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Resumo 

Ramires, Tassiana. “Campylobacter termofílicos em frangos de corte e em 
aviários na região sul do Rio Grande do Sul: ocorrência, diversidade 
genética, perfil de resistência a antimicrobianos e detecção de genes de 
virulência. ” 2017. 72f. Dissertação (Mestrado em Ciência e Tecnologia de 
Alimentos) – Programa de Pós-Graduação em Ciência e Tecnologia de 
Alimentos, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de 
Pelotas, Pelotas, 2017. 
 

Campylobacter termofílicos são, atualmente, as principais bactérias 
causadoras de doenças gastrointestinais em todo o mundo. Esse grupo é assim 
denominado devido a sua temperatura ótima de multiplicação oscilar entre 42 °C 
e 43 °C, sendo Campylobacter jejuni, C. coli, C. lari e C. upsaliensis, as principais 
espécies envolvidas nos casos de campilobacteriose em humanos. Dentre essas 
espécies, a mais relacionada à essa doença é C. jejuni, seguida por C. coli. O 
principal reservatório desses micro-organismos são as aves, principalmente os 
frangos, possivelmente pela temperatura corporal desses animais ser similar à 
temperatura ótima para Campylobacter termofílicos. Com isso, o objetivo desse 
estudo foi avaliar a ocorrência, a diversidade genética, o perfil de resistência a 
antimicrobianos e a presença de genes associados à virulência em isolados de 
Campylobacter termofílicos provenientes de frangos de corte e na cama de 
aviário em granjas aviárias da região sul do Rio Grande do Sul, Brasil.  Um total 
de 48 amostras foram coletadas em três diferentes granjas (A, B e C), incluindo 
uma amostra de swab de arrasto da cama do aviário e 15 pools de amostras de 
swab de cloaca em cada granja. Das três granjas amostradas, apenas a granja 
C apresentou contaminação por Campylobacter termofílicos, sendo todos os 
isolados identificados por técnicas fenotípicas e moleculares como C. jejuni. 
Dessas 16 amostras positivas, obtiveram-se 28 isolados, sendo 16 pelo 
isolamento em ágar Preston e 12 do ágar mCCD. A diversidade genética entre 
os isolados foi avaliada por PFGE, verificando-se que todos os isolados 
apresentaram um único padrão de macrorestrição, sugerindo clonalidade entre 
os isolados e a presença de apenas uma fonte de infecção por Campylobacter 
nessa granja. O perfil de resistência a antimicrobianos foi avaliado pelo teste de 
disco difusão em ágar, utilizando-se oito antimicrobianos distintos, de três 
classes diferentes: tetraciclina, quinolonas e macrolídeos. Os isolados 
apresentaram perfil similar de resistência a antimicrobianos, sendo resistentes 
às quinolonas e tetraciclinas e sensíveis aos macrolídeos. Devido a relação 
clonal e ao perfil de resistência similar, um isolado representativo foi selecionado 
para detecção dos genes de virulência. A técnica de PCR foi utilizada para 
detectar a presença dos genes ciaB, cadF, cdtA, cdtB e cdtC, sendo o isolado 
selecionado positivo todos os genes pesquisados. Dessa forma, a presença de 
C. jejuni resistente a antimicrobianos e com potencial de virulência em frangos 
de corte prontos para o abate e na cama de aviário durante o período de 
produção é um risco à saúde pública, pois esses micro-organismos podem ser 
introduzidos no ambiente do abatedouro e contaminar as carcaças durante o 
abate.  
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Palavras-chave: granjas, C. jejuni, C. coli, PFGE, cadF, ciaB, operon 
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Abstract 

 

Ramires, Tassiana. “Thermophilic Campylobacter in broilers and broilers 
farms in the southern region of Rio Grande do Sul: occurrence, genetic 
diversity, antimicrobial resistance profile and detection of virulence 
genes.” 2017. 72f. Dissertation (MSc in Food Science and Technology) – 
Postgraduate Program in Food Science and Technology, Faculty of Agronomy 
Eliseu Maciel, Federal University of Pelotas, Pelotas, RS, Brazil, 2017. 
 

         Thermophilic Campylobacter are currently the leading bacteria causing of 

gastrointestinal diseases worldwide. This group is so named because its optimal 

multiplication temperature oscillates between 42 °C and 43 °C, being 

Campylobacter jejuni, C. coli, C. lari and C. upsaliensis, the main species 

involved in cases of human campylobacteriosis. Among these species, the most 

related to this disease is C. jejuni, followed by C. coli. The main reservoir of these 

microorganisms are birds, especially chickens, possibly because the body 

temperature of these animals coincides with the optimal temperature for 

thermophilic Campylobacter. Therefore, the aim of this study was to verify the 

occurrence, genetic relationship, antimicrobial susceptibility, and the presence of 

virulence genes in thermophilic Campylobacter from broilers and broiler bedding 

from the southern region of Rio Grande do Sul, Brazil. A total of 48 samples were 

collected in three different farms (A, B and C), which comprising one sample of 

drag swab and 15 pools of cloacal swabs in each farm. From the three farms 

sampled, only the farm C showed thermophilic Campylobacter contamination. All 

isolates were identified by phenotypic and molecular techniques such as C. jejuni. 

Of these 16 positive samples, 28 isolates were obtained, 16 being isolated by 

Preston agar and 12 by mCCD agar. The genetic diversity among the isolates 

was evaluated by PFGE, and it was observed that all the isolates belonged to the 

same macrorestriction pattern, suggesting clonality among the isolates and the 

presence of only one source of Campylobacter infection in this farm. The 

antimicrobial resistance profile was evaluated by the agar disc diffusion test using 

eight distinct antimicrobial agents from three different classes: tetracyclines, 

quinolones and macrolides. The isolates presented a similar antimicrobial 

resistance profile, being resistant to quinolones and tetracyclines and susceptible 

to macrolides. As the isolates shared the same PFGE pattern and similar 

resistance profile, a representative isolate was chosed for investigation of 

virulence genes.  A PCR assay was carried out aiming to identify the presence of 

ciaB, cadF, cdtA, cdtB and cdtC virulence genes and all the genes evaluated 

were found. Thus, the presence of C. jejuni resistant to antimicrobial agents and 

harboring virulence genes in broilers and broiler farm during the broiler production 

period may represents a potential risk to public health, because these 

microorganisms can be introduced into the abattoir environment and may 

contaminate the carcasses during slaughter. 
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1. Introdução 

O consumo e a produção de carne de frango têm apresentado aumento 

significativo nos últimos anos no Brasil. Os dados da Associação Brasileira de 

Proteína Animal (ABPA) mostram que o Brasil superou a China em 2015 e se 

tornou o segundo maior produtor mundial de carne de frango, atrás apenas dos 

Estados Unidos da América (EUA). De acordo com os dados da ABPA, 

a produção brasileira de frango chegou a 13,146 milhões de toneladas, um 

volume 3,46% superior ao registrado em 2014. Em relação ao consumo interno, 

o ano de 2015 também apresentou avanço, de 1,1%, em relação ao ano anterior, 

atingindo 43,25 quilos por habitante ao ano (ABPA, 2016).  

Nesse contexto, a avaliação da qualidade sanitária e microbiológica dos 

lotes de frangos de corte se faz necessária, devido a consequência desses 

fatores à qualidade do produto final. Os frangos de corte são grandes 

responsáveis pela disseminação de micro-organismos patogênicos, propiciando, 

dessa forma, a ocorrência de doenças transmitidas por alimentos (DTA). Embora 

existam diversos veículos potenciais, a carne de frango tem sido identificada 

como um dos veículos alimentares mais importantes para a transmissão de 

Salmonella spp. e Campylobacter spp. (FAO/WHO, 2009). 

Atualmente, Campylobacter é a principal bactéria causadora de DTA 

(WANG et al., 2013; KIRK et al., 2015). Campylobacter spp. são responsáveis 

por até 14% dos casos de diarreia humana em todo o mundo e, além disso, são 

a causa mais frequentemente identificada da síndrome de Guillain-Barré 

(OLSON et al., 2008). Espécies do gênero Campylobacter spp. são os agentes 

etiológicos da campilobacteriose, sendo as espécies termofílicas, com 

temperatura ótima de multiplicação entre 42 ºC e 43 ºC, as mais comumente 

associadas aos quadros de infecção por este patógeno. Dentre essas espécies 

termofílicas as mais envolvidas em casos de campilobacteriose em humanos são 

C. jejuni e C. coli (JACOBS-REITSMA et al., 1995; SAMUEL et al., 2004; LITTLE 

et al., 2008). Atualmente, sabe-se que os frangos são hospedeiros naturais para 

C. jejuni e que o comércio de frangos de corte colonizados pelo micro-organismo 

é o principal meio para a transmissão desse patógeno aos seres humanos 

(HERMANS et al., 2011).  
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No Brasil, assim como em outros países em desenvolvimento, poucos 

casos de doenças de origem alimentar são atribuídos a essa bactéria, 

principalmente devido a falhas no processo de notificação e por não existirem 

programas nacionais de vigilância destinados ao acompanhamento de 

campilobacteriose. Na contramão dos dados mundiais, Campylobacter não 

figura como um importante causador de DTA no Brasil. Além disso, mais de 70% 

dos agentes causadores de DTA nesse país não são identificados (BRASIL, 

2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Dados epidemiológicos referentes aos principais causadores de 

doenças transmitidas por alimentos no Brasil, entre os anos de 2007 e 2016 

 

Várias técnicas de tipificação molecular permitem agrupar e diferenciar 

isolados a partir de diferentes fontes, sendo excelentes ferramentas para auxiliar 

na vigilância e prevenção da campilobacteriose em humanos. Entre os métodos 

disponíveis atualmente, a eletroforese em gel de campo pulsado (Pulsed-field 

gel electrophoresis- PFGE) é uma técnica altamente discriminatória a qual tem 

sido amplamente utilizada para a tipificação molecular de Campylobacter spp., 

sendo considerada o “padrão ouro” para essa finalidade (GIBSON et al., 1994; 

HÄNNINEN et al., 1998; MELERO et al., 2012; MA, et al., 2014). 

Diversos autores têm descrito que a resistência a antimicrobianos por 

isolados de Campylobacter spp. tem aumentado globalmente, se configurando 
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como um problema de saúde pública e tornando-se uma grande preocupação 

quanto a sua presença na cadeia alimentar (POLLETT et al., 2012; NOBILE et 

al., 2013; WIECZOREK & OSEK, 2013; BAI et al., 2014; ZHOU et al., 2016). A 

resistência a certos antimicrobianos tem se propagado, principalmente em 

relação aos macrolídeos (eritromicina, claritromicina e azitromicina) e 

fluorquinolonas, os quais são comumente empregados no tratamento de 

infecções humanas (GE et al., 2013; ZHOU et al., 2016).  

Apesar dos avanços em relação aos estudos de Campylobacter spp., os 

fatores de virulência, especialmente os responsáveis pela disseminação 

sistêmica das infecções por C. jejuni, continuam a ser pouco conhecidos 

(PLUMMER et al., 2011). Entretanto, sabe-se que fatores relacionados com a 

motilidade, capacidade de adesão e invasão às células epiteliais intestinais e a 

produção de citotoxina são fundamentais para a virulência desses micro-

organismos (BOLTON, 2015; GHUNAIM et al., 2015).  

Os esforços a fim de reduzir as infecções por Campylobacter spp. em 

humanos estão diretamente relacionados a um melhor entendimento dos 

aspectos biológicos desse patógeno. Sendo assim, devido à campilobacteriose 

ser uma zoonose, podendo ser transmitida do animal para o homem, a pesquisa 

sobre a prevalência de Campylobacter termofílicos em lotes de frangos prontos 

para o abate, assim como seu perfil de resistência a antimicrobianos, é 

fundamental para a garantia da segurança dos alimentos.  

Os resultados deste estudo contribuirão para um melhor entendimento 

sobre a ocorrência e potencial de virulência de Campylobacter termofílicos na 

produção de frangos de corte na região sul do Rio Grande do Sul, e subsequente 

preparação de estratégias adequadas para seu controle e prevenção. 
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1.1 Objetivo Geral  

 

Estudar a ocorrência de Campylobacter termofílicos em lotes de frangos 

de corte prontos para o abate e na cama de aviário de granjas aviárias da região 

sul do Rio Grande do Sul, Brasil, identificando espécie prevalente, diversidade 

genética, perfil de resistência a antimicrobianos e presença de genes associados 

à virulência nos isolados. 

 

1.2 Objetivos Específicos 

 

Objetivo 1. Avaliar a ocorrência de Campylobacter termofílicos em lotes 

de frangos de corte prontos para o abate e na cama de aviários. 

Objetivo 2. Identificar a espécie prevalente através de testes fenotípicos 

e moleculares. 

Objetivo 3. Avaliar a diversidade genética e identificar grupos clonais 

predominantes entre os isolados.  

Objetivo 4. Avaliar o perfil de resistência a antimicrobianos dos isolados. 

Objetivo 5. Verificar a presença de genes de virulência nos isolados. 
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2. Revisão Bibliográfica 

 

2.1     Caracterização do gênero Campylobacter 

 

Atualmente, o gênero Campylobacter é composto por 24 espécies (WHO, 

2013). Esses micro-organismos são gram-negativos, apresentam formato 

espiralado, também conhecido como “asa de gaivota”, possuindo 0,2 a 0,8 µm 

de largura e 0,5 a 5 µm de comprimento. São microaerófilos, tendo multiplicação 

máxima em atmosfera contendo, aproximadamente, 5% de O2, 10% de CO2 e 

85% de N2, além de serem organismos comensais do trato intestinal de 

mamíferos e aves (YAN et al., 2005; LEVIN, 2007; GARÉNAUX et al., 2008; 

SILVA et al., 2011; BOLTON, 2015). Não são micro-organismos hemolíticos e 

não possuem a capacidade de formar esporos. A maioria das espécies 

apresenta motilidade em movimento de “saca-rolhas”, devido a um único flagelo 

em uma, ou ambas, extremidades da célula (NACHAMKIN, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Morfologia de Campylobacter jejuni por microscopia eletrônica (A- 

Fonte: http://www.bacteriainphotos.com) e por microscópico óptico em aumento 

de 100 x (B- Fonte: a autora) 

 

Campylobacter spp. possuem metabolismo fastidioso, não fermentam 

nem oxidam carboidratos, obtendo de aminoácidos e produtos intermediários do 

Ciclo de Krebs as suas principais fontes de energia. Produzem a enzima oxidase, 

podendo sintetizar, ou não, a enzima catalase, além da maioria das espécies 

não hidrolisar o hipurato (VANDAMME et al., 1991; SILVA et al.,2011; STERN, 

et al, 2001). Segundo PARKHILL et al. (2000), o genoma de Campylobacter 

A B 
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possui entre 1600 e 1700 Kb, com uma pequena variação para C. upsaliensis, 

que possui cerca de 2000 Kb. Comparado ao de outras bactérias, o genoma 

dessa bactéria é considerado pequeno, o que se sugere ser a explicação para o 

metabolismo fastidioso e para a incapacidade de fermentar açúcares (THOMÉ, 

2006). 

São bactérias muito suscetíveis ao estresse ambiental, sendo facilmente 

inativadas quando expostas ao ar atmosférico, ressecamento, pH abaixo de 4,9 

e acima de 9,0, além de armazenamento prolongado (MOURA, 2010; SILVA et 

al., 2011). Esses micro-organismos possuem a característica de alterar sua 

morfologia para cocos quando submetidos a situações adversas ou quando em 

culturas muito velhas (DEBRUYNE et al., 2008; PARK et al., 2002). Sob essas 

condições desfavoráveis, as células dessas bactérias se mantêm em um estado 

viável, mas não cultivável (Células Viáveis Não Cultiváveis - CVNC), 

permanecendo em um estado dormente até que o ambiente volte a ser favorável 

a elas. Essas CVNC possuem um importante papel no mecanismo de 

sobrevivência e nas elevadas taxas de contaminação de Campylobacter pois, 

apesar de não se multiplicarem em meios seletivos utilizados para o seu 

isolamento, permanecem aptos a causar infecção em humanos (CORRY et al., 

1995; KETLEY, 1997; ALTEKRUSE, et al.,1999; LEE & NEWELL, 2006).  

 

2.2 Cultivo, identificação e diferenciação 

 

O diagnóstico laboratorial de Campylobacter spp. ainda é um desafio, 

devido à dificuldade desse micro-organismo se multiplicar in vitro, prejudicando 

o seu isolamento e consequente identificação (FITZGERALD, 2015). O cultivo 

microbiológico é o padrão ouro para a pesquisa de Campylobacter termofílicos. 

Porém, devido ao seu metabolismo fastidioso e a necessidade de um ambiente 

microaerófilo, se faz necessária a utilização de meios de cultivos mais 

elaborados e suplementados, capazes de favorecer o desenvolvimento desses 

micro-organismos ao mesmo tempo que inibem a microbiota acompanhante. Os 

meios seletivos não eliminam todos os outros micro-organismos entéricos 

acompanhantes, mas limitam o seu desenvolvimento, favorecendo assim, o 

isolamento de Campylobacter (SMIBERT, 1981).  
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Os protocolos descritos para o cultivo dessa bactéria utilizam meios 

líquidos e sólidos, com o uso de sangue ou carvão ativado para o aprisionamento 

do O2 (LAI-KING et al., 1985; CORRY et al., 1995; ISO, 2006). A principal 

metodologia recomendada para o isolamento e identificação de Campylobacter 

spp. é a ISO 10272-1 (Internactional Organization for Stardardization), a qual 

descreve o uso de água peptonada tamponada (APT), com enriquecimento 

seletivo com caldo Bolton, inoculação em ágar Carvão Cefoperazone 

Desoxicolato modificado (mCCDA). 

As colônias de Campylobacter spp. normalmente são planas, com 

coloração acinzentada ou translúcidas e formato irregular, arredondadas ou 

convexas. Podem apresentar brilho d’água ao refletir a luz ambiental. 

Usualmente, apresentam crescimento confluente ao longo da linha de 

semeadura nos meios sólidos (KONEMAN et al., 1992; GHARST et al., 2013). 

Além de meios de cultivo específicos, é necessário ainda, uma fonte 

geradora de microaerofilia, sendo as mais indicadas os discos de microaerofilia 

ou a mistura gasosa. A atmosfera ideal para o desenvolvimento de 

Campylobacter termofílicos é 85% de N2, 5% de O2 e 10% de CO2 (SMIBERT, 

1981). A adição de antibióticos aos meios de cultura é necessária para inibir a 

microbiota fecal competidora, a fim de favorecer a multiplicação das bactérias do 

gênero Campylobacter (KUANA et al., 2008a). 

As colônias de Campylobacter spp. usualmente são planas, com 

coloração acinzentada ou translúcidas e formato irregular, arredondadas ou 

convexas. Podem apresentar tanto aspecto de secas, quanto de úmidas e uma 

aparência de brilho d’água ao refletir a luz ambiental. Existe uma tendência de 

as colônias apresentarem crescimento confluente ao longo da linha de 

semeadura nos meios sólidos. Reações hemolíticas não são observadas em 

ágar sangue (KONEMAN et al., 1992).  

Após a identificação presuntiva das colônias suspeitas, é realizada a 

coloração de Gram, verificando-se a morfologia característica das células de 

Campylobacter spp.. Após, realizam-se os testes da produção das enzimas 

oxidase e catalase, as quais serão sempre produzidas pelas espécies 

termofílicas (VANDAMME, 2000).  
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Figura 3. Colônias características de Campylobacter jejuni em dois meios de cultivo. A- 

ágar Preston. B- ágar mCCD (Fonte: a autora) 

 

A diferenciação das espécies é feita associando-se o teste de hidrólise do 

acetato de indoxil ao teste da hidrólise do hipurato de sódio. Campylobacter jejuni 

e C. coli hidrolisam o acetato de indoxil, enquanto C. lari não tem essa 

capacidade. Com relação ao teste da hidrólise do hipurato de sódio, o qual 

diferencia as duas espécies mais isoladas em casos de infecção, C. jejuni 

hidrolisa o indoxil e C. coli não (NACHAMKIN, 1995). Porém, existem relatos na 

literatura de culturas atípicas de C. jejuni, as quais apresentam o fenótipo 

hipurato-negativo (NICHOLSON; PATTON, 1995), dificultando a identificação 

baseada essencialmente nesses testes fenotípicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Teste da hidrólise do hipurato de sódio. Resultado positivo em roxo (a 

esquerda) e resultado negativo em coloração inalterada (a direita). (Fonte: a autora) 

 

A Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) tem sido bastante utilizada 

como prova complementar às análises convencionais. Essa técnica pode ser 

utilizada para a confirmação em nível molecular, podendo ser empregada para 

a identificação de gênero, bem como para diferenciação entre espécies (DENIS 

B A 
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et al., 1999; KORCZAK et al., 2006). O emprego da PCR oferece uma alternativa 

aos métodos fenotípicos tradicionais utilizados para a identificação e 

diferenciação de espécies de Campylobacter spp., sendo um método preciso e 

de simples execução, diminuindo o tempo de diagnóstico e aumentando a 

sensibilidade, pela detecção de sequências específicas de DNA. Dessa forma, 

essa técnica possibilita o diagnóstico rápido de Campylobacter em alimentos 

contaminados, permitindo que medidas de controle possam ser adotadas em um 

tempo menor (LINTON, 1996, HARMON, 1997, MOORE et al., 2005; AÇIK & 

ÇETINKAYA, 2006). 

A PFGE tem sido amplamente utilizada para a tipificação molecular de C. 

jejuni devido ao seu alto poder discriminatório (GIBSON et al., 1994; HÄNNINEN 

et al., 1998). É usada tanto para estudos de surtos hospitalares de pequenas 

proporções, quanto na comparação de populações bacterianas, envolvendo 

micro-organismos de diferentes países, ampliando a finalidade epidemiológica 

da técnica (LIU et al., 1999). Essa técnica baseia-se na digestão do cromossomo 

de Campylobacter, por restrição com as enzimas SmaI ou KpnI, em um pequeno 

número de grandes fragmentos, os quais são separados por eletroforese com 

base nos seus tamanhos (RIBOT et al., 2001). 

 

2.3 Epidemiologia e campilobacteriose humana 

 

Dentre todas as espécies do gênero Campylobacter, o grupo dos 

termofílicos é o mais importante em termos de saúde pública e é representado 

pelas espécies C. jejuni, C. coli, C. lari e C. upsaliensis, que são as mais 

frequentes em casos de campilobacteriose humana. Essas espécies se 

enquadram nesse grupo devido a sua temperatura ótima de multiplicação oscilar 

entre 42 °C e 43 °C (VANDAMME et al., 1991; RESS et al., 1995; MOORE et al., 

2005). Das quatro espécies, C. jejuni e C. coli, são as de maior importância em 

saúde pública, sendo C. jejuni a mais envolvida em casos de infecções humanas 

e também a mais prevalente em aves (BOLTON, 2015).  

Segundo PARK (2002), a campilobacteriose é resultado da ingestão de 

alimentos de origem animal contaminados por esses micro-organismos, apesar 

de ser desconhecido o número de infecções causadas por animais de estimação 

e água contaminada. As aves são os hospedeiros primários de Campylobacter 
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termofílicos, possivelmente por apresentarem uma temperatura corporal ótima 

para a multiplicação desses micro-organismos (HALD et al., 2015), sendo os 

frangos de corte os responsáveis pela transmissão de cerca de 80% dos casos 

de campilobacteriose (EFSA, 2010). Evans e Sayers (2000) relatam que a 

colonização por Campylobacter spp. em aves depende da idade dos animais e 

que sua frequência aumenta proporcionalmente à idade deles. Quando um 

animal é colonizado esses micro-organismos tendem a se disseminar 

rapidamente através de todo o lote. A incidência do patógeno é maior no período 

final da criação dos frangos, persistindo até o abate (GREGORY et al., 1997).  

As bactérias do gênero Campylobacter habitam o trato digestivo, sendo 

bem adaptadas as aves, as quais normalmente não apresentam sinais clínicos 

(ZHANG, 2008). Colonizam, principalmente, as criptas profundas do ceco, sendo 

preferencialmente encontradas na camada de muco, perto das células epiteliais, 

onde contagens extremamente altas (até 1010 UFC.g-1 de intestino infectado) 

podem ser detectadas (YOUNG, 2007). 

Desde 2005, esses patógenos têm sido apontados como os principais 

agentes zoonóticos responsáveis por gastroenterites em humanos na União 

Europeia, onde foram registrados 215.000 casos em 2013 e 236.851 casos em 

2014 (EFSA/ ECDC, 2015). Campylobacter é a causa mais comum de doenças 

diarreicas nos EUA e, no ano de 2013, foram identificados 6.611 casos de 

infecção, 1.010 hospitalizações e 12 mortes decorrentes de doenças nas quais 

houve o envolvimento dessa bactéria (CDC, 2014).  

No Reino Unido, foram estimados mais de 320.000 casos de 

gastroenterites causadas por Campylobacter spp., somente na Inglaterra e País 

de Gales, no ano de 2008, tornando este micro-organismo o principal patógeno 

transmitido por alimentos daquela região (FSA, 2011). Segundo dados do 

Departamento de Saúde da Austrália, foram notificados mais de 17.733 casos 

documentados de campilobacteriose em 2011, tornando esse micro-organismo 

o maior causador de gastroenterites do pais (DHA, 2015). Na Nova Zelândia 

foram notificados 6818 casos no ano de 2016, com taxas de 148,4 casos de 

campilobacteriose para cada 100.000 habitantes (NZPHSP, 2016). 

 Segundo a Instrução Normativa nº 78, de 3 de novembro de 2003, o único 

controle microbiológico exigido para os estabelecimentos avícolas é referente a 

Salmonella spp., onde as granjas devem ser consideradas livres desse 
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patógeno. Em alimentos, a pesquisa de Campylobacter termofílicos também não 

é preconizada no Brasil (ANVISA, RDC Nº 12), colaborando para que essas 

bactérias sejam pouco conhecidas e estudadas em nosso país. O governo não 

dispõe de dados estatísticos, tampouco de programas de prevenção, para esse 

patógeno. Dessa maneira, a colaboração entre médicos, pesquisadores e 

veterinários se torna cada vez mais importante para que seja possível a 

ampliação da coleta de dados e o fornecimento de informações básicas para as 

intervenções, visando o controle efetivo da campilobacteriose (BRONZWAER et 

al., 2009).  

Segundo a Organização Mundial de Saúde (WHO, 2011), a 

campilobacteriose é normalmente manifestada após 2 a 5 dias do início da 

infecção, mas pode variar de 1 a 10 dias. Os sintomas clínicos mais comuns 

dessa doença incluem diarreia (frequentemente sanguinolenta), dor abdominal, 

febre, dor de cabeça, náuseas e / ou vômitos, os quais geralmente duram de 3 

a 6 dias. Algumas complicações pós infecção podem incluir artrite reativa 

(inflamação dolorosa das articulações que pode durar vários meses), síndrome 

do intestino irritável e doença neurológica, como a síndrome de Guillain-Barré 

(SGB), que resulta em paralisia muscular, podendo ocasionar disfunção 

respiratória grave. 

Campylobacter jejuni é a bactéria mais comumente associada a casos da 

SGB, precedendo a paralisia em 30% dos pacientes acometidos (YUKI & 

HARTUNG, 2012). O desenvolvimento da síndrome ocorre através de um 

mecanismo de mimetismo antigênico entre os lipo-oligossacarídeos da bactéria 

e os gangliosídeos da membrana dos nervos periféricos (MOORE et al., 2005). 

A partir do momento em que o quadro da infecção por Campylobacter spp. 

se torna sistêmico, uma das respostas imunes é a produção de anticorpos 

específicos para a estrutura dos lipo-oligossacarídeos. No entanto, o organismo 

humano contém compostos com estrutura molecular muito semelhante a essa 

estrutura bacteriana, sendo esses compostos encontrados na membrana celular 

de células nervosas humanas. Assim, como a estrutura do lipo-oligossacarídeo 

de Campylobacter spp. assemelha-se à estrutura molecular do gangliosídeo, os 

anticorpos produzidos com a finalidade de debelar a bactéria reagem contra a 

membrana das células nervosas humanas. O resultado é o dano ao nervo, e a 

consequência é a evolução para uma paralisia muscular, característica da 
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síndrome de Guillain-Barré, causando o comprometimento dos estímulos 

nervosos neuronais (REES, 1995). 

Além disso, estima-se que de 2 a 5% dos casos de artrite reativa e 33% 

dos casos de síndrome do intestino irritável são ocasionados em decorrência da 

prévia infecção por Campylobacter termofílicos (POPE, 2007; MARSHALL, 

2009). As infecções por Campylobacter spp. são normalmente relatadas em 

casos isolados, diferentemente de outros patógenos entéricos, nos quais os 

surtos são detectados com maior frequência (FITZGERALD, 2015).  

           2.4 Resistência a antimicrobianos 

 

A introdução de agentes antimicrobianos na prática clínica da medicina 

humana e animal representa uma das maiores conquistas do ramo da saúde. No 

entanto, casos emergentes de resistência a antimicrobianos vêm surgindo 

(AARESTRUP, 2005; BAI et al., 2014; ZHOU et al., 2016). A resistência aos 

antimicrobianos é reconhecida pela World Health Organization (WHO), como um 

dos maiores problemas de saúde pública da atualidade, já que representa um 

problema de dimensões globais (MOORE et al, 2006). 

Quando expostos a antimicrobianos, Campylobacter spp., assim como 

outras bactérias, podem diminuir sua sensibilidade a estes fármacos, tornando-

se potenciais reservatórios de genes de resistência, os quais podem ser 

transmitidos horizontalmente a outras bactérias patogênicas. Por este motivo, a 

resistência a antimicrobianos de bactérias comensais do trato gastrointestinal é 

um indicador da pressão seletiva exercida devido ao uso destes fármacos 

(ZHANG et al., 2006). Além disso, antimicrobianos podem permanecer como 

resíduos em produtos de origem animal ou podem ser eliminados no ambiente, 

através de efluentes humanos ou animais, favorecendo a seleção de bactérias 

resistentes (FÀBREGA et al., 2008). 

Apesar das infecções causadas por Campylobacter spp. serem 

geralmente auto limitantes e tratadas basicamente com fluidoterapia, em casos 

de infecções graves, em gestantes, crianças, idosos e imunocomprometidos, se 

faz necessário o uso de antimicrobianos (AARESTRUP, F. M, 2005; HAN et al., 

2007; KURINCIC et al., 2007; WIECZOREK & OSEK, 2013). Quando a causa da 

infecção é comprovadamente Campylobacter spp. a terapia antimicrobiana 
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indicada é o uso dos macrolídeos, principalmente a eritromicina ou, 

alternativamente, um dos macrolídeos mais recentes, como a claritromicina ou a 

azitromicina (BLASER & ENGBERG, 2008).  

As fluorquinolonas (por exemplo, ciprofloxacina) são também comumente 

utilizadas em razão de serem as drogas de eleição para o tratamento de doenças 

diarreicas não diagnosticadas, tal como a diarreia dos viajantes (AARESTRUP 

et al., 2008). Tetraciclina, doxiciclina e cloranfenicol são drogas alternativas que 

podem ser usadas para o tratamento da campilobacteriose (SKIRROW & 

BLASER, 2000).  

 

2.5  Mecanismos de patogenicidade 

 

A rota de contaminação para os humanos apresenta muitos obstáculos 

para Campylobacter termofílicos, porém, os mecanismos de sobrevivência e 

infecção desses micro-organismos ainda são insuficientemente compreendidos 

(REPÉRANT et al., 2016). Nas aves, essas bactérias estabelecem uma 

população que coloniza as criptas da mucosa cecal, porém, sem desencadear 

doença nas aves, tampouco alterações na mucosa do ceco (COWARD et al., 

2008; MEADE et al., 2009).  

Em humanos, após a ingestão de alimentos contaminados por 

Campylobacter spp., esses patógenos colonizam o trato intestinal (íleo, jejuno e 

cólon), por vezes, sem apresentação sintomatológica. O resultado da doença é 

dependente do estado imune do hospedeiro e das características de virulência 

da estirpe do patógeno. Apesar dos mecanismos de patogenicidade ainda não 

se encontrarem completamente esclarecidos, sabe-se que os potenciais fatores 

de virulência destes agentes bacterianos são a motilidade, adesão, invasão e 

produção de toxinas (BANG et al., 2003; BOLTON, 2015).  

O gene cadF codifica uma proteína que interage com a fibronectina da 

matriz extracelular do hospedeiro, participando da colonização da superfície 

celular (MONTEVILLE, YOON & KONKEL, 2003). A adesina CadF é requerida 

por C. jejuni para uma eficaz adesão e invasão das células do epitélio intestinal 

do hospedeiro, sendo a ligação de CadF o primeiro passo para que ocorra a 

internalização bacteriana (MONTEVILLE & KONKEL, 2002). Esta adesina se liga 

a fibronectina, que é uma glicoproteína presente em regiões de junção de células 
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do epitélio gastrintestinal, e proporciona um local com potencial ligação para os 

patógenos (QUARONI et al, 1978). A ligação de CadF promove a interação entre 

o patógeno e a célula do hospedeiro, facilitando a colonização do micro-

organismo (KRAUSE-GRUSZCZYNSKA et al., 2007). 

Após a colonização da célula do hospedeiro, C. jejuni invade as células 

intestinais. O contato desta bactéria com as células epiteliais provoca danos, os 

quais perturbam o funcionamento normal de absorção intestinal (KONKEL, 

2001). O micro-organismo secreta uma proteína, CiaB, que é necessária para a 

invasão celular, pois esta proteína é reconhecida pelos receptores celulares 

(KONKEL, 2003). A secreção desta proteína requer um estímulo ambiental 

como, por exemplo, a presença de sais biliares no ambiente ou componentes da 

célula hospedeira (RIVERA-AMILL et al., 2001).  

Os flagelos de C. jejuni também são importantes na secreção de CiaB 

(GUERRY, 2007). A invasão, que ocorre por endocitose, se inicia com a 

sinalização na superfície da célula hospedeira, cujo sinal é reconhecido por 

receptores, presentes na membrana celular, que estão associados as proteínas 

citoplasmáticas. Essas proteínas formam depressões na membrana externa e, 

quando os receptores estão ligados aos micro-organismos, essas depressões 

aumentam e se transformam em vacúolos citoplasmáticos (LEVIN, 2007). A 

invasão provoca edema celular, perda de microvilosidades e apoptose, devido 

ao efeito citotóxico de C. jejuni. Posteriormente, o vacúolo formado, migra até a 

lâmina própria e, então, C. jejuni é liberado, juntamente com o conteúdo da célula 

epitelial, desencadeando um processo inflamatório (KONKEL et al, 2001; LEVIN, 

2007; SILVA et al., 2011). 

Campylobacter termófilos sintetizam, entre outras, a toxina citoletal 

distensiva (CDT), sendo três os genes responsáveis pela codificação desta 

toxina: cdtA, cdtB e cdtC. Para que ocorra a máxima atividade da toxina, os três 

genes devem ser expressos (ASAKURA et al., 2007). A proteína expressa pelo 

gene cdtB é transportada com o auxílio de outras proteínas, expressas pelos 

genes cdtA e cdtC, além de serem responsáveis também pela sua interiorização 

na célula do hospedeiro. Dentro da célula, essa proteína irá provocar o bloqueio 

do ciclo celular, pois exibe uma atividade semelhante à DNAse, resultando na 

degradação do DNA. Por fim, as células do hospedeiro respondem à degradação 

(SMITH & BAYLES, 2006), bloqueando certas fases na divisão celular, o que 
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resulta na distensão citoplasmática e, por consequência, na lise celular 

(ABUOUN et al., 2005). Além disso, existem evidências de que a secreção de 

CDT, por enterobactérias, aumenta a probabilidade da ocorrência de mutações 

envolvidas no desencadeamento de processos tumorais, em células do trato 

intestinal humano (GAGNAIRE et al., 2017).  
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ABSTRACT 

The aim of this study was to verify the occurrence, genetic relationship, 

antimicrobial susceptibility, and the presence of virulence genes in thermophilic 

Campylobacter from broilers and broiler bedding from the southern region of Rio 

Grande do Sul, Brazil. A total of 48 samples were collected in three different farms 

(A, B and C), which comprising one sample of drag swab and 15 pools of cloacal 

swabs in each farm. Thermophilic Campylobacter was detected in all drag swab 

and cloacal swab samples from the farm C, with all isolates belonging to C. jejuni 

species. In the farms A and B all samples were negative for thermophilic 

Campylobacter. The PFGE showed that all Campylobacter isolates belonged to 

the same macrorestriction pattern and were resistant to ciprofloxacin, 

doxycycline, enrofloxacin, nalidixic acid, and tetracycline, showing similar 

resistance profile. PCR assay was performed to evaluate the virulence genes and 

the cadF, ciaB, cdtA, cdtB, and cdtC genes were detected. The presence of C. 

jejuni in broilers and poultry bedding during the broiler production period may 

represents a potential risk for introduction of this pathogen in the abattoir 

environment. Campylobacter isolates resistant to antimicrobial agents and 

harboring virulence genes present in broilers can contaminate their carcasses 

during slaughter and find their way into the food chain. 

 

Keywords: thermophilic Campylobacter, broiler, C. jejuni, PFGE.  
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1. Introduction 

 

Campylobacteriosis in humans is caused by the group of microorganisms 

recognized as thermophilic Campylobacter and these pathogens are a leading 

cause of zoonotic enteric infections in developed and developing countries 

worldwide (WHO, 2000; Havelaar et al., 2015). Most infections are caused by 

Campylobacter jejuni, followed by C. coli and C. lari (EFSA, 2012a). According to 

European Food Safety Authority (EFSA, 2015), campylobacteriosis is the most 

commonly reported zoonosis in the European Union being responsible for nine 

million cases of human campylobacteriosis with an estimated economic cost of 

EUR 2.4 billion per year. Unfortunately, in Brazil this disease is still 

underdiagnosed and underreported. A cohort study was conducted in some 

developing countries (Brazil, Peru, and South Africa) and it was found that 

Campylobacter is the main bacterial pathogen associated with diarrhea in the first 

two years of life (Platts-Mills et al., 2015). 

The most common clinical symptoms of Campylobacter infections include 

diarrhea (frequently bloody), abdominal pain, fever, headache, nausea, and 

vomiting, which can progress to more severe cases, such as bacteremia, 

hepatitis and pancreatitis, or in systemic infections that can lead to Guillain-Barré 

syndrome and reactive arthritis (WHO, 2016). The symptoms of 

campylobacteriosis are usually self-limiting, but in severe cases it is necessary to 

introduce antibacterial treatment (Jonaidi-Jafari, Khamesipour, Ranjbar, & Kheiri, 

2016). In this cases, macrolides (in particular, erythromycin, or alternatively, 

clarithromycin, or azithromycin) and fluoroquinolones (such as ciprofloxacin) are 

the frontline agents used in the treatment of the disease (Blaser & Engberg, 2008; 
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Rozynek et al., 2013). However, resistance to quinolones and macrolides have 

been reported and associated to the indiscriminate use of these antimicrobial 

agents in food-producing animals (Abdollahpour, Zendehbad, Alipour, & 

Khayatzadeh, 2015). 

Different from other pathogens such as Salmonella spp. and Escherichia 

coli there are few studies about the virulence mechanisms of thermophilic 

Campylobacter (Bolton, 2015), nevertheless it is known that the main 

mechanisms involved with the virulence of these microorganisms are motility, 

adhesion and invasion (Bang et al., 2003). The cadF gene encodes a protein that 

interacts with host extracellular matrix fibronectin, participating in cell surface 

colonization (Monteville, Yoon & Konkel, 2003), while the ciaB gene encodes a 

protein involved in cell invasion (Rivera-Amill, Kim, Seshu, & Konkel, 2001). 

Thermophilic Campylobacter synthesize the cytoletal distensive toxin (CDT), with 

three genes responsible for the coding of this toxin: cdtA, cdtB and cdtC. Through 

molecular techniques, such as Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), it 

becomes possible to verify the genetic relationship among microorganisms. This 

technique is widely used for the typing of Campylobacter due to its high 

discriminatory power (Gibson, Sutherland, & Owen, 1994; Hänninen, Pajarre, 

Klossner, & Rautelin, 1998; Melero, Juntunen, Hänninen, Jaime, & Rovira, 2012). 

Birds, especially poultry, are considered to be primary reservoirs of 

Campylobacter and may be their asymptomatic carriers (Abulreesh et al., 2006; 

Park, 2002;), probably because the high body temperature of these animals is 

proper for the development of thermophilic microorganisms (Hald et al., 2015). It 

is known that the broiler production chain has an important role in epidemiology 

of campilobacteriosis (EFSA, 2010) and chicken meats represents an important 
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source of human Campylobacter infection. Even with all the biosafety control that 

currently exists in farms, it hasn’t been enough to avoid poultry meat from being 

contaminated with C. jejuni. (Zampara, Sørensen, Elsser-Gravesen, & 

Brøndsted, 2016). 

In Brazil, the data about thermophilic Campylobacter are still precarious, 

especially due to difficulties to isolate and identify Campylobacter, which is more 

complex than for other pathogens (Panzenhagen et al., 2016). Therefore, the aim 

of this study was to verify the occurrence, genetic relationship, antimicrobial 

susceptibility, and the presence of virulence genes in isolates of thermophilic 

Campylobacter from broilers and broiler beddings from the southern region of Rio 

Grande do Sul, Brazil. 

 

2. Material and methods 

 

2.1 Sampling 

 

Three sampling processes were carried out in November (2015) and 

January (2016) in broiler farms located in the southern region of Rio Grande do 

Sul, Brazil. A total of forty-eight samples were collected from broilers aged 

between 40 to 45 days old from three different broiler farms (A, B and C), which 

comprising one sample of drag swab and 15 pools of cloacal swabs (three 

animals per pool) in each farm. All samples were collected with sterile swabs and 

transported to the Food Microbiology Laboratory of the Department of Science 

and Agroindustrial Technology FAEM/UFPel in Cary Blair media (Oxoid®) in 

isothermal boxes. 
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2.2 Isolation and phenotypic identification of thermophilic 

Campylobacter 

 

The isolation and phenotypic identification of thermophilic Campylobacter 

was performed in accordance with the International Organization for 

Standardization (ISO 10272-1, 2006), with some adaptations, such as potassium 

clavulanate supplementation in Bolton broth, in the pre-enrichment step, and the 

24 hour incubation period in the same step. The samples were submitted for 

selective enrichment in Bolton broth (Oxoid®) at 42 °C for 24 h in microaerophilic 

conditions (5% O2, 10% CO2, and 85% N2) (White Martins®). The inoculum was 

sown on mCCD agar (Oxoid®) and Preston agar (Oxoid®) (Bolton and 

Robertson, 1982) supplemented, with incubation at 42 °C under microaerophilic 

atmosphere for 48 h. The characteristics of the colonies were analyzed by the 

morphological identification and by the phenotypic tests of oxidase, catalase, 

indoxyl acetate and sodium hippurate. The isolates confirmed as thermophilic 

Campylobacter were preserved in freezing medium and stored at -80 ºC.  

The C. jejuni ATCC 33291, C. lari NCTC 11352, and C. coli CAMPY 1008 

standard strains, which were provided by the Oswaldo Cruz Foundation 

(FIOCRUZ) in Rio de Janeiro, were used as the positive controls for isolation and 

phenotypic tests. 

 

2.3 Molecular identification of thermophilic Campylobacter and 

detection of virulence genes 
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The genotypic identification was performed through the polymerase chain 

reaction (PCR) following conditions and primers previously described by 

Josefsen, Lübeck, Hansen and Hoorfar (2004) to confirm Campylobacter spp., 

and a multiplex PCR to identify the species (Maćkiw, Korsak, Rzewuska, 

Tomczuk, & Rožynek, 2012). Also, a PCR was performed to verify the genes 

involved with the virulence of thermophilic Campylobacter. The genes searched 

were ciaB, cadF, cdtA, cdtB and cdtC, using the primers and protocols previously 

described (Table 1). 

 

2.4 Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) 

 

All isolates were submitted to PFGE following the protocol described by 

Ribot, Fitzgerald, Kubota, Swaminathan, and Barrett (2001) and the 

recommendations of PulseNet (http://www.cdc.gov/pulsenet/protocos.htm), 

using SmaI and KpnI as restriction endonucleases and Salmonella Braenderup 

H9812 as the reference marker (digested with XbaI as a size standard). The 

endonuclease KpnI was used to check the diversity of isolates with similar SmaI 

genotype. The macrorestriction fragments were separated using the CHEF 

system - DR II (Bio-Rad, USA) stained with ethidium bromide, and visualized with 

the photodocumentation L-Pix system (Loccus Biotecnologia®). Band patterns 

were analyzed with BioNumerics 7.1 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, 

Belgium) using the Dice coefficient and the unweighted pair group method with 

arithmetic averages (UPGMA). A 1% band optimization, 2% band tolerance and 

≥ 95% cutting point for similarity were used in the analysis (Wieczorek, Denis & 

Osek, 2015)  
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2.5 Antimicrobial susceptibility testing 

 

Antimicrobial susceptibility of the isolates was determined by agar disc 

diffusion. The following discs were used: ciprofloxacin (CIP 5 μg), enrofloxacin 

(ENO 5 μg), nalidixic acid (NAL 30 μg), azithromycin (AZI 15 μg), clarithromycin 

(CLA 15 μg), erythromycin (ERI 15 μg), doxycycline (DOX 30 μg) and tetracycline 

(TET 30 μg). In vitro susceptibility testing was performed and evaluated according 

to the specifications of the European Committee on Antimicrobial Susceptibility 

Testing (EUCAST, 2015). Campylobacter jejuni ATCC 33560 was used for quality 

control purposes. The isolates were classified as susceptible or resistant to the 

antimicrobial agents tested. 

 

2.6 Statistical analysis 

 

The data were transferred to a Statistica Software 8.0 for statistical 

analysis. We performed chisquared tests. A P value of less than 0.05 was 

considered significant. 

 

3. Results 

 

Of a total of three broiler farms in only one (33.3%) was detected 

thermophilic Campylobacter and from that broiler farm 100% of the samples were 

positive. In this farm, all drag swab and cloacal swab samples (16/16) were 

positive for Campylobacter, totalizing 28 Campylobacter presuntive isolates 
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obtained from two different culture medium, Preston and mCCD agar. The PCR 

assay confirmed the genus in all tested isolates and Campylobacter jejuni was 

the only species identified by PCR. 

A total of 28 Campylobacter isolates were submitted to the 

macroresctriction analysis (PFGE) for evaluate their molecular relationship. The 

isolates shared the same SmaI-macrorestriction pattern. The dendrogram 

showed 26 isolates with 100% of similarity and two isolates with 98.1% of 

similarity (Figure 1). As recommended, the KpnI digestion was performed for the 

subtyping of clusters generated by SmaI, but it was not able to differentiate the 

Campylobacter isolates (Figure 2). 

In this study, Campylobacter isolates were resistant to two classes of 

antimicrobial agents (tetracyclines and quinolones), being all isolates resistant to 

ciprofloxacin, doxycycline, enrofloxacin, nalidixic acid, and tetracycline. On the 

other hand, all isolates were susceptible to macrolide class. As the isolates 

shared the same PFGE pattern and the same resistance profile, a representative 

isolate was chosed for investigation of virulence genes. A PCR assay was carried 

out aiming to identify the presence of ciaB, cadF, cdtA, cdtB and cdtC virulence 

genes and all the genes evaluated were found (Figure 3). 

 

4. Discussion 

 

The percentual of thermophilic Campylobacter observed in this study was 

33.3% (16/48). Gomes, Curcio, Ladeira, Fernández, and Meireles (2006) 

studying the occurrence of thermophilic Campylobacter species in broiler flocks 

from small farms in the same region of southern Brazil, observed that 5.2% of the 
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samples collected were contaminated with this microorganism. This difference in 

the percentual of Campylobacter from the same sampled region may be because 

the chickens were raised in non-industrial establishments whit small number of 

housed animals, decreasing the probability of horizontal transmission. It is 

important emphasize that these animals are usually colonized and contribute to 

stay of C. jejuni in environment.  

The occurrence of Campylobacter is quite variable in different studies. Høg 

and co-workers (2016) isolated Campylobacter in 21% and 4% of the samples 

from broiler flocks in Denmark and Norway, respectively. Out of 101 cloacal swab 

samples, 44 (43.7%) were found to be positive for Campylobacter from an 

abattoir in Denmark (Krause et al., 2006). Thermophilic Campylobacter were 

isolated from 85%, 98% and 80% of droppings, caecal content and neck skin, 

respectively, from broilers in some farms and slaughterhouses in Algeria 

(Messad, Hamdi, Bouhamed, & Ramdani-Bouguessa, 2014). These differences 

may be due to the type and number of samples, different sampling methods, 

transport conditions, isolation methodology and different sanitary conditions in 

broiler farms (Panzenhagen et al, 2016). 

Thermophilic Campylobacter was isolated only in the farm C among the 

three broiler farms evaluated. The farm C had two broiler houses, while the other 

two farms had only one. The number of broiler houses on the farm may have 

influence in the presence of Campylobacter. Høg and co-workers (2016) 

performed a survey of risk factors for Campylobacter colonization of broilers and 

demonstrated that the increased number of broiler houses on the farm was a risk 

factor for Norway. This can be explained by the transmission between the houses 
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of broilers in the same property via footwear, clothes, unclean hands or 

equipment (Sommer, Heuer, Sørensena, & Madsen, 2013). 

It is noteworthy that in the farm C all 16 samples were positive to 

thermophilic Campylobacter. High number of positive samples for thermophilic 

Campylobacter in the same broiler farm was also described by Messad and co-

workers (2014), which that also found 100% of the samples contaminated with 

this microorganism. The authors suggest that horizontal transmission is the the 

most significant mode of broiler flock colonization. Besides that, the high body 

temperature of the broilers, the coprophagia and fecal excretion are also 

important factors for the dissemination of these microorganisms in chicken flocks 

(Humphrey, O’Brien, & Madsen, 2007). 

For Campylobacter isolation, the mCCD agar is the most used worldwide 

and the best choice due to its simplicity and cost (Gharst, Oyarzabal and Hussain, 

2013). In our study, among 28 Campylobacter isolates, 16 were obtained from 

Preston agar and 12 from mCCD agar. The Preston agar was more efficient (p < 

0,05) for isolating of Campylobacter, when compared to mCCD agar. In our 

knowledge, although these two culture media are very used for Campylobacter 

isolation, there are lack of studies comparing their efficacy. Regarding specie 

identification, all isolates were confirmed as C. jejuni by their ability to hydrolyse 

sodium hippurate and by PCR assay, evidencing the higher prevalence of this 

species in broilers (Chen et al., 2010; Damjanova et al., 2011; Ewnetu & Mihret, 

2010; Messad et al., 2014).  

The molecular typing of the isolates by PFGE showed that the isolates 

shared the same SmaI-macrorestriction pattern. Digestion with KpnI 

endonuclease was performed for subtyping of the patterns generated by SmaI to 
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increase the discriminatory power. However, we didn't obtain different patterns 

with this endonuclease, as well reported in other studies (Gruntar, Ocepek, 

Avbersek, Mićunović, & Pate, 2010; Lindmark et al., 2004; Ono, Kurazono, Niwa, 

& Itoh, 2003). The clonal profile among C. jejuni isolates from poultry was also 

previously described (Gruntar, Biasizzo, Kušar, Pate, & Ocepek, 2015; Ring et 

al., 2005; Thomas, Long, Good, Panaccio, & Widders, 1997). This clonal 

relationship may indicate a common contamination origin for C. jejuni in the 

positive broiler farms (Ring, Zychowska, & Stephan, 2005; Workman, Mathison 

and Lavoie, 2008). 

Resistance to quinolones, specifically ciprofloxacin, nalidixic acid and 

enrofloxacin, and tetracyclines, specifically tetracycline and doxycycline, were 

observed among the C. jejuni isolates in our study. Despite this, all were 

susceptible to macrolides. Similar results were also observed in other countries 

(Luber, Wagner, Hahn, & Bartelt, 2003; Messad et al., 2014; Nobile, Costantino, 

Bianco, Pileggi, & Pavia, 2013; Zbrun et al., 2015). Resistance to quinolone and 

tetracyclines have increased among Campylobacter spp. isolates worldwide 

(EFSA, 2012b; Hungaro et al., 2015; Maćkiw et al., 2012). It is a public health 

concern because fluoroquinolones, such as ciprofloxacin, are recommended for 

treatment of campylobacteriosis in humans (Allos, 2001; Ruiz-Palacios, 2007). 

The main cause of the increase in quinolone resistance is the abusive use in 

veterinary medicine, especially in broiler production chain, as growth promotion, 

disease prevention, treatment or control (Avrain et al., 2003; Endtz et al., 1991; 

Giacomelli, Salata, Martini, Montesissa, & Piccirillo, 2014; Messad et al., 2014; 

Saenz et al., 2000). Additionally, it is known that the use of coccidicidals in broiler 
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farms can increase the resistance rate of Campylobacter to some antimicrobial 

agents, including tetracyclines and nalidixic acid (Avrain et al., 2003). 

A representative isolate was chosed for investigation of virulence genes 

that are important in the C. jejuni pathogenesis. This isolate carried five virulence 

genes (cadF, ciaB, cdtA, cdtB and cdtC) neccessary for Campylobacter invasion, 

adhesion and toxin production, during infection in intestinal epithelial cells. It is 

known that isolates mutants with deletions in the cadF and ciaB genes have a 

reduction in their potentials for adhesion and internalization in cellular models 

(Konkel et al., 1999b; Monteville et al., 2003). The presence of the cdt operon 

demonstrates the high virulence potential, since the CDT toxin promotes DNA 

damage, therefore, its presence is supposed to be associated with the severity 

of the disease caused by C. jejuni (Ghorbanalizadgan, Bakhshi, Lili, Najar-

Peerayeh, & Nikmanesh, 2014). 

 

5. Conclusion 

 

The presence of C. jejuni in broilers and poultry bedding during the broiler 

production period on farms of Southern Brazil, may represents a potential risk for 

introduction of this pathogen in the abattoir environment. The close genetic 

relationship of the C. jejuni isolates indicates a unique source of contamination in 

this broiler farm. In addition, the presence of C. jejuni resistant to antimicrobial 

agents and harboring virulence genes in broilers and broiler farm during the 

broiler production period may represents a potential risk to public health, because 

these microorganisms can be introduced into the abattoir environment and may 

contaminate the carcasses during slaughter. 
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Table 1. Primers for identification of ciaB, cadF, cdtA, cdtB, and cdtC virulence 
genes of thermophilic Campylobacter 
 

Encoding 
gene 

Primer Sequence 
Amplicon 

(bp)  
Reference 

ciaB 
F TGCGAGATTTTTCGAGAATG 

527 
Zeng et al. 

(2006) R TGCCCGCCTTAGAACTTACA 

cadF 
F TTGAAGGTAATTTAGATATG 

400 
Konkel et al. 

(1999a) R CTAATACCTAAAGTTGAAAC 

cdtA 
F CCTTGTGATGCAAGCAAT C 

370 
Datta et al. 

(2003) R ACACTCCATTTGCTTTCT G 

cdtB 
F CAGAAAGCAAATGGAGTGTT 

620 
Datta et al. 

(2003) R AGCTAAAAGCGGTGGAGTAT 

cdtC 
F CGATGAGTTAAAACAAAAAGATA 

182 
Datta et al. 

(2003) R TTGGCATTATAGAAAATACAGTT 

F: forward primer; R: reverse primer 
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Figure 1. Dendrogram of PFGE patterns digested with SmaI. Cluster analysis 

was performed with Bionumerics 7.1 (Applied Maths, Kortrijk, Belgium) by using 

the Dice correlation coefficient and the unweighted pair group mathematical 

average (UPGMA) clustering algorithm 
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Figure 2. Dendrogram of PFGE patterns digested with KpnI. Cluster analysis was 

performed with Bionumerics 7.1 (Applied Maths, Kortrijk, Belgium) by using the 

Dice correlation coefficient and the unweighted pair group mathematical average 

(UPGMA) clustering algorithm 
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Figure 3. PCR amplification of virulence genes. Columns 1 represent the 1 kb 

ladder, columns 2 represent the thermophilic Campylobacter isolate, columns 3 

represent the positive control of the reaction (C. jejuni ATCC 33291), columns 4 

represent the negative control (Salmonella Enteritidis ATCC 13076); columns 5 

represent the negative control of the reaction (ultra-pure water). A: cadF gene 

(400 bp). B: ciaB gene (527 bp). C: cdtA gene (370 bp). D: cdtB gene (620 bp). 

E: cdtC gene (182 bp) 
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4 Considerações Finais 

 

Há ocorrência de Campylobacter termofílicos em frangos prontos para o 

abate na região sul do Rio Grande do Sul, Brasil;  

 

A espécie prevalente entre Campylobacter termofílicos avaliados é C. 

jejuni, cujos isolados apresentam relação clonal, sugerindo uma única fonte de 

contaminação na propriedade;  

 

Os isolados de C. jejuni apresentam resistência as fluorquinolonas e 

tetraciclinas, e sensibilidade aos macrolídeos testados; 

 

Os isolados de C. jejuni possuem os genes associados à adesão, invasão 

e produção de citotoxina.   
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Apêndice A- PCR Multiplex para confirmação de espécie 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Coluna 1: Marcador de 100 pb; 2 - Isolado 230; 3 - Isolado 231; 4 - Isolado 232; 

5 - Isolado 234; 6 - Isolado 237; 7 - Isolado 241; 8 - Isolado 242; 9 - Isolado 243; 

10 - Isolado 244; 11 - Isolado 245; 12 - ATCC 33291 C. jejuni; 13 - CAMPY 1003 

C. coli; 14 - Água ultrapura 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1       2       3       4       5      6       7       8      9     10     11     12    13    14 

773 pb 

pbpb 
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Apêndice B- Dendrograma da PFGE com a enzima de restrição KpnI 
 

 
 

Dendrograma da PFGE a partir da restrição com KpnI. A análise de clusters foi 

realizada com o software Bionumerics 7.1 (Applied Maths, Kortrijk, Bélgica), 

utilizando o coeficiente de correlação de dados e o algoritmo de agrupamento da 

média matemática do grupo de pares não ponderado (UPGMA) 
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Apêndice C- Foto da PFGE com digestão da SmaI 
 

 
 

Coluna 1. Isolado 228; 2. Isolado 229; 3. Isolado 230; 4. Isolado 231; 5. Isolado 
232; 6. Isolado 233; 7. Isolado 234; 8. Isolado 235; 9. Isolado 236; 10. Isolado 
237; 11. Isolado 238; 12. Isolado 239; 13. Isolado 240; 14. Isolado 241; 15. 
Marcador Salmonella Branderup H9812  
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Apêndice D- Foto da PFGE com digestão da KpnI 
 
 
 

 
 
 

Coluna 1. Isolado 228; 2. Isolado 229; 3. Isolado 230; 4. Isolado 231; 5. Isolado 
232; 6. Isolado 233; 7. Isolado 234; 8. Isolado 235; 9. Isolado 236; 10. Isolado 
237; 11. Isolado 238; 12. Isolado 239; 13. Isolado 240; 14. Isolado 241; 15. 
Marcador Salmonella Branderup H9812  
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Apêndice E- Informações sobre as amostras 
 

Tabela 1. Número de amostras coletadas em cada granja e o isolamento de 
Campylobacter jejuni proveniente de cada meio de cultivo 

 Nº Amostras Nº Isolados (%) 
  Pool Swabs de Cloaca Swab de Arrasto Ágar Preston Ágar mCCD 

Granja 1 15 1 16 (100%) 12 (75%) 

Granja 2 15 1 0 0 

Granja 3 15 1 0 0 
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Apêndice F- Imagem da amostragem das granjas por swab de arrasto 
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Apêndice G- Imagem da amostragem dos frangos de corte por swab de 
cloaca 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


