII, Clil, CIX, CXI, 49

CXIIl (2), CXXIV, CXXVI,
CXXXIX, CXLVIII, CL, CLI,
CLII, CLIV (3), CLV (3),
CLVIII (3), CLXI (2),
CLXVI

Lisboa 10 13
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Identificagdo das

N
Distrito uin ero de. exploragdes (nimero Numero de isolados
exploragdes analisadas .
de isolados*)
Setubal 1 CLIIl (28) 28
Viana do Castelo 2 XX, CLX 2
I, IX, X, XVII, XLVII, LVI,
LX, LXIII, LXIV, LXVIII,
LXIX, LXXIV, LXXIX (2),
. LXXXII, XC, XClII, CIV,
Viseu 30 CVI, CVII, CXV (2), CXX, 32
CXXVII, CXXX, CXXXII,
CXXXVII, CXLIX, CLXIV,
CLXIX, CLXXII, CLXXIV
I.N.D. I.N.D I.N.D 30

*Apenas sdo assinaladas as exploragées com mais do que um isolado.

I.N.D. — Informacgao nao disponivel.

Figura 3.1 — Distribuicdo geografica dos 200 isolados de C. jejuni e C. coli seleccionados para
tipagem molecular. Para 30 dos isolados em estudo nao foi possivel obter informagao sobre o
distrito da exploragdo de origem. Imagem construida a partir da Carta Administrativa Oficial de

Portugal (CAOP 2010, disponivel em http://www.igeo.pt/). A cinzento-escuro estdo marcados
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os distritos de origem dos isolados utilizados para o estudo de genotipagem, os restantes estao
assinalados a cinzento-claro. Os niumeros apresentados (a branco) representam a quantidade
de isolados utilizados por distrito. Legenda: VC — Viana do Castelo; B — Braga; VR — Vila Real; BR
— Braganca; P — Porto; V — Viseu; A — Aveiro; G — Guarda; C — Coimbra; CB — Castelo Branco; LR

— Leiria; S — Santarém; L — Lisboa; E — Evora; ST — Setubal; BJ — Beja; F — Faro.

3.1.3. Genotipagem baseada na andlise dos polimorfismos dos fragmentos de
restricao do gene flaA (flaA-RFLP)

A caracterizacdo molecular dos isolados de Campylobacter obtidos de cecos de frangos
efectuada neste trabalho baseou-se na andlise comparativa dos polimorfismos dos fragmentos
de restricdo do gene flaA dos diferentes isolados (flaA-RFLP). Tém sido vdrios os
procedimentos desenvolvidos para a tipagem de Campylobacter spp. com base na
amplificacdo e restricdo do gene flaA. Esses procedimentos apresentam diferencas
consideraveis relativamente a forma de preparagdo do DNA, ao conjunto de oligonucledtidos
iniciadores utilizado e as temperaturas de hibridacdo e enzimas de restricdo usadas (revisto
por Wassenaar & Newell, 2000). No que diz respeito a escolha das enzimas de restri¢cdo, tém
sido varias as enzimas utilizadas individualmente ou de forma combinada, nomeadamente,
Alul, Ddel, Hinfl, EcoR| e Pstl (Ertas et al., 2004). No presente trabalho, optou-se por seguir o
procedimento proposto pela rede Campynet (http://campynet.vetinst.dk/Fla.htm) criada na
UE em 1998, com o intuito de padronizar os métodos de subtipagem de C. coli e C. jejuni. Por
sua vez, este procedimento baseia-se na metodologia descrita por Nachamkin e colaboradores

(Nachamkin et al., 1993b, 1996), a qual é considerada uma técnica rapida e discriminatéria.

3.1.3.1. Amplificagao do gene flaA

Em Campylobacter spp., o locus genético da flagelina formado pelos genes flaA e flaB
organizados em tandem possui regioes varidveis e regides altamente conservadas, pelo que
estd documentado que a andlise dos polimorfismos dos fragmentos de restricdo destes genes
amplificados pela reaccdo em cadeia da polimerase (PCR) permite uma diferenciacdo
satisfatdria dos isolados, com utilidade em estudos epidemioldgicos. (Wassenaar & Newell,
2000; Jagannathan & Penn, 2005).

No presente trabalho, procedeu-se a amplificagdo do gene flaA dos isolados de campo
de C. jejuni e C. coli em estudo com vista a andlise sistematica dos seus gendtipos. Assim, por
recurso a técnica de PCR e usando a combina¢do de sequéncias iniciadoras indicadas no

capitulo Material e Métodos, procedeu-se a tentativa de amplificacdo de uma regido de DNA
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codificante especifica para bactérias do género Campylobacter, esperando obter-se um
fragmento amplificado caracteristico de, aproximadamente, 1,7 kb. As reac¢des de
polimerizacdo em cadeia efectuadas sobre o DNA cromossémico de 200 isolados originaram
amplificados em 179 dos 200 (90%) isolados testados. No caso dos isolados LNIVO1, LNIVO2,
LNIVO6, LNIVOS8, LNIV10, LNIV14, LNIV16, LNIV17, LNIV6O, LNIV64, LNIV84, LNIV85, LNIVE6,
LNIV87, LNIV88, LNIV89, LNIVI0, LNIVI5, LNIV97, LNIVI8, LNIV103, verificou-se a auséncia de
qualquer fragmento de amplificacdo. Nos restantes isolados, obtiveram-se, na maioria dos
casos, amplificados Unicos com uma dimensdo inequivoca. Noutros casos, a elevada
intensidade da banda visualizada em gel de agarose ndao permitiu confirmar com seguranca
que se tratava de um fragmento Unico especifico, apesar da sua massa molecular ser de,

aproximadamente, 1,7 kb (Fig. 3.2).

2000 pb
— p

<—— 1500 0pb

<—— 1000 pb

Figura 3.2 — Produto de amplificacdo do gene flaA por PCR, apds separagao electroforética em
gel de agarose 1,5% (m/v). Legenda: A — LNIV46; B — LNIV48; C — LNIV50; D — LNIV59; M -

marcador de massa molecular (HyperLadder lll, Bioline).

De modo a esclarecer se o fragmento obtido era especifico e ndo o resultado da
acumulagao de vdrios produtos de amplificagcdes inespecificas com massas moleculares
semelhantes, seleccionaram-se alguns dos isolados em que se verificou esta situacdo e
procedeu-se a diluicdo seriada do DNA molde para repeticdo das reac¢des de PCR. Efectuou-
se, paralelamente, a diluicdao seriada dos produtos de PCR de elevada intensidade obtidos para
verificar se o fragmento correspondia a uma elevada concentragcdo dos produtos resultantes
da amplificacdo do gene flaA. Estas abordagens permitiram confirmar que o fragmento de

elevada intensidade obtido se devia, de facto, a uma elevada concentracdo do DNA molde
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usado e ao elevado rendimento da reac¢dao de PCR com a acumulagdo exponencial de um

fragmento de 1,7 kb, tal como se exemplifica nas figuras 3.3 e 3.4.

M 1 2 3

2000 pb —>
1500 pb —>

1000 pb —>

Figura 3.3 — Amplificacdo de uma regido com, aproximadamente, 1,7 kb, correspondente ao
gene flaA, utilizando diferentes diluicGes de um stock de DNA do isolado LNIV167. Legenda:
(M) Marcador de massas moleculares (HyperLadder lll, Bioline), (1) sem diluicdo, (2) diluicdo

1:10000, (3) diluigdo 1:50000.

1000 pb —>

Figura 3.4 — Exemplo de separacgao electroforética em gel de agarose de diluicdes seriadas do
produto de amplificagdo por PCR do gene flaA para o isolado LNIV167. Legenda: (M) Marcador
de massas moleculares (HyperLadder Ill, Bioline), (1) - sem dilui¢do, (2) diluicdo 1:10, (3)

diluicdo 1:50, (4) diluicdo 1:100.

3.1.3.2. Sequenciacao dos produtos de amplificacdo do gene flaA

Para se confirmar que o fragmento de 1,7 kb amplificado utilizando oligonucleétidos
especificos na reac¢do em cadeia da polimerase correspondia ao gene flaA, seleccionaram-se
dois dos isolados em estudo (LNIV230 — C. jejuni e LNIV224 — C. coli) para a sequencia¢do dos

respectivos produtos de amplificagdo. Utilizaram-se os oligonucledtidos iniciadores flaAl e
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flaA2 (cuja sequéncia se encontra disponivel no capitulo Material e Métodos) na reacgdo de
sequenciacdo das cadeias directa e complementar, respectivamente, de ambos os fragmentos.
A andlise dos electroferogramas obtidos por sequenciacdao dos dois produtos de amplificacdo
segundo o método Sanger foi efectuada por recurso ao software Sequence Scanner (v 1.0) da
Applied Biosystems (ABI), estando as sequéncias resultantes apresentadas na Tabela 3.2. De
seguida, recorreu-se a ferramenta bioinformatica BLAST (nucleotide BLAST - megablast) para o
alinhamento das sequéncias nucleotidicas obtidas com sequéncias nucleotidicas existentes na
base de dados de nucledtidos (nucleotide collection nr/nt) do NCBI. Verificou-se que as
sequéncias do gene flaA dos isolados LNIV224 e LNIV230 obtidas por sequenciagao,
apresentam um elevado nivel de similaridade (83-100%), quer com sequéncias do gene flaA
(maioritariamente), quer com sequéncias do gene flaB pertencentes as espécies C. jejuni e C.
coli (Fig. 3.5).

1 AGTTTAGATGCTICTTTAAGCAGACTTAGTTCAGGTCTTAGAATTARCTCCGCAGCAGAT 60

FERRT TRRR e e e e e e b e e e e
151 AGITIGGATGCTTCTTTAAGCAGACTTAGTTCAGGTCTTAGRATCAACTCCGCAGCAGRT 210

6l GATGCTTICRAGGGATGECTATAGC-A-GATTCTITGCGTTCACRARGC-AGCTACTITAGET 117
211 CATCLTTCACEEATCRLAT -~ CARGEATACTTTAMATCTCARMTA- ATACTITAGT 267
1lg CRRGCTATAAAC-LATGGTRAACGATGCTATAGGTATCTTACARACTECTGATRALAGGCTAT 176
268 CAAGCTAT-ATCTAATGOTAACCATGCITTAGSTATTITACARACTECTCATAAGSCTAT 326
177 GGRTGAGCAACTTARRATCTTAGATACRATCRARAACTRARGGCRACTCAAGCGGCTCRAGR 236
327 COATCACCAACTTARAATCITACATACAATCARAACTAACOCAACT CAAGCELTCAAGE 336
237 TGGRCRRAGTTTALALACRAAGALCCATGCTTICAAGCRAGRTATCRACCGTTTRATGGAGGR 296
387 TCCACARACTTTAAMACMACAACCATET A TAT AT TT AT AR 446
297 ACTTGRCAARTATCGCRRATACTACTTCATITTRAACGGTRARGCRACTTTITRAACTGGRARTTIT 3256
447 ACTICACAATATCECARATACTACTICATTTAMCCETAACEARCTTTIARGTERAAATIT 506
357 TATCRATCRAAGLRATTTCRAAATCGGTGCTAGTITCARATCRARCTGTAALAGCRAGTATAGE 416
507 TATCAATCAAGAATTICARATCGGTOCGAGTICARAT CARACTETARRAGCARGTATALE 566
417 ARGCRRCCCAGTCTTCTAAGATAGGTITTRACTCGTITIGRARCAGGATCRAGGATTTCAGT 476
567  AGCAACCCAGTCITCIAACATALGTTTAACTCETTTT CARACAGEAT CAACCATTICAST 626
477 TIGGTGGIGRAGTGCRATTTACCCTTALARACTACRACGGTATRAGATGATTTTRAAATTCCA 536
627 TCOTCCTCAACTCCARTTTACCCITARAAATIACARTCTATAGATCATTITARMITTCA  ese
537 ARRRGTAGITATTTCRAACCTCAGTIGGRACAGGACTIGGAGCITIAGC SE4

FEEREr B reene e Rrne e e et
687 AARAGTTGIGATITCRACTITCAGTTGGARCRGGACTTIGGAGCTITTIAGC 734

Figura 3.5 - Exemplo do alinhamento de uma das sequéncias nucleotidicas obtidas a partir do
gene flaA do isolado LNIV224 (amplificacdo a partir do oligonucleotidio iniciador flaA1l
(foward)) com uma das sequéncias nucleotidicas existente na base de dados de nucledtidos
(nucleotide collection nr/nt) do NCBI. A sequéncia representada na parte superior do
alinhamento corresponde a sequéncia obtida, por sequenciag¢do, para o isolado LNIV224,
enquanto que a sequéncia na parte inferior do alinhamento corresponde a uma parte da
sequéncia nucleotidica comum aos genes flaA e flaB da estirpe C. jejuni ATCC 43431. O

alinhamento representado estd associado a um grau de similaridade de 97%.
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Tabela 3.2 - Sequéncias nucleotidicas obtidas por sequencia¢do do produto de amplificagdo de

uma regido de DNA codificante, presumivelmente, do gene flaA referente aos isolados

LNIV224 e LNIV230.

Sequéncias nucleotidicas

AGTTTAGATGCTTCTTTAAGCAGACTTAGTTCAGGTCTTAGAATTAACTCCGCAGCAGAT
GATGCTTCAGGGATGGCTATAGCAGATTCTTTGCGTTCACAAGCAGCTACTTTAGGTCAA
GCTATAAACAATGGTAACGATGCTATAGGTATCTTACAAACTGCTGATAAGGCTATGGAT
GAGCAACTTAAAATCTTAGATACAATCAAAACTAAGGCAACTCAAGCGGCTCAAGATGG
ACAAAGTTTAAAAACAAGAACCATGCTTCAAGCAGATATCAACCGTTTAATGGAGGAAC
TTGACAATATCGCAAATACTACTTCATTTAACGGTAAGCAACTTTTAAGTGGAAATTTTAT
CAATCAAGAATTTCAAATCGGTGCTAGTTCAAATCAAACTGTAAAAGCAAGTATAGGAG
CAACCCAGTCTTCTAAGATAGGTTTAACTCGTTTTGAAACAGGATCAAGGATTTCAGTTG
GTGGTGAAGTGCAATTTACCCTTAAAAACTACAACGGTATAGATGATTTTAAATTCCAAA
AAGTAGTTATTTCAACCTCAGTTGGAACAGGACTTGGAGCTTTAGCAGAAGA

Isolado:
LNIV224

Numero de
nucledtidos:
590

Oligonucledtido
Iniciador:
flaA1 (forward)

CGCAGGATGTTATATTTAGAAAATTTGCACTTTCAGCTGCAAAGTCTACATCTCTTATGGT
TGATTCAGCTGCTTTAACGTTTACTTGAGTAACAGTAATGTTGTTTATAGTCACTTGAAGT
TGATTTTGCACCGAACCAATGTCTGCTCTGATTTGATCAAGATTTGTTGTGGCTGTTTCAG
CTATATCCATCACCGCCATAGCACCCTTAAGTGTAGTAACACCTGCGGTTTCATCTTTTAC
ACCAAGAGTATTTCCTGCTGAAGTTTTCATGGTTGCAAACTGAGAAAGTCCGCTTTGACT
AGAAAAACCTGAGCCTGCAGATACATTATACACATTAGAAAGAGAAGATGCGGTTGACA
TAGCTACTACATTTGCAAAACCCGTAGAATATTCTTTACCGCTGCCTATAGAATAACCCGA
ACCTGAAGAAAATCCACTTCCTGCACTACTCATATAACCAGAAATAGAAGAATAACCTCC
TAAAATATTTCCTTTATTTGCGGAATTAAAGCCCATAGCATCAGCTACATTTGCATCGATT
TGCCCTTTAGATTCTCTTAAAGAAACGGAAGCTTGAGAAAATC

Isolado:
LNIV224

Numero de
nucledtidos:
588

Oligonucledtido
Iniciador:
flaA2 (reverse)

GTTTAGATGCTTCTTTAAGCAGACTTAGTTCAGGTCTTAGAATCAACTCCGCAGCAGATG
ATGCTTCAGGGATGGCGATAGCAGACAGTTTAAGATCTCAAGCTAATACTTTAGGTCAA

GCTATATCTAATGGTAACGATGCTTTAGGTATCTTACAAACTGCTGATAAGGCTATGGAT
GAGCAACTTAAAATCTTAGATACTATTAAAACTAAGGCAACTCAAGCGGCTCAAGATGG

ACAAAGTTTAAAAACAAGAACCATGCTTCAAGCAGATATCAACCGTTTAATGGAAGAAC

TTGACAATATCGCAAATACTACTTCATTTAACGGTAAGCA

Isolado:
LNIV230

Numero de
nucledtidos:
337

Oligonucledtido
Iniciador:
flaA1 (forward)

TAGATATTTGCTTTAGAGTAGTTTGCACTCTCGGCTGCAAAGTCTACATCACGGATTTGT
GACTCAGCTGCTTTAACGTTTACTTGAGTAACGGTAATGTTGTTTATAGTTGATGTAACTT
GATTTTGCACTGAACCAATGTCAGCTCTGATTTGATCAAGATTTGTTATAGCTGTGTCAGC
TATGTCCATCACTGCCATAGCACCC

Isolado:
LNIV230

NuUmero de
nucleétidos:
207

Oligonucledtido
Iniciador:
flaA2 (reverse)
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O resultado da comparacdo das sequéncias nucleotidicas obtidas com as sequéncias
depositadas na base de dados publica apenas permite confirmar tratarem-se de regides
codificantes para os genes flA e fIB, ndo permitindo a diferenciacdo clara entre os dois genes.
Considerando que as sequéncias nucleotidicas dos genes flaA e flaB nas espécies C. jejuni e C.
coli apresentam um elevado nivel de similaridade (cerca de 95%) (Meinersmann & Hiett,
2000), este resultado estara essencialmente relacionado com o facto de ndo ter sido possivel
obter a sequéncia nucleotidica completa dos fragmentos amplificados. De facto, através da
andlise dos electroferogramas correspondentes, as maiores sequéncias obtidas possuem
apenas 590 e 588 nucledtidos seguidos, sem interrupgdes, tendo estas sido obtidas a partir da
sequenciacdo do produto de amplificacdo do gene flaA gerado pelo isolado LNIV224. Este
resultado limita uma analise mais aprofundada das sequéncias, tendo em consideragdo o
tamanho total do gene (1,7 kb), no entanto considerou-se que os fragmentos amplificados

correspondiam a regido de interesse, tendo-se prosseguido os estudos.

3.1.3.3. Interpretacdo dos polimorfismos dos fragmentos de restricdo do gene flaA gerados
pelas endonucleases Hinfl e Ddel

Tendo em consideracdo que a amplificacdo do gene flaA ndo foi possivel para os 200
isolados em estudo, apenas se prosseguiu a genotipagem dos 179 isolados pela metodologia
flaA-RFLP para os quais se obteve um amplificado especifico. Para o efeito, procedeu-se a
restricdo, de forma independente, do fragmento amplificado correspondente ao gene flaA
com as endonucleases Ddel e Hinfl, cujas sequéncias de corte estdo, presumivelmente,
presentes em varias regides do gene em andlise. Os padrdes de restricdo caracteristicos do
gene flaA gerados pela ac¢do de cada uma das endonucleases foram denominados de perfis
flaA-RFLP, sendo-lhes atribuida uma designacao alfanumérica.

Em alguns dos perfis obtidos verificou-se, independentemente da enzima utilizada, o
aparecimento de bandas muito ténues num plano secundario do gel de agarose. Esta situacdo,
também reportada noutro estudo de tipagem baseado no mesmo método (Owen et al., 1994),
ocorreu, essencialmente, quando se excedeu o periodo de incubagdo das reac¢bes de
restricdao, possivelmente devido a digestdes parciais e a perda da fidelidade da actividade da
enzima (star activity), com o aumento da clivagem em sitios ndo especificos, tendo-se
conseguido melhores resultados com periodos de incubagdo menos extensos (3 h). Assumiu-
se, deste modo, que as bandas secundarias (ténues) observadas resultavam do prolongamento
do periodo de incubacdo das reac¢des de restricdo (Fig. 3.6), tendo os perfis sido definidos
com base nas bandas de maior intensidade (primeiro plano) e em fun¢do do tamanho do gene

em questao.
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Por outro lado, em alguns perfis de restricdo, as bandas de baixa massa molecular
apresentaram menor intensidade do que as bandas de maior massa molecular, o que se deve a
menor intercalacio de moléculas de brometo de etidio no DNA, resultando,
consequentemente, numa menor emissao de luz quando expostos a radiacdo UV. A presenca
destas bandas foi na grande maioria das vezes reprodutivel, tendo sido consideradas como
parte integrante do perfil, uma vez que a sua inclusdo no somatério das massas moleculares

dos fragmentos gerados completava a dimens3do esperada para o gene flaA.

M a b M

Figura 3.6 - Perfil de restricdo do gene flaA do isolado LNIV124 resultante da utilizacdo da
enzima Ddel, ap0s electroforese em gel de agarose 2% (m/v), obtido com diferentes periodos
de incubacdo. (a) Perfil obtido de uma reac¢do de restricdo incubada a 37°C durante a noite;
(b) Perfil flaA-RFLP 1 obtido de uma reaccdo de restricdo incubada a 37°C durante 3 h; (M)

Marcador de massas moleculares BenchTop 100 bp DNA Ladder.

Para a grande maioria dos perfis flaA-RFLP obtidos, o somatério das massas
moleculares dos fragmentos de restricdo obtidos foi de, aproximadamente, 1700 pb. No
entanto, verificaram-se algumas excepg¢des. Nos casos em que o somatério excedeu este valor,
tal deveu-se possivelmente: (i) a restri¢do incompleta do fragmento correspondente ao gene
flaA, (ii) a possibilidade de amplificagdo simultanea do gene flaB que se distingue do gene flaA
em apenas 5-8% dos nucledtidos (Guerry et al., 1990; Harrington et al., 1997). Numa andlise
comparativa das sequéncias dos dois genes encontraram-se 2 regides varidaveis, uma maior
compreendida entre os 700 e 1450 nucleétidos e uma mais pequena compreendida entre os
450 a 600 nucledtidos (Meinersmann & Hiett, 2000). Se as sequéncias onde hibridam os
oligonucledtidos iniciadores se mantiverem conservadas em ambos os genes, existe a

possibilidade de dupla amplificagdo. O aparecimento de bandas mais fracas, presumivelmente
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resultantes da amplificacdo do gene flaB, ja foi relatado (Owen et al.,, 1994). No entanto,
também ja foi verificado que a variacdo entre os genes flaA e flaB ocorre essencialmente nas
regidoes conservadas do gene, tanto em isolados de C. jejuni como em isolados de C. coli
(Harrington et al., 1997). No caso de amplificagdo de ambos os genes, seria de esperar um
somatorio dos fragmentos de restricdo de cerca de 3400 pares de bases (1700 + 1700), no
entanto essa situacdo nunca foi verificada no presente trabalho. Nos casos em que o
somatorio ndo atingiu o tamanho esperado, tal podera resultar (i) da existéncia de fragmentos
de baixa massa molecular que, por terem grande mobilidade electroforética, ja ndo estariam
presentes no gel de agarose quando da sua visualizacdo; (ii) da obtencdo de fragmentos com
massas moleculares muito semelhantes que, em termos visuais, sejam considerados como

uma Unica banda no gel de agarose.

3.1.3.4. Diversidade e frequéncia dos perfis de restricio do gene flaA

A restricdo do gene flaA efectuada com a enzima Hinfl originou 12 perfis de restricao
(Fig 3.7), incluindo o perfil Unico gerado por uma das estirpes de referéncia, representados
esquematicamente na figura 3.9 (sec¢do 3.1.3.5) que exibem entre trés e oito fragmentos de
restricdo. Para todos os perfis flaA-RFLP obtidos com a enzima Hinfl, o somatério das massas
moleculares dos fragmentos de restricdo gerados rondou 1700 pb, com a excep¢ao do perfil L,
correspondente ao perfil gerado unicamente pelo isolado LNIV15, para o qual o somatdrio foi

de 2300 pb, possivelmente resultante de digestdo incompleta do gene.

M 1 2 3 4 5 6 M

Figura 3.7 - Representagdo de alguns dos perfis flaA-RFLP (lanes 1 a 6) gerados através da
restricdo enzimatica com a enzima Hinfl, apds electroforese em gel de agarose 2% (m/v). M:

BenchTop 100 bp DNA Ladder.
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O perfil mais frequente, designado de F, também gerado por uma das estirpes de
referéncia, apresenta 56,4% de frequéncia relativa, seguido do perfil D, com uma frequéncia
relativa de 20,1%, e do perfil G (14,5%). Para os restantes perfis, observou-se uma frequéncia
bastante inferior (Tabela 3.3). De todos os perfis de restricdo identificados, quatro sdo unicos
(E, H, I, L), estando todos associados a isolados da espécie C. coli. Também os perfis B e J, mais
frequentes, estao associados, exclusivamente, a espécie C. coli. Em contraste, o perfil C, foi
gerado apenas por isolados da espécie C. jejuni. Verificou-se ainda, que quatro perfis sdo
partilhados por ambas as espécies (G, F, D, A), incluindo os trés perfis mais frequentes.

Em contraste, a andlise dos polimorfismos de restricdo do gene flaA dos mesmos 179
isolados utilizando a endonuclease Ddel originou 50 perfis de restricao (Fig 3.8), incluindo os
dois perfis Unicos gerados pelas duas estirpes de referéncia, e que se encontram
esquematicamente representados na figura 3.10 (seccdo 3.1.3.5). Os perfis obtidos com esta
enzima apresentaram maior complexidade, variando o numero de fragmentos de restricao
entre quatro e dez. Para a grande maioria dos perfis flaA-RFLP obtidos com a endonuclease
Ddel, o somatdrio das massas moleculares dos fragmentos de restricdo obtidos foi de,
aproximadamente, 1700 pb, no entanto, verificaram-se algumas excepc¢des, nomeadamente
para os perfis 30, 35, 38, 42 e 43. O mesmo se verificou no perfil de restricdo da estirpe de
referéncia ATCC 33560. De notar que os perfis para os quais esta situacdo se verificou sao
perfis Unicos, com a excepcdo do perfil 35 gerado por apenas dois dos isolados (LNIV140 e

LNIV141).

6 7 8 9 10 M

Figura 3.8 - Representac¢do de alguns dos perfis flaA-RFLP (lanes 1 a 10) gerados através da
restricdo enzimatica com a enzima Ddel, apds electroforese em gel de agarose 2% (m/v). M:

BenchTop 100 bp DNA Ladder.
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O perfil flaA-RFLP Ddel mais comum, designado de perfil 1, apresenta uma frequéncia
relativa de 26,8%, seguido do perfil 6 com uma incidéncia de 13,4% e, dos perfis 9 e 10, ambos
gerados por 7,8% dos isolados. Os restantes perfis obtidos foram menos comuns, tendo-se
registado ainda 29 perfis Unicos, cada um com 0,6% de frequéncia relativa (Tabela 3.4). Destes,
55% foram associados a isolados da espécie C. jejuni e 48% associados a isolados da espécie C.
coli. Do total de perfis identificados, 21 foram associados s6 a isolados de C. jejuni e 16 s6 a
isolados de C. coli, 11 foram partilhados por ambas as espécies. Os dois perfis restantes

pertencem as estirpes de referéncia incluidas no estudo.
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Tabela 3.3 - Identificacdo dos perfis flaA-RFLP obtidos com a enzima Hinfl. Na tabela é apresentada a frequéncia relativa de cada perfil no total da area

amostrada, bem como a frequéncia relativa da espécie (C. coli ou C. jejuni) com o mesmo perfil. Para cada espécie sdo ainda indicadas as exploragdes e

distritos de proveniéncia dos isolados.

Numero

Nimero

Perfil flaA - Nimero de de isolados C. de Origem
RFLP Hinfl isolados (%) Jjejuni : . L. isolados | . L
(%) Exploracao Distrito C. coli (%) Exploracao Distrito
s XCVII Leiria
A 4(2,2) 1(0,6) LXXXV Leiria 3(L7) Desconhecidas: 2
XX, CXX
B 4(2,2) 0 ) ) 4(2,2) Desconhecidas: 2 Viseu, Viana do Castelo
XXXIX . -
¢ 2(11) 2(11) Desconhecidas: 1 Leiria 0 i
XXIV, CXVI, X, CIl, CXXXV, CXI, CXXIV, CXXVI, i
veiro, Braga, Leiria,
o CLIV, CIX, LXXV, CLXI, CLXVI,XXXII, CLI, CLIV, _ €
D 36 (20,1) 9(5,0)  CLXV, CXXXVIIL XXL LXX, CLIIT Aveiro, Lisboa, 27 (15,1) CLV, XXIX, XCVI, XLI, LXVIb, CLXXII, CIV, CXy, ~ Lisboa, Santarém,
Desconhecidas: 3 Santarém, Setubal Viseu
CLXIX
Desconhecidas: 1
E 1(0,6) 0 - - 1(0,6) XXXIV Lisboa
LXXXIHI, XV, LXXII, CXXXI, Aveiro, Evora, Leiria, CLVIII, CXLVIII, CL, CXIII, Lla, Lib, XXXV, XXVI Sacntatrelm'B Setbal,
XXXIV, CLIX, LXXII1, X111, LI, Lisboa, Santarém, CXXXIX, CLIII, CLVII, XLIX, LV, CXLIX, CVII, LX, astelo Branco,
F 101 (56,4)  34(19,0) 67 (37,4) Coimbra, Viseu,

CXI1, CLIII, CLX, CLXIV

Desconhecidas: 6

Setubal, Viana do
Castelo, Viseu

CXXXVII, CLXXIV, XLVII, X, CXV, CXXVII,

LXXXII, LXI11, XCVI Desconhecido: 1
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Perfil flaA - Numero de Numero Origem Numero Origem
RFLP Hinfl isolados (%) de isolados C. de
Jejuni Exploracdo Distrito '5°|afi°5 Exploragio Distrito
(%) C. coli (%)
G 26 (14,5) 21 (11,7) LXI, XV, LVIII, LXI1, CLXII, Aveiro, Evora, Guarda, 5(2,8) XCVI, LIV, CLII, CLXI, XCVIII Santarém, Leiria
XXVII, Llc, CLV, CLIII,, CXXX, Leiria, Lisboa, Santarém, Desconhecidas: 1
XC, Desconhecidas: 1 Setubal, Viseu
Santarém
H 1(0,6) 0 - - 1(0,6) CLIV
Viseu
| 1(0,6) 0 - - 1(0,6) XV
Leiria, Lisboa
J 2(1,1) 0 - - 2(1,1) L, CLIX
Viseu
L 1(0,6) 0 - - 1(0,6) LXIX

*A estirpe de referéncia ATCC 33560 possui o perfil F, enquanto que a estirpe CCUG 11283 demonstrou um perfil flaA — RFLP Hinfl diferente dos identificados para os
isolados em andlise.
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Tabela 3.4 - Identificacdo dos perfis flaA-RFLP obtidos com a enzima Ddel. Na tabela é apresentada a frequéncia relativa de cada perfil no total da area
amostrada, bem como a frequéncia relativa da espécie (C. coli ou C. jejuni) com o mesmo perfil. Para cada espécie sdo ainda indicadas as exploragdes e

distritos de proveniéncia dos isolados.

Numero Numero de

Perfil flaA - Numero de . Origem . Origem
" isolados (% de isolados isolados C.
RFLP Ddel isolados (%) C. jejuni (%) Exploragdo Distrito coli (%) Exploragdo Distrito
CXXX, XXI, CLIII, CLVIII, CLIV, CXXVI, CXXIV, XXIII,
Xl LXXXI, CI, V, L, LVII, CLVII, CXLIV, Santarém, Leiria, Lisboa,
. ) CLIII, CXXXVII, CXLVII, CLV, CLII, Coimbra, Setubal, Viseu,
1 Viseu, Santarém, ) .
48 (26,8) 5(2,8) Setibal 43 (24,0) LV, CXI, CXXXVII, XX, LXXVI, CVII, Viana do Castelo, Aveiro,
etuba
CXLIX, CXXV, XXVIII, CllI, CLXX, LX, Guarda
CXX
Desconhecidas:6
LXXXV, XV, CLX L
. Leiria, Evora,
2 4(2,2) 4(2,2) Desconhecidas: 1 . 0 - -
Viana do Castelo
LXXII .
3 1(0,6) 1(0,6) Leiria 0 - -
1(0,6) 0 - - 1(0,6) Desconhecida -
5 1(0,6) 0 - - 1(0,6) Desconhecida -
XXXIV, XXVII, i CLIV, XXXIV, CL, VI, CXLVIII, CLI,
Santarém, 3 . .
CLin ) . CXV, XXXII, XI, LXXV, CLXVI, CLXI, Santarém, Lisboa, Aveiro,
6 24 (13,4) 6 (3,4) . Setubal, Lisboa 18 (10,1) . <
Desconhecidas: 2 LXXV, CIX, CLXXII, CIV, XXIV Viseu, Leiria,
Desconhecidas: 1
Viseu, Coimbra, Evora,
CLXIX, XLIX, XV, LIV, XLVII .
7 7(3,9) 0 - - 7(3,9) Leiria,

Desconhecidas: 1

86



Capitulo Ill — Resultados e Discussdo

Numero ; Numero de ;
Perfil flaA - Numero de ) Origem . Origem
" isolados (% de isolados isolados C.
RFLP Ddel isolados (%) C. jejuni (%) Exploragdo Distrito coli (%) Exploragdo Distrito
8 1(0,6) 1(0,6) cLill Setubal 0 - )
CLII, L Setubal, Santarém CLV, CXIlI Santarém
9 14 (7,8) 11 (6,1) _ 3(1,7) _
Desconhecidas: 1 Desconhecidas: 1
. CLII, Lla, LIb, CV, XXXVI, CXL, Setubal, Santarém, Lisboa,
CLul Setubal
10 14 (7,8) 3(1,7) . 11(6,1) CXXVII, CXV, X Castelo Branco, Guarda,
Desconhecidas: 1 ) )
Desconhecidas: 2 Viseu
XVII .
11 1(0,6) 0 - - 1(0,6) Viseu
12 1(0,6) 1(0,6) Desconhecida Desconhecido 0 - -
CLV, CLIHN, Llc,
Lvin Santarém, ) .
13 9(5,0) 5(2,8) , 4(2,2) XXXV, CXXXV, Lla, CXVI Santarém, Lisboa, Braga
Setubal, Guarda
CLIII, XV i ,
14 4(2,2) 4(2,2) Setubal, Evora 0 - -
15 1(0,6) 0 - - 1(0,6) Desconhecida -
_ XXIX )
16 2(1,1) 1(0,6) CLXV Aveiro 1(0,6) Santarém
17 2(1,1) 1(0,6) Desconhecida Desconhecida 1(0,6) XX Aveiro
LXI . -
18 1(0,6) 1(0,6) Aveiro 0 -
19 1(0,6) 0 - - 1(0,6) LXXXII Viseu
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Perfil flaA - Numero de N.L’lmero Origem l.\ll.’lmero de Origem
. de isolados isolados C.
RFLP Ddel* isolados (%) C. jejuni (%) Exploragdo Distrito coli (%) Exploragdo Distrito

20 3(1,7) 1(0,6) XC Viseu 2(1,1) XCVIII, CLXI Santarém

i XCVII, LIV Leiria
21 5(2,8) 1(0,6) CXill Santarém 4(2,2) )

Desconhecidas: 2
22 1(0,6) 1(0,6) LXXXIII Aveiro 0 - -
23 1(0,6) 1(0,6) Desconhecida - 0 - -
XXXIX
24 2(1,1) 2(1,1) _ Leiria 0 - -
Desconhecidas: 1

25 2(1,1) 0 - - 2(1,1) XLHI, LXIX Leiria, Viseu
26 1(0,6) 0 - - 1(0,6) CLIX Lisboa
27 1(0,6) 1(0,6) CLIX Lisboa 0 - -
28 1(0,6) 1(0,6) Desconhecida Desconhecido 0 - -
29 1(0,6) 0 - - 1(0,6) XCVI Santarém
30 1(0,6) 1(0,6) CLII Setubal 0 - -
31 2(1,1) 2(1,1) CLXIII, LXII Leiria, Lisboa 0 - -
32 1(0,6) 1(0,6) CLXIV Viseu 0 - -
33 1(0,6) 0 - - 1(0,6) cll Leiria
34 1(0,6) 1(0,6) Desconhecida Desconhecido 0 - -
35 2(1,1) 1(0,6) LXX Santarém 1(0,6) XLI Santarém
36 1(0,6) 0 - - 1(0,6) LXI1 Viseu
37 1(0,6) 0 - - 1(0,6) cLIv Santarém
38 1(0,6) 0 - - 1(0,6) XCVI Santarém
39 1(0,6) 1(0,6) CLIll Setubal 0 - -
40 1(0,6) 0 - - 1(0,6) v Leiria
41 1(0,6) 0 - - 1(0,6) L Leiria
42 1(0,6) 1(0,6) CLI Setubal 0 - -
43 1(0,6) 1(0,6) CXXXI Leiria 0 - -
44 1(0,6) 1(0,6) CXXXVIII Lisboa 0 - -
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Numero ; Numero de ;
Perfil flaA - Numero de ) Origem . Origem
" isolados (% de isolados isolados C.
RFLP Ddel isolados (%) C. jejuni (%) Exploragdo Distrito coli (%) Exploragdo Distrito
45 2(1,1) 2(1,1) CLIII, LXXIII Setdbal, Lisboa 0 - -
46 2(1,1) 2(1,1) ci Setubal 0
’ , . etuba - -
Desconhecidas: 1
47 2(1,1) 1(0,6) XV Evora 1(0,6) LXVIb Santarém
48 1(0,6) 0 - - 1(0,6) CXXXIX Santarém

*0s dois perfis adicionais s3o representados pelas estirpes de referéncia.
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Apesar da analise dos perfis gerados pela enzima Ddel ser substancialmente mais
complexa, por comparacado a andlise dos perfis gerados pela enzima Hinfl, devido ao maior
nimero de fragmentos de restricdo gerados, a utilizacdo daquela enzima aumentou
consideravelmente o poder discriminatorio da técnica. De facto, com a utilizacao
independente das duas enzimas, verificou-se, no caso da enzima Ddel, que a técnica apresenta
um poder discriminatdrio de D=0,8947 (indice de diversidade de Simpson) e que, com a
utilizacdo da enzima Hinfl, esse valor baixa para D=0,6222; ou seja, ao utilizarmos este sistema
de tipagem, a probabilidade média deste sistema atribuir um perfil diferente a duas estirpes
nao relacionadas, amostradas ao acaso na populagdo microbiana considerada, é de 89,47%, se
utilizarmos a enzima Ddel, e 62,22%, se utilizarmos a enzima Hinfl. Se considerarmos
separadamente os isolados de cada espécie (C. coli e C. jejuni), o poder discriminatério da
técnica é, em ambas as abordagens, superior para a espécie C. jejuni (94,92% com a enzima
Ddel; 63,87% com a enzima Hinfl). Este resultado sugere que, apesar de se ter analisado neste
trabalho um maior niumero de isolados da espécie C. coli, os isolados pertencentes a espécie C.
jejuni apresentam, de modo geral, maior variabilidade no gene flaA.

Considerando que, para ser possivel uma interpretacdo epidemiololégica dos
resultados de tipagem, se deve obter um indice de diversidade de, pelo menos, 0,90 (Hunter &
Gaston, 1988), o método de tipagem flaA-RFLP utilizando a enzima Ddel é mais indicado para a
diferenciacao da subpopulacdo de isolados de Campylobacter caracterizada, possibilitando um
maior poder de discriminacdo dos isolados. Estes dados, que demonstram a elevada
capacidade de discriminacgdo resultante da utilizacdo da enzima Ddel, estdo de acordo com a
maioria dos estudos referidos na literatura. Num estudo em que se utilizou a enzima Ddel e as
enzimas EcoRl e Pstl (abordagem combinada), verificou-se que a utilizacdo individual da
enzima Ddel conseguiu identificar 35 perfis de restricdo num grupo de 315 isolados de C. jejuni
e C. coli, enquanto que a utilizagdo combinada das enzimas EcoRl e Pstl apenas originou 26
perfis de restricdo para o mesmo grupo de isolados (Fitzgerald et al., 2001). Apesar de tudo, se
considerarmos os grupos de isolados agrupados de acordo com os perfis mais frequentes
obtidos com a utilizacdo da enzima Ddel (p.e. perfis 1 e 6), verificamos que é possivel
discrimind-los ainda mais mediante a utilizacdo da enzima Hinfl: essencialmente os perfis F, D e
G (Fig. 3.11 secgdo 3.1.3.6) que ja foram descritos como os mais prevalentes entre o grupo de
perfis flaA-RFLP Hinfl. Por isso, no seu conjunto, os resultados obtidos sugerem que o nivel de
discriminagdo dos isolados pertencentes as espécies C. jejuni e C. coli por recurso a analise dos
polimorfismos dos fragmentos de restricdo do gene flaA pode ser melhorado,
complementando a analise dos perfis flaA-RFLP Ddel com os perfis flaA-RFLP Hinfl, tal como

havia sido sugerido anteriormente (Wassenaar & Newell, 2000).
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3.1.3.5. Analise fenética dos isolados em estudo com base nos polimorfismos identificados
no gene flaA

De forma a aferir sobre a relacdo genética dos isolados com base nos polimorfismos
identificados no gene flaA, recorreu-se ao software GelCompar Il (Applied Maths). Com este
programa, compararam-se os perfis de restricdo obtidos para cada enzima, e, usando o indice
de similaridade de Dice, obtiveram-se as respectivas matrizes de similaridade, a partir das
quais se construiram os dendogramas (por recurso ao método UPGMA), exibidos nas figuras

3.9e3.10.
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i i i i
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Figura 3.9 - Dendograma obtido a partir da comparacao dos diferentes perfis flaA-RFLP
resultantes da utilizacdo da enzima Hinfl. O dendograma foi obtido com recurso ao método
UPGMA, sendo apresentado o grau de similaridade na escala inferior. O grau de similaridade
entre os diferentes perfis foi determinado pelo coeficiente de Dice. Cada letra na zona direita

da imagem estd associada ao respectivo perfil de restricao.
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Figura 3.10 - Dendograma obtido a partir da comparacdao dos diferentes perfis flaA-RFLP
resultantes da utilizacdo da enzima de restricao Ddel. O dendograma foi obtido com recurso ao
método UPGMA, sendo apresentado o grau de similaridade na escala inferior. O grau de
similaridade entre os diferentes perfis foi determinado pelo coeficiente de Dice. Cada nimero

na zona direita da imagem esta associado ao respectivo perfil de restrigdo.

Como se pode verificar na figura 3.9, a similaridade entre os perfis flaA-RFLP gerados
pela enzima Hinfl é relativamente reduzida, verificando-se, através desta analise, que para
uma similaridade de cerca de 30% se distinguem dois grandes grupos de perfis (assinalados na
figura como | e Il). O grupo Il, contém maioritariamente perfis originados exclusivamente por
isolados da espécie C. coli (perfis E, H, |, J), enquanto que o grupo | é constituido por perfis
originados por isolados de ambas as espécies. Apenas dois perfis (E e J) agrupam com
similaridade superior a 70%.

A andlise fenética dos perfis flaA-RFLP com a enzima Ddel (Figura 3.10) salienta a
existéncia de varios grupos de perfis que partilham uma similaridade superior a 70%, existindo
inclusive cinco grupos com similaridade superior a 80%. Apesar disso, de modo geral, a

inclusdo de perfis adicionais na comparacdo tende a gerar niveis de similaridade
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significativamente mais baixos, o que traduz a elevada diversidade genotipica (baseada nos
polimorfismos de gene flaA) dos isolados em estudo.

A analise da similaridade dos diferentes perfis flaA-RFLP gerados com as enzimas Ddel
e Hinfl ndo revelou nenhum grupo bem definido relativamente as duas espécies em analise (C.
coli e C. jejuni). Se considerarmos o perfil G associado maioritariamente a espécie C. jejuni
verificamos que este agrupa com o perfil flaA-RFLP Hinfl gerado para a estirpe de referéncia C.
coli CCUG 11283 com um grau de similaridade superior a 50%. Por outro lado, se
considerarmos o perfil flaA-RFLP obtido com a enzima Hinfl para a estirpe de referéncia C.
jejuni subsp. jejuni ATCC 33560 verificamos que este é coincidente com o perfil F associado,
neste trabalho, exclusivamente a espécie C. coli.

No que diz respeito aos perfis gerados com a enzima Ddel, ambas as estirpes de
referéncia demonstraram ter perfis Unicos diferentes dos 48 identificados para o grupo de
isolados analisados. O perfil da estirpe ATCC 33560 agrupou com o perfil 5 (C. coli) com um
nivel de similaridade superior a 50%, o mesmo nivel de similaridade foi verificado para a
estirpe CCUG 11283 que agrupou com o perfil 15 (C. coli).

Para a maioria dos grupos de perfis com niveis de similaridade superiores a 80% [perfis
(40,10); (44, 33); (17, 16); (13, 31)] verifica-se a inclusdo de isolados de ambas as espécies. No
seu conjunto, estes resultados sugerem que apesar do gene flaA ser adequado para diferenciar
intra-especificamente os isolados, tendo utilidade em estudos epidemiolégicos, ndo permite a

diferenciacdo a nivel da espécie (variacdo inter especifica) nem traduz a filogenia dos isolados.

3.1.3.6. Distribuicao geografica dos perfis flaA-RFLP

A andlise da origem geografica dos isolados em relacdo ao perfil flaA-RFLP gerado
encontra-se representada na figura 3.11. No que diz respeito aos perfis flaA-RFLP obtidos com
a enzima Hinfl, verifica-se uma distribuicdo ampla do perfil prevalente designado de F, tendo a
ocorréncia deste sido registada em todos os distritos amostrados, com a excep¢do de Braga. O
segundo perfil mais prevalente (perfil D) foi registado nos distritos de Braga, Viseu, Aveiro,
Leiria, Setubal, Lisboa e Santarém, tendo ocorrido com maior frequéncia neste ultimo distrito
(53%). O perfil G (terceiro em prevaléncia) foi, por sua vez, registado com maior frequéncia em
Setubal (39%).

No que diz respeito aos perfis flaA-RFLP Ddel mais frequentes, os perfis 1 e 6 sdo os
que se encontram mais amplamente distribuidos. O perfil 1 surge na grande maioria dos
distritos amostrados, com excepgdo dos distritos de Evora, Braga e Castelo Branco (onde o
numero de isolados genotipados com origem nestes distritos também foi reduzido), enquanto

que o perfil 6 foi obtido de isolados provenientes dos distritos de Setubal, Lisboa, Santarém,
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Leiria, Aveiro e Viseu, apresentando maior prevaléncia em Santarém (frequéncia relativa de
46%). O perfil 10 foi obtido a partir de isolados dos distritos de Santarém, Setubal, Lisboa,
Viseu e Castelo Branco, enquanto que a ocorréncia do perfil 9 foi apenas registada nos distritos
de Santarém e Setubal.

A maioria dos isolados cujos perfis flaA-RFLP sé ocorreram uma vez, estdo associados a
exploracdes individuais, isto é, cada perfil Unico associado a uma exploracao diferente. As
excepcgOes correspondem a exploragdo CLIIl, pertencente ao distrito de Setubal, na qual se
verificou a ocorréncia de 4 isolados com quatro perfis flaA-RFLP Ddel distintos, os quais
ocorreram unicamente nesta exploracdo e deram origem a perfis Unicos (39, 30, 8 e 42) e a
exploragdo CLIX, pertencente ao distrito de Lisboa, na qual se verificou a ocorréncia dos perfis
26 e 27. Verificou-se ainda que os perfis Unicos (identificados nas tabelas 3.3 e 3.4) foram
encontrados essencialmente nos distritos com maior nimero de isolados analisados (Lisboa,
Santarém, Leiria, Viseu, Setubal).

De modo geral, tanto os isolados pertencentes a espécie C. coli, como os isolados da
espécie C. jejuni estavam presentes na grande maioria dos distritos amostrados. No entanto, e
apesar de se encontrarem em inferioridade numérica neste estudo, os isolados pertencentes a
espécie C. jejuni foram, maioritariamente, oriundos do distrito de Setubal (n=26), estando

todos eles associados a exploragao CLIII.
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Figura 3.11 — A legenda encontra-se na pagina 96.
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Figura 3.11 — Representagdo gréfica indicando a distribuicdo geogréfica e a frequéncia dos
perfis flaA-RFLP obtidos dos isolados, para os quais se conhece o distrito da exploracdo de
origem. Em cada grafico os diferentes perfis flaA-RFLP obtidos com a enzima Ddel estdo
representados por numeracado arabe enquanto que as letras representam o perfil flaA-RFLP
obtido com a enzima Hinfl. Nos casos em que os isolados apresentam o mesmo perfil flaA-
RFLP com a enzima Ddel, mas apresentam diferentes perfis flaA-RFLP com a enzima Hinfl, os
diferentes perfis flaA - RFLP Hinfl sdo apresentados entre paréntesis (consultar Tabela 3.3 para
mais informacoes sobre a frequéncia relativa dos perfis flaA - RFLP Hinfl). A frequéncia relativa
de cada perfil no distrito considerado é apresentada em percentagem. Para a representacdo
da espécie C. jejuni é utilizado um tom cinza-escuro, enquanto que para a representacdo da
espécie C. coli é utilizado um tom cinza claro. Nas situagcdes em que se obteve o mesmo perfil
flaA-RFLP com a enzima Ddel para isolados das duas espécies, representou-se a branco a
porcdo do grafico correspondente a esse perfil comum, indicando-se ndo sé a frequéncia
relativa do perfil no distrito, mas também, num segundo gréfico, a frequéncia relativa
correspondente a cada espécie (C. jejuni e C. coli) para esse mesmo perfil. As iniciais no mapa
representam os diferentes distritos: VC — Viana do Castelo; B — Braga; VR — Vila Real; BR —
Braganca; P — Porto; V — Viseu; A — Aveiro; G — Guarda; C — Coimbra; CB — Castelo Branco; LR —
Leiria; S — Santarém; L — Lisboa; E — Evora; ST — Setubal; BJ — Beja; F — Faro. O nimero de
isolados genotipados por distrito é indicado pela letra n. Nota: dos 179 isolados caracterizados

pela metodologia flaA-RFLP, 30 tém origem desconhecida.

3.1.3.7. Distribuicdo temporal dos perfis flaA-RFLP considerando isolados provenientes da
mesma exploragao

Como se pode verificar pela andlise da Tabela 3.5, a grande maioria dos isolados
provenientes da mesma exploracdo (andlise efectuada para 68 isolados) mas obtidos em
diferentes meses do ano durante o qual foi efectuada a amostragem das exploracdes,
originaram perfis flaA-RFLP diferentes. Esta situa¢do verificou-se, quer nos perfis originados
pela utilizacdo da enzima Ddel, quer pela enzima Hinfl. S6 em algumas explorag¢des do distrito
de Santarém (CLVIII, LXXV, XXIIl) se verificou a obtenc¢do de isolados que, ao longo do tempo,
originaram consistentemente o mesmo perfil de restricdo do gene flaA com ambas as enzimas.
O perfil 1F foi consistentemente obtido das exploragdes CLVIII e XXIll e o perfil 6D na
exploragdo LXXV. Apesar disso, em outras situagcdes em que se encontrou o mesmo perfil em
diferentes periodos de amostragem, também se verificou a ocorréncia simultanea de isolados

com perfis diferentes, como é o caso da exploracdo XV.

96



Capitulo Ill — Resultados e Discussdo

Tabela 3.5 — Distribui¢cdo dos perfis flaA-RFLP de isolados provenientes da mesma exploragdo

pelos diferentes meses do ano em que foi realizado o estudo de prevaléncia (2008). A

numeracdo arabe representa o perfil flaA-RFLP obtido com a enzima Ddel enquanto que as

letras representam o perfil obtido com a enzima Hinfl. Cada conjunto nimero/letra representa

um isolado particular. A distincdo entre isolados das duas espécies em estudo é efectuada

mediante a utilizacdo do simbolo () para isolados pertencentes a espécie C. coli. Entre

paréntesis é indicado o nimero de isolados com o mesmo perfil de restricao associado.

Exploragao
(Distrito)

Meses

Junho

Julho

Agosto

Setembro

Outubro

Novembro Dezembro

cLi
(Setubal)

42D
9F

1G, 10G
14G (3)
46D

1F

9F (2)

9F (3)

8F, 30F, 9F (2) 10G
13G, 13F, 6G, 10F
6F, 1G, 9G 45F, 39F

CLIv
(Santarém)

1D~
37M e
6D o

CLIX
(Lisboa)

27F, 26)

CLv
(Santarém)

1F

9D e, 13G

cLvin
(Santarém)

1F o

1F o

1F o

CLXI
(Santarém)

6D e
20G »

CXinl
(Santarém)

9F o

21F

CXV
(Viseu)

10F

6D e

CXXXVIHI
(Lisboa)

44D
1F

L
(Leiria)

1F

41)

Lla
(Santarém)

10F

13F o

LIV
(Leiria)

7F o

21G e

LXXV
(Santarém)

6D o

6D

\%
(Santarém)

1F(2) e

XCVI
(Santarém)

29D «
38F

XV
(Evora)

2F

7F o
47F, 14G

7F o

XXIII
(Santarém)

1F o

1F o

XXXIV
(Lisboa)

6E 6F
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3.1.4. Genotipagem dos isolados baseada na andlise dos polimorfismos dos

macrofragmentos de restricdo separados por electroforese de campo pulsado

A técnica de RFLP-PFGE tem sido considerada a metodologia de referéncia na
genotipagem de Campylobacter spp., a semelhanca do que se verifica para outros
microrganismos, uma vez que, em contraste com a técnica de flaA-RFLP, se baseia na analise
do genoma total (Klena & Konkel, 2005), sendo por isso mais discriminatéria. As enzimas de
restricdo usadas neste tipo de abordagem para digerir o DNA cromossomal de bactérias do
género Campylobacter variam em diferentes estudos, tendo sido utilizadas com resultados
satisfatdrios as seguintes: Smal, Sall, Kpnl, Apal e BssHIl (Wassenaar & Newell, 2000). As
condicdes utilizadas na electroforese também variam de estudo para estudo, sendo que essas
alteracGes podem, nalgumas situagdes, conduzir a aparentes diferencas nos perfis obtidos a
partir da mesma preparacao de DNA (Wassenaar & Newell, 2000).

Como se referiu anteriormente, para se obter uma caracterizacdo genotipica mais
discriminatdria do grupo de isolados seleccionados para os estudos de formacdo de biofilmes
(LNIV19, LNIV52, LNIV55, LNIV63, LNIV70, LNIV76, LNIV78, LNIV104 e LNIV216) procedeu-se a
andlise dos macrofragmentos de restricdo do DNA gendmico de cada isolado, separados por
electroforese de campo pulsado [Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)]. Recorreu-se, para
isso, a utilizagao da enzima Smal de acordo com o protocolo descrito pela rede Campynet. Sao
varias as varidveis que afectam a resolugdo global e a separacdo das moléculas de DNA,
incluindo o tempo de corrida, a forga idnica do tampao, o angulo de reorientagdo, a
concentragdo de agarose, a voltagem e o intervalo entre a alternancia periddica dos campos
eléctricos (switch time) (Herschleb et al., 2007). No presente trabalho, foram testadas algumas
condigdes para optimizar a separagao dos macrofragmentos de restricdo aquando da corrida
electroforética, no entanto, devido a algumas limitacGes de ordem técnica (avaria irreversivel

do aparelho) ndo foi possivel concluir o processo de optimizagdo (Figuras 3.12 e 3.13).

M | ] ] v \') vi vk vl M

Figura 3.12 — Legenda na pagina 99.
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Figura 3.12 — Separacdo electroforética dos macrofragmentos de restricio de alguns dos
isolados de C. jejuni e C. coli em estudo (I — LNIV76, Il — LNIV19, lll - LNIV52, IV - CCUG 11283,
V — LNIV55, VI — LNIV104, VIl — LNIV78, VIII — LNIV63). A primeira e ultima lane correspondem
ao marcador molecular M (Lambda Ladder, BioRad). A electroforese decorreu num periodo
total de 24 horas repartido por dois periodos de pulso (blocos) de 12 horas cada. No primeiro
bloco utilizou-se um switch time de 0,5 s — 30 s e no segundo bloco alterou-se o switch time

para 30 s — 40 s. A voltagem manteve-se constante ao longo da corrida (6 volt/cm).

M | ] 1] v Vv vi vk vil ™M

Figura 3.13 — Separacdo electroforética dos macrofragmentos de restricdio de alguns dos
isolados de C. jejuni e C. coli em estudo (I — LNIV76, Il — LNIV19, lll - LNIV52, IV — CCUG 11283,
V — LNIV55, VI - LNIV104, VIl — LNIV78, VIII — LNIV63). A primeira e ultima lane correspondem
ao marcador molecular M (Lambda Ladder, BioRad). A electroforese decorreu num periodo
total de 24 horas num Unico bloco em que se utilizou um switch time de 30 s — 40 s. A

voltagem manteve-se constante ao longo da corrida (6 volt/cm).

Assim, seria desejavel ter conseguido uma melhor separagdo das bandas
correspondentes aos diferentes macrofragmentos de restricdo, gerados pela enzima Smal.
Outro factor que teria de ser optimizado em experiéncias futuras, seria a concentrag¢ao da
suspensao celular utilizada inicialmente na preparacdo dos blocos de agarose, de modo a
facilitar a analise dos fragmentos obtidos. Para além da estirpe de referéncia C. jejuni subsp.
jejuni ATCC 33560, dois dos isolados caracterizados quanto a sua capacidade de formacdo de
biofilme (LNIV70, LNIV216) ndo chegaram a ser caracterizados através desta metodologia.

A genotipagem de 9 isolados com os perfis flaA-RFLP [1F (2 isolados), 13D, 20G, 28F,
34D, 6G, 10F e 9D] originou 7 perfis RFLP-PFGE (perfil ndo determinado para os isolados
LNIV70 e LNIV216, pelos motivos anteriormente mencionados) (Tabela 3.6). Apesar de aos

isolados LNIV19 e LNIV76 corresponder o mesmo gendtipo flaA-RFLP com as enzimas Hinfl e
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Ddel (1F), apds caracterizacdo genotipica dos mesmos isolados pela técnica RFLP-PFGE,
verificou-se que estes possuem gendtipos diferentes, o que traduz a elevada capacidade
discriminatdria da técnica PFGE, comparativamente com a técnica flaA-RFLP.

De modo geral, os dados resultantes do estudo de genotipagem efectuado no presente
trabalho apontam para uma elevada diversidade genética dos isolados de Campylobacter
analisados, verificada através da metodologia flaA-RFLP e confirmada pela aplicacdo da

metodologia PFGE em alguns dos isolados.

3.2. Estudo da formacdo de biofilme como possivel mecanismo de

persisténcia de Campylobacter na cadeia de processsmento alimentar

3.2.1. Ambito do estudo realizado

Embora a carne de aves seja considerada um dos principais veiculos de transmissao de
espécies de Campylobacter patogénicas para o Homem, existem alguns estudos filogendmicos
que, sendo controversos, tém evidenciado uma maior proximidade genética entre isolados
clinicos e os de origem ambiental do que entre isolados clinicos e os obtidos de animais de
producdo (Champion et al., 2005). Em alguns estudos tem-se verificado que os gendtipos dos
isolados que colonizam os frangos na exploracdo sdo diferentes dos isolados presentes nas
respectivas carcacas em matadouro, evidenciando que a colonizacdo das carcacas possa ter
origem no ambiente do matadouro e sugerindo que algumas estirpes estejam melhor
adaptadas para sobreviver as condi¢Oes adversas presentes nos matadouros (Fitzgerald et al.,
2005). Apesar dos esforgos para se reduzir o nimero de casos de campilobacteriose, os niveis
de incidéncia mantém-se elevados e as medidas higiénicas que levaram a reducdo dos niveis
de prevaléncia de Salmonella enterica em frangos mantém-se pouco eficazes no controlo de
Campylobacter, o que se deve certamente a diferengas marcadas entre a biologia deste
microrganismo e a de outros patogénicos entéricos (Ingmer, 2010). E, portanto, necessario
esclarecer a fisiologia e os mecanismos de sobrevivéncia de Campylobacter em animais e
durante o processamento e armazenamento de produtos carneos. Uma melhor compreensdo
dos mecanismos de sobrevivéncia em ambientes fabris agressivos, onde se processam animais
de produgdo que darao origem a produtos alimentares, e em que o microrganismo é exposto a
temperaturas extremas, a concentragbes téxicas de oxigénio, a condi¢Ges de stresse
hiposmético, a auséncia de nutrientes e desidratacdo (Park, 2005; Jackson et al., 2009),
permitira limitar a cadeia de transmissdo. Existem evidéncias preliminares de que a capacidade

de formacgdo de biofilmes, varidvel em fungao das condigdes nutricionais e ambientais (Reeser
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et al., 2007), podera contribuir para a sobrevivéncia destas bactérias em ambientes externos
ao hospedeiro (Murphy et al., 2006), nomeadamente na presenca de oxigénio (Joshua et al.,
2006). Nesse contexto, efectuou-se, no presente trabalho, uma caracterizacdo de um grupo
seleccionado de isolados de C. jejuni e C. coli quanto a sua capacidade de formacdao de
biofilmes em superficies e condicdes ambientais tipicas do processamento fabril de produtos

de origem animal.

3.2.2. Seleccao dos isolados e condigbes experimentais utilizadas para avaliagdao da
capacidade de formagao de biofilmes

De forma a aferir as condi¢Ges que propiciam a formacao de biofilmes por isolados de
campo de Campylobacter jejuni e Campylobacter coli em diferentes superficies abidticas,
seleccionou-se, de entre o conjunto de isolados em estudo na presente dissertacdo, um
subgrupo de nove isolados (LNIV19, LNIV52, LNIV55, LNIV63, LNIV70, LNIV76, LNIV78, LNIV104,
LNIV216, listados na Tabela 2.1). Essa selec¢do foi efectuada tendo em consideragdo, ndo sé os
genodtipos flaA-RFLP mais frequentes determinados neste trabalho, bem como o fenétipo de
resisténcia/susceptibilidade aos antibidticos eritromicina e ciprofloxacina, determinado fora

do ambito deste trabalho (Tabela 3.6).

Tabela 3.6 — Gendtipos dos isolados seleccionados para os ensaios de formacao de biofilmes
por recurso as diferentes metodologias utilizadas no presente trabalho (flaA-RFLP e RFLP-
PFGE) e perfil de susceptibilidade a eritromicina (E) e ciprofloxacina (C), determinado de
acordo com a metodologia proposta pelo CLSI [The Clinical Laboratory Standard Institute M31-
A3 Vol.28 N28 (2008)]. Foram determinadas as CMlIs e para atribuicdo da designacdo resistente
(R) ou sensivel (S) foram tidos em consideracdo os valores de referéncia epidemiolégicos (The
epidemiological cut-off value - ECOFF) estabelecidos pelo EUCAST
(http://www.srga.org/eucastwt/WT_EUCAST.htm) — eritromicina: > 16 ug/mL (C. coli), > 4

ug/mL (C. jejuni); ciprofloxacina: > 1 ug/mL (ambas as espécies).

Isolado Espécie Resisténcia Perfil flaA-RFLP Perfil flaA-RFLP Perfil RFLP-
Ddel Hinfl PFGE
C E
LNIV104 C. coli R S 13 D Vi
LNIV19 C. coli S S 1 F ]
LNIV70 C. jejuni S S 20 G N.D.
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Isolado Espécie Resisténcia Perfil flaA-RFLP  Perfil flaA - RFLP Perfil RFLP-

Ddel Hinfl PFGE

C E

LNIV63  C. jejuni R R 28 F Vil
LNIV76 C. coli R R 1 F |
LNIV52  C. jejuni R R 34 D n
LNIV78  C. jejuni R S 6 G Vil
LNIV55 C. coli R R 10 F \'
LNIV216 C. coli R R 9 D N.D.

N.D. — N3o determinado.

Na industria alimentar, podem encontrar-se biofilmes nas mais diversas superficies,
desde plastico, vidro, metal, madeira, até aos préprios produtos alimentares (Chmielewski &
Frank, 2003). Sendo um dos objectivos da presente dissertacdo avaliar a capacidade de
formacdo de biofilmes como possivel mecanismo de persisténcia de Campylobacter na cadeia
alimentar, e considerando a origem dos isolados estudados (cecos de frangos), achou-se
pertinente a visita a uma unidade de processamento de frangos de corte de modo a
acompanhar o processo (Fig. 3.14) e apurar condicGes de temperatura e superficies que
tipicamente entram em contacto com as carcacgas. Na visita efectuada, verificou-se que o a
grande maioria do material/equipamento existente ao longo da linha de processamento ¢é
constituido por ago inoxidavel (Fig. 3.17), podendo também encontrar-se material plastico
(p.e. polietileno, polipropileno, PVC) em superficies de corte (Fig. 3.16) e em caixas de
armazenamento do produto final (Fig. 3.18), e borracha, nos dedos mecanicos da depenadora
(Fig. 3.15).

O processamento das carcagas em matadouro é realizado em ambiente controlado.
Apds o processo de evisceragdo, as carcagas devem ser mantidas a uma temperatura ndo
superior a 4°C. Nos processos de desmancha, acondicionamento e embalagem, a temperatura
da carne deve ser mantida refrigerada mediante uma temperatura ambiente de 12°C ou um
sistema alternativo de efeito equivalente (Regulamento (CE) n2853/2004). A temperatura mais
elevada a que podem ser sujeitas as carcacgas ao longo do processamento, corresponde a 55°C
durante o escalddo (Can6a, 2008). No final do processo, as carcagas sdo armazenadas em
camaras frigorificas a uma temperatura préxima dos 0°C, garantindo-se que esta ndo

ultrapassa os 4°C (Canda, 2008).
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Figura 3.14 — Fluxograma das principais operagGes de processamento de carne de frango, em

matadouro.
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Figura 3.15 — Maquina depenadora com dedos de borracha.

Figura 3.16 — Mesa de corte.

I l‘ b [
| \[Kg v

Figura 3.17 — Cubas em Aco inoxidavel.
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Figura 3.18 — Caixas de PVC para transporte e armazenamento.

Assim, tendo em conta os materiais identificados durante a referida visita, foram
seleccionados trés tipos de superficies abidticas para os ensaios realizados no presente
trabalho: o ago inoxidavel (superficie hidrofilica), o vidro (superficie hidrofilica), e o
poliestireno (superficie hidrofébica). Embora ndo se tenha identificado o poliestireno como
uma das superficies mais caracteristicas destes processos, as microplacas que sdo utilizadas
em laboratdrio para ensaios de formagdo de biofilmes em larga escala, permitindo o rastreio
de uma grande quantidade de isolados/condicdes em simultdneo, sdo vulgarmente
constituidas por este material. Além disso, as cuvetes utilizadas na embalagem do produto
final contém poliestireno. O vidro, embora também pouco comum nesta fase da producgao,
estd presente nas superficies da venda a retalho. Para além das superficies mencionadas,
consideraram-se varias varidveis que poderdo exercer um papel fundamental na transicdo do
crescimento do estado isolado para o crescimento na forma de biofilme, nomeadamente
temperatura, tempo de incubacdo, condicGes atmosféricas (microaerofilia versus aerobiose) e
condicdes nutricionais, aferidas no presente trabalho pela utilizacdo de diferentes meios de
cultura. Estas condi¢des foram testadas para a totalidade do painel de nove isolados
seleccionados tendo-se, no entanto, efectuado uma triagem preliminar de varias condigOes
experimentais, visando a escolha, para posteriores ensaios, dos isolados que exibiam maiores

diferengas na capacidade de formacgao de biofilmes.
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3.2.2.1.Ensaios preliminares para selec¢ao das condi¢cdes que promovem o crescimento em
biofilme de C. jejuni e C. coli

As condicdes experimentais usadas nos ensaios de formacado de biofilme in vitro foram
previamente apuradas, testando-se a capacidade de formacdo de biofilmes dos isolados em
microplacas de poliestireno, laminas de vidro e laminas de ago inoxidavel.

Tal como anteriormente referido no capitulo Material e Métodos, os resultados
referentes ao escrutinio de vdarias condi¢cBes experimentais para a realizacdo dos ensaios de
biofilmes foram obtidos para cada conjunto de condicGes testadas a partir de uma experiéncia
independente, calculando-se a média + erro padrdo. No caso dos ensaios realizados em
microplaca de poliestireno, foram utilizados, por meio de cultura e por isolado estudado, os
valores de absorvancia correspondentes a sete pogos inoculados. No caso dos ensaios
realizados com as laminas de vidro ou ago inoxiddvel, os ensaios foram realizados em
duplicado numa mesma ocasido, correspondendo a obtencdo de dois valores para uma Unica
experiéncia completamente independente. Assim, antes de se iniciar a descri¢ao e analise de
resultados referentes a abordagem experimental inicial, interessa mencionar os seguintes

aspectos:

(1) A quantificagdo do biofilme formado foi realizada através da leitura da absorvancia
a 570 nm (nos ensaios realizados em microplacas de poliestireno) ou 595 nm (nos
ensaios em que se utilizaram as [aminas de vidro e aco inoxidavel) de uma solucgéo
resultante da dissolugdo em etanol absoluto do violeta de cristal aderente as
células agrupadas em biofilme;

(2) Foram calculadas as médias dos valores de absorvancia resultantes da aplicacdo da

seguinte férmula:
A= Ax_ AxO

Em que a absorvancia efectiva (A) em cada pogo da microplaca/tubo de Falcon
contendo a superficie de vidro/aco corresponde a absorvancia medida a 570 nm/595 nm
(A,), subtraindo-se a absorvancia medida no mesmo comprimento de onda no poc¢o/tubo

controlo da mesma microplaca/tubo contendo meio nio inoculado (xo).

(3) Nos ensaios em que se utilizaram microplacas de poliestireno, verificou-se, em
algumas situagdes, que a formacgao de biofilme era negligencidvel ou nula. Nesses
casos, a subtrac¢do do valor de absorvancia registada no pogo controlo aos valores

de absorvancia registados em cada pocgo inoculado, deu origem a valores préximos
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de zero; deste modo, os valores de absorvancia apresentados nos graficos podem

corresponder:

e A média de até sete valores de absorvancia;
e Aapenas um valor de absorvancia (assinalado com * nos gréficos);
ou

e Nos casos em que a subtraccdo foi zero, utilizou-se a abreviatura NQ de nao

guantificavel.

(4) E de salientar que, apesar de, em alguns casos, se ter verificado a formacdo de um
biofilme considerdvel em microplacas de poliestireno, também se verificou
nalgumas situacdes alguma discrepancia entre a observacao visual do biofilme e a
guantificacdo do mesmo através da leitura de absorvancia a 570 nm da solucdo de
etanol-violeta de cristal. Esta situacdo deveu-se a dificuldade de se efectuar a
completa solubilizacdo do violeta de cristal aderido as células agrupadas em
biofilme, sem aplicacdo de forca mecanica, presumivelmente devido ao facto do
biofilme ser constituido por agregados celulares estaveis, firmemente associados a
superficie. Esta dificuldade experimental levou a que, em alguns casos, se

subestimasse a quantidade de biofilme formado.

Nas Tabelas 3.7 e 3.8 s3o apresentadas as condi¢des testadas para cada um dos
isolados seleccionados, mencionando-se o conjunto de condi¢Ges especificas nas quais se

conseguiu detectar biofilme por parte de alguns dos isolados seleccionados.
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Tabela 3.7 — Resumo das condi¢Ges experimentais testadas (meio de cultura, temperatura, periodo de incubacgao, arejamento, atmosfera) para apuramento
preliminar das varidveis que favorecem a formacao de biofilme em microplacas de poliestireno.

Temperatura Periodo de incubagao
Isolado Meios de cultura A Agitacao
(°c) (horas) Aerobiose | Microaerofilia Observagio
(espécie)
TSB | MHB BB LB BHI 6 | T.a. |37 |42 | 24 | 62 | 72 | 120 | 135 Sim Nao

LNIVI? X X X X X X X X X X X X X X (40 X X X 2
(C. coli) rpm)

LN.“{SZ. X X X X X X X X X X X (40 X X X 2
(C. jejuni) rpm)

LNIV55

X X X X X X X X X X 2

(C. coli)

LN.“{63. X X X X X X X X X X X X X (40 X X X 1
(C. jejuni) rpm)

LN.IY70. X X X X X X X X X X 2
(C. jejuni)

LNIV7.6 X X X X X X X X X X X X X X X (40 X X X 1,2
(C. coli) rpm)

LN.“{78. X X X X X X X X X X -
(C. jejuni)

LNIV10.4 X X X X X X X X X X X X X X (40 X X X 1,2
(C. coli) rpm)

LNIV216

X X X X X X X -

(C. coli)

Legenda: T.a. — Temperatura ambiente (ndo controlada ou monitorizada); rpm — rotagGes por minuto
1 - Biofilme formado na interface liquido-ar a temperatura ambiente (ndo monitorizada), em aerobiose, durante 72 h; 2 — Biofilme formado na interface

liguido-ar a 37°C, em aerobiose, durante 135 h.
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Tabela 3.8 — Resumo das condi¢des experimentais testadas (meio de cultura, temperatura, periodo de incubacao, arejamento, atmosfera) para apuramento
preliminar das varidveis que favorecem a formacao de biofilme em laminas de vidro e aco inoxidavel.

Temperatura
Meios de cultura 0 Periodo de incubagdo (horas) Agitacao A | M Vv Al Observagao
°C
Isolado
(espécie)
TSB | MHB BB LB | BHI 6 T. a. 37 42 24 62 72 120 | 135 | Sim | Nao

LNIV19 X

X X X X X X X 1
(C. coli)
LN.“{63. X X X X X X X X X X
(C. jejuni)
LN.“{7O. X X X X X X X X
(C. jejuni)
LNIV76

X X X X X X X
(C. coli)
LNIV104

X X X X X X X X 1
(C. coli)

Legenda: T.a. — Temperatura ambiente (ndo monitorizada); A - Aerobiose; M — Microaerofilia; V — Vidro; Al — Ago Inoxidavel

1 — Formacao de biofilme na interface liquido-ar, em lamina de vidro, apds periodo de incubacdo de 72 h, em microaerofilia, a 42°C.

109



Capitulo Ill — Resultados e Discussdo

3.2.2.1.1. Avaliag¢do da capacidade de formagao de biofilmes em poliestireno e aerobiose

Apds diluigdo das culturas de células, recolhidas na fase exponencial do crescimento,
inocularam-se microplacas de poliestireno de 96 pogos contendo meio TSB, BB, MHB, BHI ou
LB, tendo-se procedido a sua incubacdo a 6°C, temperatura ambiente, 37°C, ou 42°C, com ou
sem agitacdo, durante periodos variaveis.

A formagdo de biofilme pelos isolados LNIV63, LNIV76 e LNIV104 a temperatura
ambiente (que ndo foi monitorizada ao longo do periodo de incubagdo) e em aerobiose,
mostrou-se claramente dependente do meio de cultura, tendo-se verificado a formacgdo de
biofilme na interface liquido-ar que, apesar de ser visualmente pouco exuberante, foi, para os
trés isolados, mais abundante em meio de cultura BB. No caso do isolado LNIV104, verificou-se
que o meio MHB também promoveu a formacdo de biofilme (Fig. 3.19). Apesar de o biofilme
formado pelo isolado LNIV63 ser visualmente maior que o biofilme formado pelo isolado
LNIV104, os valores de absorviancia a 570 nm obtidos sdo muito semelhantes, devido a

dificuldade em solubilizar o biofilme (Fig. 3.19).

0.20
0.15 4
E
c
= 0.10 -
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LNIV63 LNIV76 LNIV104

Figura 3.19 — Quantificagdo do biofilme formado pelos isolados LNIV63, LNIV76 e LNIV104,
apés um periodo de incubacdo de 72 h, em aerobiose, a temperatura ambiente (ndo
monitorizada), sem agitacdo. A absorvancia a 570 nm (As.m) indica a quantidade de violeta de
cristal, apds solubilizacdo do biofilme em etanol absoluto. O biofilme visivel formou-se na
interface liquido-ar tal como assinalado pelas setas na fotografia em cima. Legenda: BB (E=);

MHB (55); TSB (16833).

Neste ensaio, a microplaca de poliestireno foi colocada na bancada de laboratdrio,
sem controlo ou monitorizagdo da temperatura da sala. Apesar de dificil de reproduzir
resultados nestas condi¢Ges, nesta experiéncia investigou-se se a temperatura ambiente ndo

controlada, com a ocorréncia de amplitudes térmicas que também se verificam no
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processamento e venda a retalho dos alimentos, poderia propiciar formacdo de biofilme,
tendo-se observado, pela primeira vez, a formacao de biofilme pelo isolado LNIV104, em meio
de cultura BB e MHB (Fig. 3.19). Os ensaios seguintes realizaram-se sempre a temperaturas
controladas.

A 37°C (temperatura controlada termostaticamente), em condi¢Ges de aerobiose,
verificou-se, apds 135 h, a formacdo de biofilme visivel para os isolados LNIV19, LNIV52,
LNIV55, LNIV70, LNIV76 e LNIV104 (Figuras 3.20 e 3.21). Apesar do meio BB também favorecer
a formacédo de biofilme para os isolados LNIV19, LNIV55 e LNIV76 nestas condicdes, verificou-
se que o crescimento em meio MHB promove a formagdo de biofilme para todos os isolados
testados e propicia a formacdo de biofilmes de maior dimensao, sendo mais evidente para os
isolados LNIV19, LNIV104 e LNIV76 (Fig. 3.20 e 3.21). A quantidade dos biofilmes formados
pelo isolado LNIV104 foi mais exuberante no ensaio a 37°C, por compara¢do com o ensaio

realizado a temperatura ambiente, no entanto o periodo de incubagdo a 37°C foi superior.
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Figura 3.20 — Quantificagdo do biofilme formado pelos isolados LNIV19, LNIV70 e LNIV104,
ap6s um periodo de incubagao de 135 h, em aerobiose, a 37°C, sem agitacdo. A absorvancia a
570 nm (As7onm) indica a quantidade de violeta de cristal, apds solubilizagdo do biofilme em
etanol absoluto. Legenda: BB (E=); MHB (&8); BHI (LII). As barras assinaladas com (*)

correspondem a valores de absorvancia unicos.
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Figura 3.21 — Quantificagdo do biofilme formado pelos isolados LNIV52, LNIV55 e LNIV76, apds
um periodo de incubacdo de 135 h, em aerobiose, a 37°C, sem agitacdo. A absorvancia a 570
nm (Asyonm) indica a quantidade de violeta de cristal, apds solubilizacdo do biofilme em etanol
absoluto. Legenda: BB (E=); MHB (#8); LB (EZ2). A barra assinalada com (*) corresponde a
um valor de absorvancia Unico e a abreviatura NQ assinala que o biofilme negligenciavel
formado pelo isolado LNIV52 no ensaio realizado em meio BB foi classificado como nao

quantificavel.

Para todos os isolados nos quais se observou capacidade de formacao de biofilme em
microplacas de poliestireno, verificou-se que o biofilme formado ocorre preferencialmente na
interface liquido-ar. Surpreendentemente, em todas as situagcdes em que se verificou a
formacao de biofilme, esta observou-se com maior expressdo nos pog¢os da periferia da
microplaca (frentes visualizadas nas Figs. 3.19, 3.20 e 3.21), o que explica, nesses casos, a
apresentacdo de barras de erro maiores associadas a média amostral. Nestes pogos existe,
inevitavelmente, uma maior evaporagdao do meio de cultura e da suspensao celular, havendo,
consequentemente, um efeito de concentragdo dos nutrientes presentes. Assim, de forma a se
avaliar se a disponibilidade de nutrientes estaria envolvida na formacdo do biofilme, testaram-
se trés meios de cultura em concentragdo simples e em concentragdo dupla, respectivamente.
Como se pode observar da figura 3.22, a variacdo da concentracdo do meio MHB interferiu
com a capacidade de formacdo de biofilme do isolado LNIV104, verificando-se formacdo de
biofilme apenas no ensaio em que o isolado foi crescido em meio simples (concentragdo
simples), indicando que o aumento de biofilme na periferia da placa, provavelmente, ndo se

deve a um aumento da concentra¢ao de nutrientes resultante da evaporacao.
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Figura 3.22 — Avaliacdo do efeito da variacdo da concentracdo do meio (concentragdo simples
ou concentracdo dupla). Ensaios realizados em microplacas de poliestireno, em aerobiose, a
37°C, num periodo de incubacdo de 120 h. Todos os ensaios representados sdo referentes a
apenas um dos isolados seleccionados (LNIV104). O ensaio realizado em meio MHB em
concentragdo dupla estd assinalado na figura com a abreviatura NQ (Ndo quantificavel). A
barra assinalada com (*) corresponde a apenas um valor de absorvancia. Legenda: BB (E=);

MHB (&55); BHI ().

Assim, rejeitada a anterior hipdtese, ponderou-se a possibilidade de o aumento da
formacdo de biofilme verificado na periferia da microplaca de poliestireno se dever a uma
resposta das células ao efeito da desidratacdo resultante da maior evaporacdo do meio de
cultura. Para testar esta hipotese, realizaram-se dois ensaios exactamente nas mesmas
condicbes com a diferenca de que, num deles, a microplaca possuia uma pelicula aderente a
tapar a abertura dos pocos de modo a limitar a evaporacdo do meio (Fig. 3.23). Apenas se
registaram diferen¢as na quantidade de biofilme formado para o meio MHB, uma vez que, a
minimizag¢do das perdas por evaporagao através da colocagdo da pelicula, levou a formagao de
um biofilme claramente menos extenso do que o que foi formado na microplaca sem pelicula
aderente a superficie (Fig. 3.23). Para o crescimento nos restantes meios, ndo se verificaram
diferengas, uma vez que a quantidade de biofilme formado foi reduzida, quer na presenca da

pelicula quer na sua auséncia.
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Figura 3.23 — Avaliacdo do efeito da desidrata¢do. Foram utilizadas duas microplacas, uma sem
pelicula e outra com pelicula aderente a superficie para limitar os efeitos da evaporacdo do
meio. Os ensaios foram realizados em aerobiose, a 37°C, durante um periodo de incubacdo de
120 h. Todos os ensaios representados sdo referentes a apenas um dos isolados seleccionados
(LNIV104). As barras assinaladas com (*) correspondem a apenas um valor de absorvancia.

Legenda: BB (EH); MHB (&85); BHI (I1).

3.2.2.1.2. Avaliacao da capacidade de formacao de biofilmes em poliestireno e microaerofilia

No que diz respeito ao estudo do efeito da microaerofilia na quantidade dos biofilmes
formados, para os isolados LNIV104 e LNIV76 verificou-se que, independentemente das
diferentes varidveis consideradas (meio de cultura, tempo de incubagdo, temperatura), a
quantidade de biofilme formado (Figs. 3.24 e 3.25) era claramente inferior a quantidade do
biofilme formado em aerobiose, registada sobretudo a 37°C (Figs. 3.20 e 3.21). Dada a
natureza microaerofilica de bactérias do género Campylobacter, estes resultados sugerem que
a formacdo de biofilmes em condicGes de aerobiose possa ser uma resposta ao stresse
oxidativo gerado pela presenca de oxigénio. Em microaerofilia, também se registou um ligeiro
aumento da quantidade de biofilmes a 6°C para ambos os isolados, por comparagdo com as
restantes temperaturas testadas, ainda que, no seu conjunto, os valores da absorvancia a 570

nm obtidos fossem baixos (Figs. 3.24 e 3.25).
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Figura 3.24 - Formacdo de biofilme em microplacas de poliestireno, em microaerofilia, pelo
isolado LNIV104. Os ensaios a 6°C e 42°C, foram realizados sem agitacdo, enquanto que os
ensaios a 37°C foram realizados com agitacdo (= 40 rpm). Legenda: TSB (E23); MHB (5f%1); BB
(==); BHI (II).
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Figura 3.25 - Formacdo de biofilme em microplacas de poliestireno, em microaerofilia, pelo
isolado LNIV76. Os ensaios a 6°C e 42°C foram realizados sem agita¢do, enquanto que o ensaio
a 37°C foi realizado com agitagdo (= 40 rpm). O ensaio realizado a 42°C durante 62 h em meio
de cultura LB originou um biofilme negligencidvel pelo que esta assinalado na figura com a
abreviatura NQ (Ndo quantificavel). As barras assinaladas com (*) correspondem a um valor de

absorvancia Unico. Legenda: TSB (&= ); MHB (&5 ); BB (E=); LB (EZ).

Resumindo, os dados obtidos dos ensaios realizados para aferir as condi¢cGes que

promovem o crescimento de C. jejuni e C. coli em biofilme em microplacas de poliestireno,
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ainda que preliminares, sugerem que a capacidade de formacdo de biofilme na superficie

considerada poderd variar de acordo com:

e Disponibilidade de nutrientes: dos meios de cultura testados, os meios MHB e BB
aparentam promover a formacao de biofilme em maior quantidade para alguns dos
isolados seleccionados.

e Constituicdo da atmosfera: sé se verificou a formagdo de biofilme visivel na interface
liguido-ar em condi¢Ges de aerobiose.

e Temperatura: a formacdo de biofilme depende da temperatura de incubacgdo, estando,
aparentemente, favorecida a 37°C e a temperatura ambiente (ainda que esta ndo tenha
sido monitorizada).

e Humidade: sob condi¢Oes de desidratacdo, a formacao de biofilme foi favorecida.

e Periodo de incubagdo: apesar de ndo ser possivel, em todos os casos apresentados, a
comparagdo directa dos valores da quantidade de biofilme formado nas diferentes
condicdes, os resultados reunidos apontam para uma dependéncia do tempo de incubacdo,

registando-se um aumento com o aumento do periodo de incubagcdo, em condicdes de

aerobiose.

e Agitacdo: Apenas nos ensaios realizados sem a introducdo da varidvel “arejamento
(agitacdo)” se verificou a formacdo de biofilme.

3.2.2.1.3. Avaliacdo da capacidade de formagao de biofilmes em vidro e ago, em

microaerofilia

Em relagdo ao apuramento das condi¢des que favorecem o crescimento dos isolados em
biofilme em laminas de vidro e ago inoxidavel, foram também realizados alguns ensaios
preliminares, efectuados apenas em condi¢des de microaerofilia. Optou-se por testar dois
meios de cultura, nomeadamente o meio BB e o meio MHB, seleccionados com base nos
resultados obtidos durante os ensaios realizados em microplacas de poliestireno. Nestas
condicOes, verificou-se, para o isolado LNIV104, que a quantidade de biofilme formado foi,
com base na leitura de absorvancia a 595 nm da solugdo etanol-violeta de cristal, muito

reduzida independentemente do meio de cultura e das superficies utilizadas (Fig. 3.26).
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Figura 3.26 — Avaliacdo do tipo de superficie como suporte ao crescimento em biofilme. Ensaio
realizado em tubos de Falcon, com laminas de vidro e aco inoxidavel, em microaerofilia (42°C,
72 h). O ensaio representado é referente a apenas um dos isolados seleccionados (LNIV104).

Legenda: MHB (&58); BB (E=).

No entanto, num dos ensaios preliminares realizados em laminas de vidro, observou-
se macroscopicamente a formacgdo de biofilme consideravel em dois dos isolados examinados
(LNIV19 e LNIV104). A observacdo microscdpica dos biofilmes encontra-se representada nas
Figuras 3.27 e 3.28, estando, no entanto, impossibilitada a sua quantificacdo devido a

preparagao microscépica realizada para visualizagdo com maior detalhe.

Figura 3.27 — Legenda na pagina 118.
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Figura 3.27 — (A) Biofilme formado na interface liquido - ar pelo isolado LNIV104, em condig¢des
de microaerofilia, a 42°C, durante 72 h, em meio MHB (lamina de vidro). (B) Observacdo
microscopica (100x) do biofilme formado demonstrando o agrupamento expressivo de

bastonetes.

A

Figura 3.28 — (A) Biofilme formado na interface liquido - ar pelo isolado LNIV19, em condig¢des
de microaerofilia, a 42°C, durante 72 h, em meio MHB (lamina de vidro). (B) Observagdo

microscopica (100x) do biofilme formado.

Tal como evidenciado nas Figuras 3.27 e 3.28 verificou-se, no caso das laminas de
vidro, que a formacdo de biofilme é favorecida na interface liquido-ar, observando-se por
microscopia uma zona mais densa de bastonetes junto a interface liquido-ar. A medida que o
campo de visualizagdo se afastou da zona da interface com o liquido, observavam-se
aglomerados muito menos densos de bactérias. Nas laminas de ago inoxidavel, no caso do
isolado LNIV104 (Fig. 3.29), observou-se a ocorréncia de biofilme na superficie submersa em
meio de cultura. Ha que considerar, no entanto, que as laminas de vidro (7,5 cm x 2,5 cm) e as
[dminas de ago inoxidavel (4,5 cm x 2,5 cm) utilizadas nestes ensaios possuiam dimensGes
diferentes e que o volume de meio de cultura utilizado foi igual para ambas as situacdes (50
mL); deste modo, a coluna de ar a qual foi exposta a lamina de aco inoxidavel é bastante
inferior comparativamente com a lamina de vidro. Em ensaios posteriores, optimizou-se a

situacdo, colocando-se ambas as superficies em condi¢Ges equivalentes, utilizando-se para o
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efeito, laminas com as mesmas dimensodes e, ainda, reduzindo o volume de meio de cultura

que passou para 15 mL.

.

Figura 3.29 - Biofilme formado pelo isolado LNIV104, em condi¢cdes de microaerofilia, a 42°C,

durante 72 h, em meio MHB (lamina de ago inoxidavel).

Verificou-se, ainda, para alguns dos isolados estudados que, apesar da formacgao de
biofilme ser observavel em laminas de ago inoxidavel (Fig. 3.29), quando se efectuou a
quantificagdo do mesmo, esta nao se reflectiu num valor de absorvancia a 595 nm elevado
(Asgsnm = 0,003). Esta discrepancia deveu-se, tal como referido em anteriores casos, a
dificuldade em causar a disrupgdo do biofilme sem agressao mecanica e, consequentemente,
solubiliza-lo. Em ensaios posteriores, para a solubilizagdo completa dos biofilmes formados em
laminas de vidro e aco inoxidavel, foi necessdrio recorrer a um processo de raspagem dos

mesmos, de forma a conseguir quebrar a forte ligacdo estabelecida com a superficie.

3.2.3. Avalia¢do do crescimento em biofilme como resposta ao stresse ambiental
Apds a identificagdo de condigdes experimentais que favorecem a formagdo de
biofilme, nomeadamente o crescimento em meio MHB, deu-se continuidade ao estudo da
caracteriza¢do do crescimento dos isolados em biofilme em diferentes superficies apenas com
o grupo de isolados que demonstrou formagdo de biofilme nas condi¢des preliminares
testadas, excluindo-se os isolados LNIV55, LNIV70, LNIV78 e LNIV216. Apesar de o isolado
LNIV55 ter apresentado maior capacidade de formagdo de biofilme do que o isolado LNIV52
(em condicbes de aerobiose, 135 h, 37°C), optou-se por manter o isolado LNIV52 na
caracterizacdo mais aprofundada por pertencer a espécie C. jejuni, que, do ponto de vista
epidemioldgico, é mais relevante. Sendo assim, mantiveram-se os isolados LNIV104, LNIV19 e

LNIV76, da espécie C. coli, que representam dois dos gendétipos flaA-RFLP mais prevalentes [1F
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(n=2) e 13D]; e os isolados LNIV52 e LNIV63, da espécie C. jejuni, que representam dois
genotipos flaA-RFLP Ddel Unicos (perfis 28 e 34).

3.2.3.1. Determinagao das taxas especificas de crescimento dos isolados em estudo

Para averiguar se as diferencas observadas entre os isolados na capacidade de
formacao de biofilmes ndo se deviam a divergéncias nas taxas de crescimento em cultura
descontinua, caracterizou-se o crescimento de cada isolado em condi¢des padrdo, isto é, em
microaerofilia, a 37°C, durante 72 h, utilizando-se, para o efeito, o meio de cultura MHB (que
foi o meio seleccionado para o prosseguimento do estudo) (Fig. 3.30), tendo-se determinado
as taxas especificas de crescimento (Fig. 3.31).

Como se pode verificar na figura 3.30, os isolados LNIV19, LNIV76 e LNIV104 cresceram
exponencialmente até as 42h. As 49h, a Agponm €ra ligeiramente superior e, as 72h, as culturas
celulares ja se encontravam em fase de declinio (morte celular). Por sua vez, os isolados
LNIV52 e LNIV63, cresceram exponencialmente até as 24h, verificando-se apds esse periodo
um aumento ligeiro da Agpnm que se manteve até as 72h. O crescimento exponencial das
culturas das estirpes de referéncia deu-se até as 24h, mas enquanto que, as 72h, a cultura da
estirpe ATCC 33560 se encontrava em fase de declinio, a cultura da estirpe CCUG 11283 ainda

se mantinha a crescer (Fig. 3.30).
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Figura 3.30 — Curvas de crescimento dos isolados seleccionados para a realizagao dos ensaios de biofilmes em condi¢Ges padronizadas. Os isolados foram
crescidos em MHB, a 37°C, em condi¢des de microaerofilia, durante 72 h. Foram efectuadas leituras da densidade éptica das culturas a 600 nm (Agognm) as
5,0; 8,0; 19,0; 21,5; 24,0; 28,5; 42,0; 49,0 e 72,0 h do crescimento. As 24h e 49 h foram efectuadas contagens de UFCs, representadas na figura por pontos

azuis. Os resultados apresentados correspondem as médias + erro padrdo de duas experiéncias independentes.
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O isolado LNIV19 foi o que apresentou maior nimero de células viaveis as 49 h, tendo-
se também registado que a densidade dptica maxima da cultura deste isolado atingiu valores
superiores aos dos restantes isolados caracterizados.

Verificou-se que, para o conjunto de isolados seleccionados, os valores das taxas
maximas de crescimento sdo reduzidos (Fig. 3.31). O isolado LNIV19 foi o que apresentou
maior taxa especifica de crescimento (0,0229), seguindo-se, por ordem decrescente, os
isolados LNIV52 (0,0178), LNIV76 (0,0157), LNIV104 (0,0153), LNIV63 (0,0126), sem grandes
diferencgas entre si, e as estirpes de referéncia ATCC 33560 (0,0107) e CCUG 11283 (0,0092),
nas quais se registaram taxas especificas mais baixas. Assim, nestas condi¢des, o isolado

LNIV19 aparenta estar melhor adaptado ao crescimento em descontinuo.
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Figura 3.31 — (A) Comparagdo das densidades 6pticas maximas medidas a 600 nm (Asgonm)
durante o acompanhamento do crescimento em descontinuo, em condi¢des padrao

(microaerofilia, 37°C), dos isolados seleccionados. (B) Comparagdo das taxas especificas de
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crescimento entre os diferentes isolados, determinadas por anadlise de regressdo linear

aplicada a zona linear da representacao semi-logaritmica da Agyonm €m funcao do tempo.

3.2.3.2. Dimensao dos biofilmes formados em microplacas de poliestireno

No que diz respeito aos ensaios realizados em microplacas de poliestireno para
caracterizacdo do grupo mais restrito de isolados, foi utilizada, para cada ensaio, uma
microplaca para os 5 isolados e as 2 estirpes de referéncia em estudo. A microplaca foi dividida
por filas de 8 pogos e atribuiu-se uma fila para o crescimento de cada isolado (o uUltimo pogo
de cada fila incluiu apenas meio MHB ndo inoculado como controlo negativo da experiéncia,
tal como referido no capitulo Material e Métodos). Cada poco contendo meio MHB foi
inoculado com um volume determinado do pré-indculo de modo a obter-se uma suspensao
celular de 200 pL com uma DO inicial que variou entre 0,01 (no caso dos ensaios a 12°C) e
0,025 (no caso dos ensaios a 6°C e 37°C). Cada placa foi incubada a 6°C, 12°C e 37°C, em
aerobiose e microaerofilia durante um periodo de 72 h.

Nos ensaios realizados a 6°C, ndo se verificou a formacdo de biofilme por qualquer dos
isolados testados, quer em microaerofilia quer em aerobiose, tal como ja se tinha registado em
ensaios preliminares (Fig. 3.32). No entanto, verificou-se que, apds as 72 h de incubacéo, a
absorvancia da suspensdo celular medida a 600 nm se mantinha muito baixa (Fig. 3.32),
indicando um crescimento muito reduzido nestas condicdes.

Testou-se ainda o crescimento em microplacas incubadas a 12°C, temperatura que nao
havia sido testada nos ensaios preliminares, mas que estd presente em algumas etapas do
processamento de alimentos. Nos ensaios realizados sob o efeito desta temperatura, ndo se
observou macroscopicamente o crescimento da cultura e, consequentemente, a formagdo de

biofilme.
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Figura 3.32 — Ensaios de biofilmes realizados em microplacas de poliestireno. Os isolados foram crescidos em meio MHB, em condi¢do de microerofilia ou

aerobiose, as temperaturas de 6°, 12° e 37°C. Na figura sdo apresentados os valores da densidade da cultura celular (Aspnm) apds o fim do ensaio, bem como

os valores de absorvancia a 570 nm da solugdo de etanol resultante da solubilizagdo do violeta de cristal aderente a células formadoras de biofilme.
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Apesar de ser ter verificado o crescimento das culturas de todos os isolados a 37°C
(Fig. 3.32), a capacidade de formagdo de biofilme variou consoante as condi¢Ges
experimentais. Para os ensaios realizados em aerobiose, verificou-se a formagdo de um
biofilme, ainda que pouco extenso, apenas pelos isolados LNIV104 e LNIV19, tendo a formacdo
de biofilme ocorrido na interface liquido-ar apenas no poco localizado na zona periférica da

microplaca (Fig. 3.33).

LNIV63 LNIV19 LNIV52 LNIV104 LNIV76 ATCC 33560 CCUG 11283

Figura 3.33 — Biofilme formado na interface liquido-ar (assinalado pelas setas). Os isolados

foram crescidos em meio MHB, em aerobiose, durante 72 h.

Estes resultados ndo sdo absolutamente coincidentes com os resultados obtidos nos
ensaios preliminares, na medida em que os isolados LNIV19, LNIV52, LNIV76, LNIV104 haviam
demonstrado capacidade de formagdo de biofilme, em meio MHB, a 37°C, em aerobiose. No
entanto, o periodo de incubagdo tinha sido mais extenso (135 h) do que o periodo de
incubacdo usado nos ensaios aqui considerados (72 h). O tempo de incubagdo parece ser,
nestes ensaios, determinante para a transicdio do crescimento das células do estado
plancténico para o crescimento em biofilme, o que se pode dever ao facto de, com o aumento
do periodo de incubacdo, interferirem outros factores que limitam a capacidade de
crescimento optimo da cultura in vitro, nomeadamente o decréscimo da disponibilidade de
nutrientes no meio de cultura. Adicionalmente, em aerobiose, a exposicdo prolongada ao
oxigénio leva a producdo de espécies reactivas de oxigénio (reactive oxygen species - ROS),
que se nao forem neutralizadas podem causar dano letal a nivel dos acidos nucleicos, de
proteinas e da membrana celular (Park, 2005). Campylobacter spp. possui mecanismos
celulares de defesa contra as ROS (Park, 2005), existindo evidéncias providenciadas por alguns
estudos recentes de que células formadoras de biofilme possuem uma expressao aumentada
de proteinas envolvidas no stresse oxidativo (Tpx, Ahp) por comparagdo com células
plancténicas (Kalmokoff et al., 2006). Apesar da incubagdo a 37°C corresponder a uma
temperatura compreendida na gama Optima de crescimento de Campylobacter spp., nos

ensaios realizados em microplacas, um periodo de incuba¢do mais prolongado contribui
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inevitavelmente para a evaporacdo do meio de cultura [volume reduzido (200 pL)],
essencialmente nos pocos da zona periférica da microplaca, e como se pbéde verificar nos
ensaios preliminares, a desidratacdo surge como um possivel factor desencadeante da
formacao de biofilme.

Por outro lado, a capacidade de adesdao a uma superficie estd dependente nao sé das
condicbes ambientais externas, como das propriedades fisico-quimicas das células e do
proprio substrato. A adesdo maxima das células bacterianas depende da energia livre da
superficie ou da sua afinidade para a dgua, sendo que superficies com maior energia livre ou
maior afinidade para a agua (hidrofilicas) favorecem a adesdo bacteriana (Chmielewski &
Frank, 2003). O poliestireno, contrariamente ao vidro e ao aco inoxiddvel, é uma superficie
hidrofdbica, pelo que, naturalmente, terd tendéncia a repulsar a adesdo bacteriana. Apesar
disso, sabe-se que as propriedades aderentes de uma célula sdo moduladas por altera¢oes
guimicas que ocorrem na membrana celular, em resposta a estimulos ambientais e fenémenos
de comunicacdo inter celular — guorum-sensing (Chmielewski & Frank, 2003).

De forma a avaliar se a natureza hidrofobica/hidrofilica da superficie celular poderia
estar relacionada com a baixa capacidade de adesdo celular ao poliestireno, procedeu-se a
comparagdo da hidrofobicidade de células dos diferentes isolados, medindo-se a afinidade das
células para o hexadecano (solvente polar). Foram preparadas suspensdes celulares dos
diferentes isolados, crescidos em meio MHB, em microaerofilia, durante 72 h e adicionou-se
500 plL de hexadecano, conforme descrito na seccdao Material e Métodos. A percentagem de

células aderentes a fase organica foi estimada espectrofotometricamente (Fig. 3.34).
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Figura 3.34 — Legenda na pagina 127.
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Figura 3.34 — Hidrofobicidade dos diferentes isolados examinados nos ensaios de formagao de
biofilmes, estimada por adicdo de 500 pL de hexadecano a suspensdes celulares lavadas com
tampdo PBS 1x. A hidrofobicidade foi estimada por quantificagdo da percentagem de células
aderentes ao hexadecano, a qual foi determinada por medicdo da perda de absorvancia a 600
nm da fase aquosa em relacdo a densidade dptica da suspensdo celular inicial (antes da adicdo

do hexadecano).

Verificou-se que os isolados e estirpes de referéncia em estudo apresentam afinidade
muito baixa para o hexadecano, sugerindo que a sua superficie celular seja hidrofilica. Esta
caracteristica podera explicar o facto de os isolados LNIV104 e LNIV76 terem aderido ao fundo
dos pocos da microplaca de poliestireno, e ndo nas paredes e na interface liquido-ar, quando
as microplacas foram incubadas em microaerofilia, a 37°C, durante 72 h. Sob as condi¢des
referidas, verificou-se a formacao de biofilme ndo sé nos pocos da periferia, como também na

grande maioria dos restantes pogos inoculados (Fig. 3.35).

LNIV76

LNIV104

Figura 3.35 — Biofilmes formados pelos isolados LNIV76 e LNIV104 no fundo dos pocos da
microplaca de poliestireno. Os isolados foram incubados em microaerofilia, a 37°C, durante 72
h.

O facto de, nos ensaios preliminares realizados em condi¢des de microaerofilia, a 37°C,
durante 72 h, ndo se ter registado por parte de nenhum dos isolados a capacidade de
formagcao de biofilme, poderd estar relacionado com a interferéncia do processo de
lavagem/secagem precedente a etapa de coloragdo, na estabilidade do biofilme formado. O
processo de lavagem acaba por inevitavelmente remover parte das células formadoras de
biofilme, pelo que se torna essencial uma correcta secagem dos pogos da microplaca antes da
coloragdo, para a fixagdo das células remanescentes no biofilme, processo que se optimizou a
medida que se desenrolaram as experiéncias. Nestes ensaios verificou-se, tal como se registou
anteriormente, uma discrepancia entre a identificacdo visual de biofilmes formados e a sua
quantificagdo (Fig. 3.32). No caso dos biofilmes formados em microaerofilia, tal deveu-se a
incompleta solubilizacdo do biofilme formado no fundo dos pocos das microplacas; no caso

dos biofilmes formados em aerobiose, para além da fraca solubilizagdo do biofilme formado na
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interface liquido-ar nos pocos da periferia, acresce a interferéncia das leituras de absorvancia
registadas nos restantes poc¢os (nos quais ndo se verificou visualmente formacéo de biofilme) e
que, apds subtraccdo dos valores de absorvancia obtidos para o controlo ndo inoculado,

contribuiu para reduzir os valores estimados.

3.2.3.3. Dimensado dos biofilmes formados em laminas de vidro e a¢o inoxidavel

Apds a avaliagdo da capacidade de formacdo de biofilme dos isolados seleccionados
em microplacas de poliestireno, realizaram-se novos ensaios variando a superficie abidtica
testada. Os isolados foram inoculados em tubos de Falcon contendo 15 mL de meio MHB e
uma das superficies em andlise (Iamina de vidro ou aco inoxiddvel AISI 316). Os tubos foram
depois incubados em microaerofilia e aerobiose, a 12°C e 37°C. Nos ensaios realizados a 37°C
com as laminas de vidro, os isolados formaram biofilmes na zona da interface liquido-ar mas
de dimensdo reduzida e sem grandes diferencas entre si, tanto em microaerofilia como em
aerobiose (Fig. 3.36). Em contraste, nos ensaios realizados com as laminas de ac¢o, ndo se
verificou a formacado de biofilme pelo isolado LNIV19 em microaerofilia, apesar de o mesmo
isolado, em aerobiose, ter formado biofilmes muito expressivos (Fig. 3.37). Por sua vez, o
isolado LNIV76 formou biofilmes em aco, em microaerofilia e aerobiose, apesar do biofilme

formado em aerobiose ser muito mais extenso (Fig 3.37).

128



Capitulo Il — Resultados e Discussdo

_ _ r 0.6
0.8 Niv7E ~ LMIV104 LMIVS2 LNIV1S
| L L - 0.4
$ { } t
+ L |- L 0.2
0.4 - { - - .
[ &
- _ - ~0015 3
0.2 - i i i | 0.010
} l‘ ! I . | } i i L 0.005
E IJ—I |
£ 0.0 . i - - ! i 0.000
& LNIVES ATCC 33560 CCUG 11283 s §¢ I e &
FO.4 -5 o =] o
= - =Ly q“-_ - - 'ﬁ. ]
& 12°C =+ 37°C
& vﬁ_-&“ F
04| . * - - H (027 &
; 4 5 B
~ - T 0.015
z
0.2 I } i - 0010 S
3
i 1 t i - 0.005
- o] |
P+ M| mn * | 0000
- P 2 il e ) W >
o > ‘;?\\ o~ > & '\D"q’ 6\& '\D‘:‘m 'C‘l\$\ \P‘F 'ﬂ"a‘\ ‘\"T';-’E.I ﬁ
F ) Gl F 2 & F 2
WO ¥ O RO W O AT o @
o ,@p‘" & 425., +F ‘F:} ‘ﬁ""
l | | | | [ ] | |
12°C 37'C 12°C 37°C 12°C 37°C

Figura 3.36 — Ensaios de biofilmes realizados em laminas de vidro. Os isolados foram crescidos em meio MHB, em condi¢ao de microerofilia ou aerobiose, as
temperaturas de 12 e 37°C. Na figura sdo apresentados os valores da densidade da cultura celular (Agynm) apos o término do ensaio, bem como os valores
de absorvancia a 570 nm da solu¢do de etanol resultante da solubilizagdo do violeta de cristal aderente a células formadoras de biofilme (apenas para os

ensaios realizados a 37°C). Sdo apresentadas, como exemplo, as fotografias do biofilme formado pelo isolado LNIV76, em aerobiose (A) e microaerofilia (M).
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Figura 3.37 — Ensaios de biofilmes realizados em laminas de ago. Os isolados foram crescidos em meio MHB, em condigdo de microerofilia ou aerobiose, as
temperaturas de 12 e 37°C. Na figura sdo apresentados os valores da densidade da cultura celular (Aggnm) apos o término do ensaio, bem como os valores
de absorvancia a 570 nm da solucdo de etanol resultante da solubilizacdo do violeta de cristal aderente a células formadoras de biofilme (apenas para os

ensaios realizados a 37°C). Sdo apresentadas as fotografias dos biofilmes mais exuberantes, formados em condigédo de aerobiose (A).
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Uma vez mais, nos casos em que se verificou a formacdo de biofilme, a quantificacao
do mesmo nem sempre correspondeu a valores de absorvancia a 570 nm diferentes dos
valores obtidos em situacbes em que ndo se observou macroscopicamente biofilme. Estes
casos aconteceram essencialmente para biofilmes pouco extensos formados na interface
liguido-ar, sendo necessario considerar o elevado volume de etanol (15 mL) utilizado para a
solubilizacdo do violeta de cristal aderente a células formadoras de biofilme e também a
dificuldade de solubilizagcdo do biofilme formado, sem aplicagdo de tensdo de corte. Esta
dificuldade de solubilizagao dos biofilmes formados também se reflectiu, no caso de biofilmes
mais extensos que aderiram fortemente a superficie, num erro padrdo expressivo
relativamente ao valor médio obtido para as experiéncias independentes realizadas (indicado
pelas barras de erro) (Fig. 3.37).

A maior adesdo das células a superficies hidrofilicas, como é o caso do vidro e do a¢o
inoxidavel, parece também resultar da fraca hidrofobicidade celular registada para os isolados
em estudo, nestas condigGes (Fig. 3.34).

A incubacdo a temperaturas manifestamente abaixo da temperatura dptima afectaram
fortemente o crescimento da cultura celular, tendo este sido negligenciavel a 12°C nos tubos
contendo as laminas, tal como se tinha registado anteriormente em microplacas de
poliestireno, quer a 12° quer a 6°C. Isto reflectiu-se, obviamente, na auséncia de biofilme.
Assim, nestes ensaios, apresentam-se apenas as leituras da densidade 6ptica das culturas
celulares (Agoonm) ap0s o final do periodo de incubacdo, ndo se tendo procedido a coloragdo
das laminas com violeta de cristal (Fig. 3.36 e 3.37). Refira-se, ainda que a quantidade de
células usada para inocular o tubo de Falcon onde se deu o ensaio (Aspnm da suspensao celular
inicial de aproximadamente 0,01) foi reduzida e que a existéncia de biomassa insuficiente para
a organizacdo das células em biofilme podera ter interferido com a capacidade de as células se
organizarem em biofilmes, sobretudo se fendmenos de quorum-sensing estiverem envolvidos
neste tipo de processos. Para testar esta hipdtese, seria interessante repetir os mesmos
ensaios, usando como inéculo uma concentragdo celular superior.

Como se descreveu anteriormente, os isolados utilizados no estudo de formacgao de
biofilme apresentam taxas especificas de crescimento baixas, quando crescidos em meio MHB,
em condicdes padrdao (microaerofilia, 37°C), tendo-se registado Agypnm Maximas,
essencialmente, entre as 42 h e 49 h de crescimento (Fig. 3.31). O facto de se terem utilizado
suspensdes celulares iniciais pouco concentradas prendeu-se também com a obtenc¢do de pré-
indculos com Aggonm baixas (periodos de incubagdo entre 24 h e 48 h). No caso dos ensaios
realizados com as laminas de vidro e aco inoxidavel, como o volume de meio de cultura era

substancialmente superior ao volume de meio de cultura utilizado nas microplacas e se
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pretendia o langamento das culturas com Aggonn iniciais semelhantes, as Agyonm das suspensoes

celulares iniciais foram mais reduzidas (aproximadamente 0,01).

3.2.3.4. Comparagao da mobilidade dos isolados como determinante na formacao de
biofilme

Existe ainda a evidéncia de que, a baixas temperaturas, Campylobacter permanece
com a mobilidade flagelar intacta, o que possibilita o deslocamento para ambientes favordveis
(Hazeleger et al., 1998). Deste modo, e porque se sabe que noutras espécies 0s mecanismos
de mobilidade sdo essenciais nos primeiros estadios de formacdo de biofilmes, procedeu-se
neste trabalho a realizagdo de estudos comparativos da mobilidade celular para os diferentes
isolados em andlise, usando meios adequados para cada tipo de mobilidade especifica,
nomeadamente em meios sélidos com baixa percentagem de agar (Swim agar e Swarm agar).
Foram preparadas placas com meio MHB ao qual se adicionou uma percentagem reduzida de
agar, inoculando-se as placas com um palito. A mobilidade dos isolados em condi¢cdes de
microaerofilia e aerobiose foi avaliada pela existéncia de uma zona circular turbida (halo) em
torno do ponto de inoculacdo, indicando a capacidade de migracdo das células, medindo-se os
halos de migra¢do as 48 h e 72 h (Fig. 3.38 e 3.39).

A comparagao das mobilidades dos diferentes isolados permitiu verificar que todos
apresentaram capacidade de se movimentar através da superficie utilizando os dois tipos de
mobilidade, sob as diferentes condi¢des testadas (microaerofilia e aerobiose). Verificou-se de
modo geral, para ambos os tipos de mobilidade, que a capacidade de movimentagdo por parte
dos isolados foi superior em condi¢Ges de microaerofilia, no entanto, a mobilidade celular em
aerobiose foi consideravel para a maioria dos isolados. Esta caracteristica poderd propiciar o
estabelecimento de biofilmes e constituir um mecanismo de defesa contra o stresse

ambiental.
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Figura 3.38 — Ensaios de mobilidade (Swimming) realizados para os diferentes isolados
caracterizados quanto a capacidade de formacgdo de biofilme. Os isolados foram inoculados no
centro de placas com meio MHB contendo 0,3% de soft agar. Foram efectuadas as medidas
dos halos de migracdo celular as 48 h e 72 h, em microaerofilia (barras brancas) e aerobiose
(barras pretas). O sinal (>) inidica que os halos de migracdo se estenderam pela totalidade da

placa (90 mm de diametro). * Fotografias ndo disponiveis.
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Figura 3.39 - Ensaios de mobilidade (Swarming) realizados para os diferentes isolados
caracterizados quanto a capacidade de formacdo de biofilme. Os isolados foram inoculados no
centro de placas com meio MHB contendo 0,4% de soft agar. Foram efectuadas as medidas
dos halos de migracdo celular as 48 h e 72 h, em microaerofilia (barras brancas) e aerobiose

(barras pretas).
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4. Discussao Final e Perspectivas Futuras

Nos ultimos anos, tem-se verificado um aumento significativo do nimero de casos de
infeccdo humana por bactérias do género Campylobacter. Apesar dos esforcos de varios paises
para a implementacdo de sistemas de vigilancia, sdo ainda muitos os casos que ficam por
notificar (FAO/WHO, 2009). As taxas de incidéncia reportadas a nivel mundial estdo
compreendidas entre 5-20%, mas os dados existentes sugerem que a real taxa de infeccdo
possa ser 8 a 100 vezes superior ao nimero de casos reportados (FAO/WHO, 2009). Apesar de
a doenca estar, normalmente, associada a casos de infecgdo esporadicos, tém-se registado ao
longo dos anos diversos surtos envolvendo grupos de varios individuos que, provavelmente,
também sdo subnotificados (Miller & Mandrell, 2005; EFSA, 2011).

S3do varios os possiveis veiculos e vias de transmissdo de Campylobacter spp. ao
Homem, visto tratar-se de um microrganismo ubiquo na Natureza. Apesar disso, nem todas as
espécies apresentam o mesmo impacto no que diz respeito ao potencial patogénico, quando
em contacto com o organismo humano. A infeccdo humana por Campylobacter jejuni e
Campylobacter coli pode levar ao desenvolvimento de varias manifestagdes clinicas.
Normalmente, a infec¢do é autolimitada mas, nalguns casos pds-infeccdo, podem surgir graves
complicagbes de que é exemplo a sindrome de Guillain-Barré (SGB). A SGB é considerada a
causa mais frequente de paralisia flacida aguda no mundo, desde a quase eliminacdo da
poliomielite. Por ano, estima-se que ocorram 1-2 casos por cada 100.000 individuos, em
diversas regides do globo (Young & Mansfield 2005; Zhong & Ca, 2007). A utilizacdo
indiscriminada de antibidticos na producdo animal e no tratamento de infec¢Ges humanas tem
contribuido para o crescente nimero de estirpes de C. jejuni e C. coli resistentes, o que tem
sido associado a manifestacdes mais severas da doenca (Helms et al., 2005 citado por
Humphrey et al., 2007). Acresce ainda o aumento do numero de novas espécies descritas, cujo
potencial patogénico para o Homem é ainda desconhecido.

Tendo em consideragao todos os aspectos referidos, torna-se essencial uma melhor
compreensdo da epidemiologia da campilobacteriose, sendo o isolamento e caracterizagdo do
agente patogénico fundamental para esse efeito. A caracterizagdo fenotipica e genotipica dos
isolados de Campylobacter associados a infec¢des humanas, visando a sua diferenciagao inter-
e intra-espécie, tém sido determinantes na identificacdo das fontes de contaminagao e vias de
transmissdo, permitindo implementar estratégias de preven¢do e melhorar o controlo de
surtos. Actualmente, recorre-se maioritariamente a técnicas moleculares devido a sua elevada

rapidez, reprodutibilidade e maior poder de discriminagdo.
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4.1. Importancia, para Portugal, do estudo de genotipagem de isolados de C.

jejuni e C. coli com origem em cecos de frangos

Em 2009, Portugal, a par da Grécia, foram os Unicos Paises da Unido Europeia que ndo
reportaram casos de campilobacteriose em humanos (EFSA, 2011). Contrariamente a outras
doencgas de origem alimentar, de que sdao exemplo a salmonelose, sigelose, cdlera e botulismo,
a campilobacteriose ndo integra o grupo de Doencas de Declaragdo Obrigatdria em Portugal
(Andnimo, 2007), ndo existindo até ao momento um sistema de vigildncia que permita
fornecer dados sobre a incidéncia da doenca na populacdo. Nos ultimos anos, tem-se
verificado em Portugal o interesse crescente pela investigacdo em Campylobacter, reflectido
no aumento progressivo do numero de publicacdes. Em Fevereiro de 2008, uma pesquisa na
PubMed (NCBI) com as palavras “Campylobacter” e “Portugal” resultou em apenas 7
publicacbes (Vicente et al., 2008); a mesma pesquisa realizada em Dezembro de 2011 no
ambito do presente trabalho ja resultou em 23 publicacdes. Dessas publicacdes, nem todas
derivaram de estudos efectuados no Pais. De facto, alguns dos dados existentes sobre
infeccGes por Campylobacter contraidas em Portugal sdo originarios de estudos realizados
noutros paises, que tém avaliado o risco de se contrair a infeccdo por este agente através de
viagens a paises terceiros (Campylobacter Sentinel Surveillance Scheme Collaborators, 2002;
Ekdahl & Giesecke, 2004).

No presente trabalho, a caracterizacdo molecular de isolados de C. jejuni e C. coli
obtidos em Portugal a escala nacional apresenta elevada importancia, uma vez que a
informagdao mais abrangente obtida e publicada a este nivel no Pais data de 1992, no ambito
dos estudos realizados por Cabrita e colaboradores, nos quais isolados de Campylobacter com
origem em infeccbes humanas foram caracterizados por biotipagem (Cabrita et al., 1992a).
Entre 1984 e 1989, foram examinadas amostras fecais referentes a 2811 casos de
gastroenterite em Portugal, tendo sido realizada nessas amostras a pesquisa de C. jejuni e C.
coli, Salmonella spp., Shigella spp. e Yersinia spp. As espécies de Campylobacter foram
identificadas em 5,3 % das amostras e nesse estudo os isolados ndo apresentavam resisténcia
a eritromicina (Cabrita et al., 1992a).

Num outro estudo nacional, com o objectivo de se identificar potenciais reservatérios
das espécies C. jejuni e C. coli, foram avaliadas as incidéncias de ambas as espécies em
diferentes animais (selvagens e destinados a producdo de alimentos) oriundos do Nordeste de
Portugal. Dos animais em estudo verificou-se uma maior taxa de incidéncia em frangos (60,2%)
e suinos (57,4%). Os testes de susceptibilidade antimicrobiana referentes a totalidade dos

isolados revelaram que 5,5% das estirpes eram resistentes a ampicilina; 5,5% a tetraciclina;
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12,6% a eritromicina e 23,5% a estreptomicina. As resisténcias a eritromicina e estreptomicina
revelaram-se particularmente superiores em isolados com origem suina (Cabrita et al., 1992b).

De Maio de 2005 a Outubro de 2006, 164 amostras de aves de producdo obtidas em
diferentes exploragdes e estabelecimentos de retalho no Norte de Portugal foram analisadas
para a presenca de Campylobacter spp. Foram isoladas no total 99 estirpes de Campylobacter,
das quais 44 (68% C. jejuni e 32% C. coli) foram caracterizadas quanto a sua capacidade de
resisténcia a diferentes antimicrobianos. Para 90% dos isolados foi verificada resisténcia a
tetraciclina, acido nalidixico, rifampicina, eritromicina, vancomicina e penicilina. A
sensibilidade a gentamicina e ao cloranfenicol foram demonstrados neste estudo. De acordo
com o fenédtipo de resisténcias aos antimicrobianos, os isolados demonstraram ser diferentes,
incluindo os que foram obtidos da mesma amostra e no mesmo periodo de tempo (Mena et
al., 2008).

Um grupo de 123 isolados de Campylobacter spp. (89% C. jejuni e 11% C. coli) obtidos
entre 2003 e 2007 a partir de amostras fecais de cidaddos portugueses [grande maioria com
idade inferior a 14 anos (69,1%)], provenientes de cinco laboratdrios hospitalares, foi
caracterizado fenotipicamente quanto a sua capacidade de resisténcia a trés agentes
antimicrobianos. A grande maioria dos isolados demonstrou resisténcia a ciprofloxacina
(80,5%), moxifloxacina (51,2%) e a gatifloxacina (47,2%). Os resultados desse estudo sugerem,
por comparacdo com dados de outros paises europeus, que Portugal é um dos paises onde se
registam taxas mais elevadas de resisténcia as quinolonas (Vicente et al., 2008).

Apesar do impacto que a campilobacteriose apresenta para a Saude Publica a nivel
mundial, sdo ainda pouco conhecidos os mecanismos utilizados pelo microrganismo para
causar doenga. Como foi referido na revisdo da literatura que se fez anteriormente neste
trabalho, os presumiveis factores de viruléncia identificados englobam a mobilidade flagelar, a
adesdo a camada mucosa intestinal/invasdo e a capacidade de produc¢do de toxinas. A toxina
CDT é a melhor caracterizada entre o grupo de toxinas produzidas por Campylobacter spp.
tendo sido descrita como um importante factor de viruléncia para o agente patogénico
(Zhongming et al., 2008). Em Portugal, um conjunto de 190 isolados de C. coli (20 originarios
de casos clinicos e 170 origindrios de produtos alimentares com origem avicola) foram
examinados para a presenca da toxina CDT através da pesquisa por PCR multiplex dos genes
cdtA, cdtB e cdtC. Verificou-se que os genes anteriormente referidos estavam presentes em
100% dos isolados de origem clinica e que, nos isolados de origem alimentar, os genes cdtA e
cdtC estavam presentes em 99,4% e o gene cdtB em 98,8% das estirpes analisadas. Neste
estudo foi destacada a importancia da compreensdo das diferencas entre isolados de origem

alimentar e clinica, no que diz respeito a presenca dos genes cdt, bem como da determinacdo
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da prevaléncia dos mesmos genes em isolados de C. jejuni e C. coli, de forma a contribuir para
a definicdo dos seus padrdes de viruléncia (Fernandes et al., 2010).

Em 2008, bandos e carcacas de frangos com origem em varias regides de Portugal
Continental demonstraram niveis de colonizagdo/contaminacdo muito elevados. Verificou-se
qgue 82,0% das amostras cecais e 70,2% das carcacas analisadas estavam contaminadas por
Campylobacter, com predominancia da espécie C. coli (61,6%) nas amostras cecais e da
espécie C. jejuni (67,2%) nas amostras de carcacas (EFSA, 2010a; EFSA, 2010b). Nesse estudo,
realizado no dmbito da Decisdo da Comissdo 2007/516/CE, foi possivel avaliar o nivel real de
infeccdo, uma vez que foram amostrados os cecos das aves. O presente trabalho consistiu na
caracterizacdo genotipica de um conjunto de isolados obtidos dessas amostras cecais,
contribuindo para uma melhor compreensdo da epidemiologia da campilobacteriose em
Portugal. Cento e setenta e nove isolados de C. coli (n = 112) e C. jejuni (n = 67) foram
caracterizados a nivel molecular pela analise de polimorfismos dos fragmentos de restricao do
gene flaA (flaA-RFLP). A andlise molecular dos isolados com a enzima Hinfl gerou 11 perfis, dos
guais quatro sdo unicos, revelando uma capacidade moderada de discriminacdo. O perfil mais
frequente, designado de F, foi comum a 56% dos isolados. A restricdo do gene flaA dos
mesmos isolados com Ddel aumentou substancialmente o poder discriminatério (D = 0,89),
gerando 48 perfis. Neste caso, o perfil 1 foi identificado como o mais prevalente (27%) no
grupo de isolados estudados, tendo-se registado 29 perfis Unicos. A caracterizacdo da estirpe
de referéncia ATCC 33560 pela mesma metodologia gerou, no caso da utilizacdo da enzima
Hinfl, um perfil idéntico ao dos isolados de campo (perfil F), enquanto que, utilizando a enzima
Ddel, foram originados dois perfis originais para as duas estirpes de referéncia incluidas, para
além dos 48 identificados para os isolados de campo. Verificou-se que varios perfis sdo comuns
a isolados das espécies C. coli e C. jejuni. Assim, apesar da técnica flaA-RFLP se ter revelado util
na discriminacdo dos isolados, a avaliacdo da relacdo genética tendo por base o gene flaA nao
permite agrupar os isolados ao nivel da espécie.

Registou-se uma ampla distribuicdao geografica dos perfis mais frequentes nas regides
amostradas (12 distritos), sendo que os perfis menos frequentes apresentam uma distribuicdo
localizada. Apesar de, ao nivel da colonizagdo cecal, se terem registado gendtipos flaA-RFLP
predominantes (perfis 1 e F), a sua capacidade de persisténcia ao longo de ciclos produtivos
sucessivos, na mesma exploracdo, nem sempre foi confirmada. Na maioria dos casos
analisados, verificou-se a emergéncia de novos gendtipos em meses de amostragem
diferentes, o que pode reflectir a introdugdo de novas estirpes nos bandos por contaminagao
horizontal ou também a hipdtese de transmissdo vertical de novas estirpes a partir de

diferentes linhagens parentais.
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Os dados resultantes da aplicacdo da metodologia de genotipagem flaA-RFLP a todos
os isolados, e complementada pela aplicacdo da metodologia RFLP-PFGE em alguns dos
isolados, apontam para uma elevada diversidade genética dos isolados em estudo. Apesar do
numero de isolados caracterizados por ambas as técnicas ter sido significativamente diferente,
verificou-se que a metodologia RFLP-PFGE possui um maior poder de discriminacdao do que a
metodologia flaA-RFLP. A variabilidade genotipica de isolados Campylobacter com origem
avicola verificada neste estudo por aplicagcdo das duas metodologias, também tem, de acordo
com a literatura, sido registada noutros paises (Fitzgerald et al., 2005). Mas, enquanto que, em
alguns estudos, se confirma o maior poder discriminatdrio da técnica RFLP-PFGE (Behringer et
al., 2010), noutros a metodologia flaA-RFLP apresenta um poder discriminatério equivalente
(Nebola & Steinhauseroval, 2006). A técnica de RFLP-PFGE é considerada a referéncia na
tipagem de Campylobacter spp., uma vez que se baseia na andlise do genoma completo, no
entanto, o tempo necessario para executa-la de forma adequada é elevado (5 dias) e mais
exigente do ponto de vista técnico, existindo também a desvantagem de alteragdes no
genoma (mutacGes) poderem interferir com o resultado, tornando a analise subjectiva.
Considerando estas limitacdes bem como as associadas a técnica de flaA-RFLP, resultante da
possibilidade de recombinacdo de material genético no locus da flagelina (Harrington et al.,,
1997), seria portanto adequado complementar este tipo de abordagem com a utilizacdo de
outro tipo de metodologia (p.e. MLST), com resultados mais passiveis de comparacdo
interlaboratorial.

Apesar de ndo ser adequada para estudos epidemioldgicos globais, numa abordagem
metodolégica Unica, a metodologia flaA-RFLP ndo deixa de ser adequada para estudos
epidemioldgicos limitados no espaco e no tempo, como é o caso do presente estudo,
salientando-se, ainda, que da sua utilizacdo retiramos a vantagem do baixo custo associado e
rapidez na execucdo do procedimento experimental.

Apesar de se terem vindo a desenvolver varias metodologias para a tipagem de
isolados de Campylobacter, ndo se tem verificado um aproveitamento adequado das
vantagens conferidas pelas mesmas, devido a falta de padronizacdao das metodologias
aplicadas nos varios laboratérios a nivel nacional e internacional, a qual é essencial para a
comparacdo/troca de dados que permita rastrear a distribuicdo e prevaléncia de diferentes
estirpes/linhagens a nivel local, nacional e global (Fitzgerald et al., 2005). Tém sido efectuados
esforgos nesse sentido, nomeadamente nos Estados Unidos, através da rede PulseNet (1996),
responsavel pela padronizacdo da metodologia aplicada a subtipagem de agentes patogénicos
transmitidos através de alimentos; também na Unido Europeia, através da criacdo da rede

Campynet, estabelecida em 1998 com o intuito de padronizar os métodos de subtipagem de C.
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coli e C. jejuni. Enquanto que na rede PulseNet (http://www.cdc.gov/pulsenet/) se tem
aplicado a técnica RFLP-PFGE para esse fim, na rede Campynet
(http://campynet.vetinst.dk/CONTENTS.HTM) s3o sugeridas as técnicas flaA- RFLP, RFLP-PFGE
e AFLP. Apesar dos esforcos, os progressos obtidos na padronizacdo da metodologia de
subtipagem de Campylobacter spp. tém ocorrido lentamente (Fitzgerald et al., 2005). As
técnicas mencionadas tém permitido investigar a diversidade de estirpes existentes, mas com
o surgimento de novas técnicas que permitem investigar a instabilidade genética ao nivel do
nucledtido (p.e. MLST; DNA microarrays) as espectativas aumentam, ambicionando-se a
possibilidade de que, no futuro, se consiga aplicar na rotina uma analise comparativa dos
genomas de estirpes individuais (Fitzgerald et al., 2005).

Em suma, a construgdo do plano de caracterizacdo deverd, ser realizada de acordo com
a finalidade do estudo epidemioldgico em questdo, considerando-se a realizacdo de estudos
de curta duragdo num espaco geografico restrito (p.e. na avaliacdo de um surto particular)
versus a utilizacdo de outras metodologias para a realizacdo de estudos globais de longa
duracdo.

De modo geral, os dados existentes disponiveis sobre Campylobacter em Portugal, no
momento de publicacdo deste trabalho, apontam para elevadas taxas de incidéncia de
Campylobacter em frangos de abate e produtos alimentares de origem avicola, para a elevada
diversidade genética dos isolados de frangos de abate, para a emergéncia de varias estirpes
resistentes a agentes antimicrobianos que sdo utilizados no tratamento da campilobacteriose
e para a presenca, no genoma, de factores de viruléncia essenciais para a manifestacdo do
potencial patogénico das estirpes. Assim, torna-se fundamental a implementacdo, no Pais, de
um sistema de vigilancia para as infeccbes provocadas por Campylobacter. Esse sistema
permitira a obtencdo de dados sobre a real incidéncia da campilobacteriose na populagdo
portuguesa, essenciais para o desenvolvimento de novos estudos relativos a epidemiologia da
doenga e que conduzirdo, certamente, a uma melhor prevencdo e controlo. Os gendtipos dos
isolados identificados no presente trabalho poderdao, no futuro, ser comparados com
gendtipos obtidos de isolados clinicos, o que permitira aferir sobre a importancia do frango e
produtos alimentares derivados como veiculo de transmissdo de Campylobacter no seio da
populacdo portuguesa. Em trabalhos futuros, a complementagao da caracterizagdo molecular
efectuada no ambito desta dissertacdo com outras metodologias moleculares (p.e MLST) serd
também importante para verificar a presenca de eventuais complexos clonais entre os isolados
nacionais. Acresce que, para além da diversidade genética dos isolados de Campylobacter com
origem aviaria, também se tem verificado que alguns clones de C. jejuni possuem a capacidade

de persisténcia ao longo de varios ciclos de producdo (Fitzgerald et al., 2005), com a existéncia
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de diferentes gendtipos em bandos de frangos e no produto final, o que sugere que alguns
gendtipos poderdo possuir melhor capacidade adaptativa as condicGes de stresse (Fitzgerald et
al., 2005). Assim, no futuro, seria também interessante caracterizar isolados de Campylobacter
em diferentes pontos da cadeia alimentar, de modo a possibilitar a comparacdo de genétipos e
a aferir sobre a existéncia de genétipos associados a maior persisténcia na cadeia alimentar,

no contexto da realidade nacional.

4.2. Importancia do crescimento em biofilme como possivel mecanismo de
persisténcia de isolados de C. jejuni e C. coli na cadeia de processamento

alimentar

Para além da caracterizacdo genotipica dos isolados, também se avaliou, para um
subgrupo de estirpes, seleccionado com base na espécie, gendtipo flaA-RFLP e fendtipo de
resisténcia a ciprofloxacina e eritromicina, o potencial de formacao de biofilmes in vitro em
diferentes superficies abidticas presentes ao longo da cadeia de processamento alimentar,
como possivel mecanismo de persisténcia do microrganismo. Sabe-se, noutras espécies, que,
nos biofilmes, os microrganismos ficam protegidos do stresse ambiental, da radiacdo UV, da
predacdo por protozoarios (Matz et al., 2005) e da desidrata¢do (Hanning & Slavik, 2009; Moe
et al., 2010; Reuter et al., 2010). Acresce que, ao adoptarem este modo de vida, a
generalidade dos microrganismos fica cerca de 1000 vezes mais resistente a agentes
desinfectantes e antimicrobianos, do que os seus homdlogos em estado plancténico (Reuter et
al., 2010). De facto, um estudo recente demonstrou um aumento de duas vezes no tempo de
sobrevivéncia de estirpes de C. jejuni crescidas em biofilmes em condi¢cbes atmosféricas
normais, por comparacao com estirpes homadlogas crescidas no estado plancténico (isolado)
(Joshua et al., 2006). Existem, ainda, alguns estudos que demonstram que espécies
pertencentes ao género Campylobacter podem apresentar diferentes capacidades de
formacgao de biofilmes (Gunther & Chen, 2009) que variam, também, em fun¢do das condicbes
nutricionais e ambientais (Reeser et al., 2007). As condi¢Ges favoraveis de crescimento em
meio liquido utilizadas em estudos in vitro sao, frequentemente, usadas como referéncia para
avaliagdo do comportamento bacteriano, no entanto, estas condices nem sempre reflectem a
real situacdo em que as bactérias se encontram no seu ambiente natural. Num estudo recente,
Sampathkumar e colaboradores (2006) compararam, mediante o recurso a gendmica funcional
e protedmica, os padroes de expressdo proteica de C. jejuni durante o seu crescimento em
estilo plancténico (crescimento em meio liquido) e imobilizado (crescimento em meio sélido),

tendo verificado que, durante o crescimento em meio sdlido, sdo induzidos, entre outros,

141



Capitulo IV — Discussdo Final e Perspectivas Futuras

sistemas moleculares relacionados com a aquisicdo do ferro pelas células, resposta ao stresse
oxidativo, transducado de sinal e modificacdo do conteddo membranar. Por outro lado, esses
autores verificaram uma repressao dos sistemas envolvidos na producdo de energia, na
mobilidade e sintese proteica de proteinas nao essenciais, em condi¢des de limitacao de ferro.
De acordo com este estudo, é sugerido que, aquando do crescimento em associacdo com uma
superficie, C. jejuni manifesta um fendtipo que facilita a adaptacdo aos ambientes dentro e
fora do hospedeiro, através da promoc¢do do funcionamento de sistemas que permitam
ultrapassar desafios como limitacdo de ferro e stresse oxidativo (Sampathkumar et al., 2006).
Apesar de, no presente trabalho, se analisar o potencial de formacdo de biofilme
apenas para um pequeno grupo de isolados, verificou-se que os isolados manifestaram
diferentes capacidades de formacdo de biofilme, independente dos gendtipos flaA-RFLP e
RFLP-PFGE, mas dependendo das condi¢cbes ambientais testadas. Para todos os ensaios
realizados a temperaturas baixas (6°C, 12°C), o crescimento das culturas celulares foi
negligenciavel e ndo se observou a formacao de biofilme em qualquer das superficies testadas.
Os microrganismos pertencentes ao género Campylobacter possuem uma gama estreita de
temperatura de crescimento que varia entre um minimo de 30°C e um maximo de 46°C.
Considerando este requisito, seria de esperar que Campylobacter spp. ndo se conseguisse
multiplicar a temperaturas fora da gama indicada. Sabe-se que o processo de congelacdo dos
alimentos contribui para a reducdo significativa de bactérias sobreviventes (Humphrey &
Cruickshank, 1985; citado por Park, 2002), embora também seja reconhecida a capacidade
destes microrganismos resistirem a baixas temperaturas (Park, 2002). Existem estudos que
evidenciaram que C. jejuni consegue permanecer metabolicamente activo a temperaturas
muito inferiores a temperatura minima de crescimento, realizando respira¢do e produzindo
ATP a 4°C (Hazeleger et al., 1998). No entanto, no presente trabalho, o crescimento dos
isolados a baixas temperaturas foi sempre muito reduzido para os tempos de incubagdo
estudados. Contrariamente a outros microrganismos que demonstram uma diminui¢ao
gradual da taxa de crescimento perto da temperatura minima de crescimento, na mesma
situagdo, Campylobacter jejuni apresenta uma diminui¢cdo repentina dessa taxa (Hazeleger et
al., 1998). Alids, numa analise ao genoma de C. jejuni, verifica-se que este microrganismo nao
possui a informacgdo genética responsavel pela sintese de proteinas de choque térmico (cold
shock proteins) que noutros microrganismos permitem a multiplicacdo sob o efeito de
temperaturas inferiores a temperatura dptima de crescimento (Parkhill et al., 2000; Park,
2002), o que podera explicar em parte a sua incapacidade de multiplicagdo a temperaturas
baixas, normalmente associadas ao armazenamento de alimentos. Apesar disso, existe ainda a

evidéncia de que a baixas temperaturas Campylobacter permanece com a mobilidade flagelar
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intacta, o que possibilita o deslocamento para ambientes favoraveis (Hazeleger et al., 1998).
Como verificado nos ensaios de mobilidade realizados neste trabalho, todos os isolados
estudados apresentam capacidade de movimentacdo em condi¢des de crescimento padrao
(microaerofilia, a 37°C) e em aerobiose, ndo se tendo, no entanto, avaliado a mobilidade
desses mesmos isolados a baixas temperaturas.

Reunindo-se os dados emergentes dos ensaios preliminares para seleccdo de
condi¢cbes ambientais com a caracterizacdo mais aprofundada que se fez posteriormente,
verificou-se que, apesar da natureza hidrofilica da superficie celular dos isolados analisados,
ainda assim alguns deles conseguem aderir ao poliestireno (superficie hidrofébica). Os
biofilmes formaram-se, preferencialmente, na interface liquido-ar, em aerobiose, a
temperatura ambiente e a 37°C, durante 72 h de incubagdo (biofilme pouco extenso) e
durante 135 h (biofilme mais extenso). Também se identificou a formacdo de biofilmes no
fundo dos pocos da microplaca em microaerofilia, a 37°C, durante 72 h de incubacdo
(registada apenas para os isolados LNIV76 e LNIV104). A capacidade de formacdo de biofilme
por isolados de C. jejuni e C. coli em poliestireno, para além de, aparentemente, ndo depender
do gendtipo, parece, nas condicles testadas, ser favorecida por temperaturas mais altas, na
presenca de oxigénio e por periodos prolongados. O tempo de incubacdo foi, alids,
considerado crucial para a adaptacdo das bactérias as condicdes ambientais, bem como a
desidratacdo que também foi identificada como um determinante na promoc¢do do
crescimento em biofilme.

Interessa aqui mencionar que, apesar da metodologia utilizada para a quantificacdo
dos biofilmes formados em microplacas se tenha baseado em procedimentos ha muito
estabelecidos para outras espécies, sobretudo na avaliacdo das primeiras etapas do
desenvolvimento do biofilme, a comparagdo quantitativa (leitura de absorvancia) e qualitativa
(observacgdo visual) evidenciou algumas discrepancias. Biofilmes facilmente visiveis nem
sempre se correlacionaram com valores de absorvancia significativamente diferentes dos
valores obtidos nos controlos negativos das experiéncias ou de valores obtidos em ensaios em
que a formacao de biofilme ndo foi tdo evidente macroscopicamente. Estes dados sugerem, tal
como ja foi constatado noutros estudos (Gunther & Chen, 2009), alguns problemas com a
abordagem de quantificacdo através da dissolu¢do do violeta de cristal aderente as células
formadoras de biofilmes, manifestando claramente a necessidade de optimizacdo e de
metodologias alternativas.

Relativamente aos ensaios em laminas de vidro e aco inoxidavel (superficies
hidrofilicas), verificou-se que, independentemente do caracter hidrofilico da superficie celular

registada para os isolados em estudo, o qual se presumiu que favoreceria a adesdo das
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bactérias ao tipo de superficies em questdo, nem todos os isolados demonstraram capacidade
de formar biofilme, nas condicdes testadas. Em lamina de vidro, a formacdo de biofilme foi
registada ao fim de 72h na interface liquido-ar em (a) condi¢cdes de microaerofilia e 42°C (para
os isolados LNIV19 e LNIV104); (b) em aerobiose ou microaerofilia, a 37°C, apesar do biofilme
ser pouco extenso. Em lamina de aco inoxidavel, o crescimento em biofilme foi registado ao
fim de 72h na interface liquido-ar, sendo muito exuberantes os biofilmes formados em
aerobiose para os isolados LNIV19 e LNIV76.

No seu conjunto, os dados obtidos neste trabalho indicam que a formacgdo de
biofilmes, quer em laminas de vidro, quer em acgo inoxidavel ou em poliestireno é favorecida a
temperaturas mais elevadas e, sobretudo, em condi¢cOes de aerobiose. Assim, neste trabalho
foi possivel identificar um conjunto de isolados que, nas diferentes superficies testadas e sob
as condicbes referidas, formam biofilmes de elevada dimensdo, o que sugere que este
mecanismo possa ser uma resposta adaptativa a vdrias condi¢cbes de stresse ambiental,
contribuindo para persisténcia e propagacdo destes microrganismos ao longo da cadeia
alimentar. Além disso, identificaram-se dois isolados (LNIV19 e LNIV104) que formam biofilmes
muito expressivos em comparacdo com os restantes, os quais serdo Uteis para, no futuro, se
estudarem os determinantes moleculares envolvidos nesse processo. Seria, ainda,
interessante, em abordagens futuras, analisar o envolvimento de fendmenos de sinalizacao
célula a célula (quorum-sensing) no processo de adaptacdo as condi¢bes limitantes do
crescimento, geradas por baixas temperaturas e presenca de oxigénio, e ainda na formacao de
biofilmes, quer de culturas puras quer de culturas mistas. Finalmente, estdo identificados
varios tipos de lipooligossacaridos (LOS) constituintes da membrana celular de Campylobacter
spp. que podem actuar como factores de adesdo, contribuir para a estabilidade da membrana
externa e proteger as células do stress ambiental, influenciando também a quantidade de
biofilme formado (Naito et al., 2010). Assim, seria interessante, no futuro, caracterizar-se o
tipo de LOS produzido por cada isolado genotipado no presente trabalho, através da pesquisa
de genes que se presumem codificar para diferentes classes de LOS (designadas de A a H), de
modo a verificar-se a existéncia de uma relagao entre a classe de lipooligossacarido produzida
e a quantidade de biofilme formada. Acresce, ainda, que esta caracterizagdo também
permitira aferir sobre o potencial patogénico dos isolados nacionais, na medida em que se
sabe que trés classes de LOS (A,B e C) de Campylobacter jejuni sdo predominantes nas estirpes
que tém sido associadas ao desenvolvimento das Sindromes Guillain-Barré (SGB) e Miller
Fisher (SMF). Esta informagdo permitird estimar o risco de exposi¢do da populagdo portuguesa

ao desenvolvimento deste tipo de neuropatias.
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