DETECCAO POR PCR DE Campylobacter TERMOFILOS
EM MATERIAIS DE FRANGOS DE CORTE OBTIDOS EM FRIGORIFICO
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Introducao

Campylobacter € uma das principais bactérias causadoras
de gastrenterite em humanos. Estdo presentes natural-
mente no trato gastrointestinal de aves e outros animais de
producéo e cavidade oral de humanos. Dentre as espécies
mais conhecidas estéo os termofilos: C. coli, C. jejunie C.
lari, que vém recebendo atengao devido a sua importancia
na seguranca dos alimentos (1). Existem trabalhos sobre
sua prevaléncia em granjas e abatedouros de frangos de
corte baseados no diagndstico bacterioldgico (2). O objeti-
vo deste estudo foi verificar a ocorréncia de Campylobacter
termdfilos na linha de abate de um frigorifico através da
reagdo em cadeia da polimerase (PCR) como método
alternativo ao isolamento microbioldgico.

Material e Métodos

Foram coletados 32 suabes de cloaca durante a pendura
das aves, 33 cecos e 31 carcagas apos o gotejamento,
oriundos de um lote de frangos de corte abatido sob
Inspecéo Federal no mesmo turno em um frigorifico da
regido Sul do Brasil. O material foi enriquecido em Caldo
Bolton (CB) na proporcéao de 1:10, sob microaerdfilia, a
41,5°C por 48h (3) quando foram coletadas aliquotas para
a extragdo de DNA pelos métodos de silica diatomacea
(1) e tiocianato de guanidina (4). A concentragao e
pureza dos DNAs obtidos foi determinada pela leitura da
densidade 6ptica, em espectrofotdmetro, no comprimento
de onda de 260nm e raz&o 260/280nm, respectivamente.
A sensibilidade da PCR foi determinada a partir de um
cultivo padrdo de C. jejuni em CB, quantificado pelo
meétodo de diluicdo seriada na base 10 e plaqueado
em Agar Campy-Line em duplicata. Aliquotas de cada
diluicdo foram submetidas a extragdo de DNA pelos dois
métodos avaliados e posterior PCR. A determinagéo da
especificidade da PCR foi realizada a partir da extragéo de
DNA e PCR de cultivos ATCC das espécies de interesse
e outras relacionadas (C. jejuni subsp. jejuni, C. jejuni
subsp. doylei, C. coli, C. lari, C. upsaliensis, C. fetus
venerealis, Arcobacter butzleri, A. skirrowii e S. Enteritidis).
Ainibicéo da PCR por material fecal presente nas amostras
foi testada a partir de 1g de fezes de galinhas livres de
Campylobacter, diluidas em PBS pH 7,4 nas proporgées
de 1:4 e 1:40. De cada diluigdo, 1mL foi transferido para
9mL de CB contaminado com uma algada de C. jejuni
subsp. jejuni (ATCC 33560) e incubadas sob microaerofilia
a 41,5°C/48h quando o DNA foi extraido por ambos os
métodos. A PCR foi utilizada para amplificar uma regiao
do gene RNAr 16S com um tamanho de 287 pb presente
em C. coli, C. jejuni e C. lari, conforme previamente
descrito (5). Os produtos de PCR foram visualizados
em gel de agarose 1,5% corado por brometo de etidio
(0,5 pg/mL). O resultado da PCR foi confirmado pelo
sequenciamento de DNA no ABI 3130 Genetic Analyzer a
partir da purificagéo do produto amplificado utilizando o kit
GFX PCR Purification e marcado com BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing. Os dados foram coletados com
o software Data Collection v1.0.1 e as sequéncias de

nucleotideos obtidas foram comparadas com o GenBank
utilizando o Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).

Resultados e Discussao

A concentragao e a pureza do DNA obtido pelos métodos
de extragdo avaliados foram equivalentes, porém, o limite
de detecgédo a partir do protocolo de silica foi menor (71
UFC/mL) que o obtido pelo de guanidina (7100 UFC/mL),
sendo o DNA obtido pelo método de silica utilizado para a
PCR. APCR utilizada amplificou as trés espécies de inte-
resse (C. coli, C. jejuni e C. lari) e também outras espécies
de Campylobacter (C. upsaliensis e C. fetus venerealis) e
outros géneros de bactérias (A. skirrowii e A. butzleri), o
que pode ter ocorrido pela proximidade da sequéncia de
nucleotideos. Porém, essas espécies ndo sao tipicamente
isoladas de aves, o que nédo invalida a PCR. O resultado
da PCR néo foi influenciado pela presenca de material
fecal no momento da extragdo de DNA, demonstrando
nao haver inibicdo do ensaio por fezes de aves. A PCR
amplificou cerca de 95,8% das amostras coletadas no
frigorifico (Tabela 1).

Tabela 1 — Resultado obtido pela PCR

Material (n° de amostras) | Positivos | Negativos
Suabe de Cloaca (32) 29 3
Conteudo Cecal (33) 32 1
Carcaga (31) 31 0

Através do sequenciamento de DNA foi possivel obter
sequéncias de 222pb com 99% de similaridade com
Campylobacter jejuni, coli e lari.

Conclusao

Foi identificada a presenca de DNA de Campylobacter
termdfilos através da PCR em 95,8% das amostras ana-
lisadas. O método de extragdo de DNA por silica foi o
mais eficiente. A PCR utilizada pode ser aplicavel para a
deteccédo de Campylobacter termofilos em aves.
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