Efeito do enriquecimento seletivo de amostras salt€R para deteccédo de

Campylobacter termofilos em material avicola

Effect of selective enrichment on PCR detectiothefmophilicCampyl obacter in

poultry

Simone de Fatima Rauber Wiitfelenifer dos Santos PoZz€larissa Silveira Luiz
Vaz', Daiane Voss-Reéh

Resumo

O objetivo desse trabalho foi avaliar a influenda enriquecimento seletivo em
amostras de material avicola sobre o resultadddd® para deteccao deampylobacter
termofilos. Foram analisados fezes, suabes det@reasamas coletados em granjas
comerciais positivas par@ampylobacter, que foram submetidos a PCR com e sem
enriguecimento seletivo em Caldo Bolton a 41,5° macroaerofilia por 48 hs. Foram
identificadas amostras negativas ou fracamentdiyasina PCR sem enriquecimento,
mas que foram positivas apds o0 enriguecimento ieeletindicando que o

enriquecimento em Caldo Bolton por 48 hs € necesg@ra manter o nivel de

sensibilidade do ensaio de PCR utilizado.
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Summary

The aim of this study was access the effect ofcigkeenrichment on PCR detection of
thermophilicCampylobacter in poultry samples. Drag swabs, poultry feces pmaltry
litter samples were collected in poultry farms poegly positive forCampylobacter.
PCR analysis was performed in samples with or witlselective enrichment in Bolton
Broth for 48 h. Samples without selective enrichimeere negative or weakly positive

at PCR analysis, while they were PCR positive ad&ective enrichment in Bolton
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Broth. The present study suggests that PCR predadedrichment in Bolton Broth for

48 h allows more reliable molecular results.
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Campylobacter terméfilos C. jejuni, C. coli e C. lari) ndo causam doenca clinica em
frangos, porém podem contaminar a carne durantdate ae representar risco ao
consumidor se manipulada ou ingerida inadequadamAardeteccdo microbiologica de
Campylobacter envolve etapas de enriquecimento por 48 hs, isaleonem meios
seletivos por 24-48 hs e subcultivo em meios ndetiges para confirmacdo dos
isolados (ISO 10727-1:2006). Uma alternativa diatjod mais rapida seria o uso de
PCR. O objetivo deste trabalho foi avaliar o residt da PCR para deteccao de
Campylobacter termofilos a partir da aplicacdo direta a amostrapds enriquecimento
em caldo seletivo. Foram amostrados frangos dee aootn 4 semanas de idade,
procedentes de 4 aviarios de granjas comercia&uhdo Brasil, previamente positivos
para Campylobacter. De cada aviario foram coletadosp@ol de fezes, 2 suabes de
arrasto e 2pool da cama em 3 partes de Caldo Bolton (CB). O nadtddi
homogeneizado e foram coletadas aliquotas de 0,8antaldo de transporte de cada
amostra para andlise por PCR. O restante de cadstranfioi enriquecido em 9 partes
de CB acrescido de antimicrobianos (ISO 10727-B2Q@0 41,5°C por 48 hs, sob
microaerofilia e foram novamente coletadas aligud®&0,5 mL de cada amostra para a
PCR. A extracdo de DNA foi realizada conforme pmenente descrito (BOOM et al.,
1990), incluindo cepas padrao @ejguni (controle positivo)C. fetus venerealis e CB
(controles negativos). A PCR foi realizada utilidamprimers e condigbes previamente
descritos (JOSEFSEN et al., 2004) para amplificalgioma sequéncia de 287 pares de
bases (pb) do RNAr 16S @& jegjuni, C. coli e C. lari. O resultado foi visualizado apés
eletroforese em gel de agarose corado por EtBr.adesultados, houve maior nimero
de positivos na PCR das amostras de fezes (6/@esuwle arrasto (6/8) e cama (3/8)
enriguecidas em CB por 48 hs do que na PCR desssrmas amostras de fezes (2/8),
suabes de arrasto (2/8) e cama (0/8) sem enrigaetimA observacdo de amostras
negativas ou fracamente positivas ha PCR sem @uilgento e que foram positivas
apos o enriguecimento seletivo (Figura 1), sugem @ enriguecimento é necessario
para diminuir a perda de sensibilidade da PCR. igkgilves et al. (2011), o limite de
deteccdo desse ensaio de PCR a partir de amosiigsiesidas em CB foi de 71

UFC/mL, e favoreceu a deteccdo de células vidveisCdmpylobacter. Como



conclusdo, este ensaio de PCR € recomendado & gartamostras previamente

enriquecidas em Caldo Bolton.

Figura 1: Deteccdo do produto de 287 pb do RNAr 16S G#npylobacter

termaofilos em amostras enriguecidas e nao enridasci

Legenda: 1. marcador de tamanho moleculadder 100 pb); 2: controle positivaC(
jguni em CB); a (sem enriquecimento); b (apos enriquecio); 3-4: amostras de
fezes; 5-6: amostras de suabes de arrasto; 7:otmntegativo (CB); 8: controle

negativo C. fetus venerealis).
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