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Resumo

Doenca bacteriana zoondtica, a campilobacteriose tem como agentes predominantes Campylobacter jejuni e Campylobacter coli,
responséaveis mundialmente por frequentes casos de gastroenterite humana. Investigou-se a presenca de estirpes de Campylobacter
em amostras de 4gua do baixo curso do rio S&o Jodo — RJ, e como complemento da pesquisa, na d4gua de abastecimento, pogos, e
fezes de voluntarios. No processo de isolamento e identificacdo realizou-se a andlise fenotipica e genotipica, caracterizando as
seguintes espécies: C. jejuni (50%), C. coli (21,43%) e Campylobacter spp. (28,57%). O alto indice de isolamento no rio S&o Jodo,
indica a contaminagdo por essa bactéria e sua possivel manutencdo natural no ambiente. Pela ndo deteccdo na agua distribuida pela
rede publica sugere efetividade no processo de tratamento, ja que a agua € retirada da lagoa de Juturnaiba, um dos pontos que
apresentou maior percentual de positividade para este género dentro do nosso estudo. Politicas publicas e a¢des de saneamento
representardo a melhoria da qualidade de vida da populacéo que estd diretamente exposta, possibilitando mitigar agravos a satde da
populacéo em decorréncia ao uso recreativo do rio.
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Abstract

Isolation and genetic characterization of Campylobacter spp. strains in human and environmental samples: implications for public
health. A zoonosis and bacterial disease, campylobacteriosis, is predominantly caused by Campylobacter jejuni and Campylobacter
coli, agents that are responsible for frequent cases of human gastroenteritis worldwide. It was investigated the presence of
Campylobacter spp. in water samples in the lower course of Sdo Jodo river - RJ, and complement the research, in the water supply,
wells, and volunteers' feces. The process for isolation and identification was done by phenotypic and genotypic analysis,
characterizing the following species: C. jejuni (50%), C. coli (21.43%) and Campylobacter spp. (28.57%). The high isolation
Campylobacter rate in S8o Jodo river indicates that contamination by these bacteria and their possible retention in the natural
environment. For non-detection in the public water distributed suggests effectivity in treatment process, since the water is removed
from Juturnaiba lagoon, one of the points which presented higher percentage of positivity for this genus within our study. Public
politicians and sanitation actions policies will represent an improvement the quality of life in population that is directly exposed,
allowing mitigate health problems due to recreational use of this river.
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Introducao
pode ser auto limitante com remissdo dos

A campilobacteriose é uma zoonose de sintomas agudos entre dois a trés dias e cura

distribuicdo mundial, onde ao adquirir a infeccéo
por via oro-fecal, o periodo de incubagdo no ser
humano varia de 24 a 72 horas, podendo, assim
como a Salmonella, causar distarbios que variam
desde infeccdo inaparente até  disenteria
incapacitante. Os principais sintomas sdo febre,
dor abdominal, vomito e diarreia, podendo ser
observado também, desidratacdo, cefaleia,
mialgia, fadiga e artralgia. Em 50 a 90% dos casos
as fezes liquidas podem apresentar sangue visivel
ou oculto, muco e leucécitos. O curso da doenca

completa entre uma semana a dez dias (Saleha et
al., 1998; Acha & Szyfres, 2001; Songer & Post,
2005).

Durante a infeccdo podem se manifestar
complicagbes incluindo apendicite, colecistite,
pancreatite,  peritonite,  bacteremia,  sepse,
meningite, endocardite, osteomielite e uveite,
além de complicacbes pds-infeccdo como artrite
infecciosa reativa, aborto, sindrome hemolitica
urémica, sindrome de Miller Fisher e sindrome de
Guillain-Barré (Calil et al., 2008).
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De acordo com Fernandez (2005) nos
paises em desenvolvimento, incluindo os da
América do Sul, o Campylobacter est4 presente
nas fezes de 10 a 35% das criancgas, podendo, a
auséncia de controle higiénico-sanitario e a falta
de saneamento bésico, acarretar em prematuras
infeccbes e reinfecgBes, contribuindo, além para
condicdo de  portadoras  intestinais  de
Campylobacter para 0 aumento dos titulos séricos
de anticorpos.

Sob aspectos da gestdo ambiental, o termo
contaminacdo é wusado para expressar as
modificacdes  das  caracteristicas  naturais
ambientais, causada por elementos que langados
na agua, no ar, no solo, etc., torna-os diferentes e
nocivos, seja pela presenca de substancias toxicas
ou pela existéncia de agentes patogénicos,
prejudicando o substrato, ou 0 entorno, em tal
grau que crie ou ofereca riscos reais a vida e a
salde. O elemento contaminante é de carater ativo
e deve ser encarado como um problema de salde
publica (Soares & Ferreira, 2004).

A satde ambiental como subérea da salde
publica, busca articular o conhecimento cientifico
interdisciplinar, de forma a contribuir para a
formulacdo de politicas publicas para o
desenvolvimento humano sustentavel, através da
inter-relagdo entre os aspectos do ambiente que
impactam a salde e vice-versa, como forma de
entender cada vez mais esse processo interativo e
dindmico, proporcionando mitigar com ag0es
concretas 0s agravos a salde e ao ambiente (Tucci
et al., 2000).

Do ponto de vista da questdo saude, a
influéncia do ambiente pode ser positiva ou
negativa, na medida em que promova condicdes
gue propiciem o bem estar e a plena realizacéo
das capacidades humanas para todas as
populagdes ou contribuam para o aparecimento e
manutencdo de doencas, agravos e lesdes
traumaticas colaborando para o aniquilamento e
morte da populacdo como um todo ou para grupos
populacionais particulares (Geo-Brasil, 2002).

A promocdo do acesso a agua de
gualidade e a protecdo contra 0S riscos
decorrentes dos contaminantes de importancia e
repercussao na saude publica presentes na agua
sdo de grande relevancia para a humanidade
(Lehtola et al., 2006, Fernandes Neto & Ferreira,
2007; Pitkénen, 2013). Nesse aspecto, 0 Conselho
Nacional de Salde apresenta a sociedade
brasileira 0s maiores desafios atuais para o
Sistema Unico de Salde (SUS): estruturacio do
novo modelo de atencdo a salde que, a partir da
grande funcdo de saude publica, subordine os
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conceitos e programas de assisténcia médica
individual aos preceitos e programas dos
interesses coletivos e direitos da cidadania, e
realize, efetivamente, as agdes de promogédo e
protecdo da saude (Conselho Nacional de Saude,
2002).

Segundo a Organizagdo Mundial de Salde
(OMS), cerca de 85% das doencas conhecidas sdo
de veiculagdo hidrica, ou seja, estdo relacionadas
a agua. O agravo em salde, mais comumente
associado a agua contaminada por esgotos, é a
gastrenterite, que pode levar principalmente as
criancas, a desidratacdo (Scarcelli et al., 1998).
Destaca, ainda, o fato do Campylobacter jejuni ser
0 agente mais freguentemente relatado nos casos
de gastrenterite em seres humanos nos paises
desenvolvidos.

Sua presenca remete a diarréia aguda com
célicas abdominais, onde pessoas de todas as
idades podem ser afetadas pela doenca. C. jejuni e
C. coli sdo as espécies de maior importancia
destas enfermidades em humanos e estdo
associadas a quadros esporadicos de diarréia. A
doenca tem a duracéo de 2 a 5 dias, podendo em
alguns individuos apresentar sintomas até o
décimo dia de infeccdo. Todavia, como o contato
entre as pessoas e as fontes de contaminacéo sdo
pouco frequentes, ndo ha o desenvolvimento
precoce da imunidade, levando os pacientes a
quadros graves de gastrenterite aguda quando
ocorre 0 primeiro contato (Butzler, 2004).

No Brasil ha relatos demonstrando a
presenca de Campylobacter spp. em fezes de
individuos com diarréia aguda ou cronica e até em
individuos assintomaticos, observando-se que a
incidéncia nos quadros diarréicos tem variado
entre 2,3% a 17,0%, dependendo da faixa etaria e
das condi¢bes socioecondbmicas dos pacientes
(Ruiz-Esquide et al., 2003). Todavia por seu
potencial de veiculagcdo hidrica, ha subsidios
cientificos que apontam ser de suma importancia
obter-se dados em relagdo a sua distribuicdo
nestes ambientes e possiveis portadores, bem
como sua relagdo com acometimentos diarréicos
na populacdo, sendo esta a vertente exploratéria
deste artigo.

Material e Métodos

Caracterizacdo do Sitio de Estudo: bacia
do rio Séo Joédo

O rio S&o Jodo inicia sua jornada a 800 m
de altitude, no municipio de Cachoeiras de
Macacu, num ramo da serra do Mar conhecida por
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serra do Sambé. Apresenta as coordenadas de 22°
20” ¢ 22° 50” de latitude sul e 42° 00° e 42° 40 de
longitude oeste, compreendendo uma superficie
de 2.160 km?. Seu curso é de 120 km e apresenta-
se do seguinte modo: a) alto S&o Jodo - das

nascentes, no trecho de montanha, até ingressar na
planicie, com 5 km; b) médio S&o Jodo — ingressa
na planicie até a represa de Juturnaiba, com 50
km; ¢) represa de Juturnaiba, onde cerca de 13 km
de leito estdo submersos; e d) baixo S&o Jodo - da
barragem até a foz, com 65 km (Figura 1).

Figura 1. Bacia do rio Sdo Jodo e Morro Séo Jodo, Rio de Janeiro
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Coleta e analise de amostras humanas

Para a coleta de amostras de fezes se
fizeram contatos prévios com dois Postos de
Saude, duas unidades do Programa de Saude da
Familia (PSF), uma associagdo de servigos a
comunidade e duas creches. Todas essas
instituicGes se localizam na regido do entorno da
foz do rio Séo Jodo, no periodo do presente
estudo. Dispositivos do tipo swab com meio de
transporte Cary-Blair (conservante) foram usados
para a obtencédo das amostras fecais. Entre a coleta
e 0 processamento do material, o tempo
transcorrido, ndo ultrapassou um periodo total de
uma semana, evitando-se assim, a perda de
viabilidade dos microrganismos presentes na
amostra.

A semeadura foi realizada em placa de
Petri com 0 mesmo meio de cultura usado para o
isolamento em amostras de &gua. O Unico
diferencial entre as duas técnicas de
processamento das amostras foi o inoculo do
material, que neste caso foi realizado com o
préprio swab, apoiado em uma das extremidades
da placa, seguindo-se entdo a semeadura em “T”,
feita com alca bacteriol6gica.

Coleta e analise de amostras ambientais

Para a andlise de amostras de agua,
originarias do rio e da &gua de abastecimento,
foram coletadas 200 mL em frascos estéreis,
acondicionados sob refrigeragdo em caixa térmica,
até o momento do processamento, que nao
excedeu seis horas entre a coleta e o
processamento.

No laboratério, o material foi centrifugado
em tubos de centrifuga estéreis do tipo FALCON®
a 3000 rpm por 30 minutos a 4°. O pellet foi
semeado em placas de Petri contendo meio
enriquecido e seletivo de Agar Columbia com 5%
de sangue desfibrinado de carneiro ou 0,4% de
carvdo ativo, acrescido de 5% de uma solucéo
redutora de oxigénio (FBP) e 0,5% de uma
solucdo de antibidticos (cloranfenicol e
gentamicina). Apés a semeadura, as placas de
Petri foram colocadas em jarra metélica hermética
com atmosfera de microaerofilia (Probac do
Brasil) e incubadas a 37°C por 72 a 96 horas. A
leitura do crescimento foi realizada apds o periodo
de incubacdo, onde colénias sem cor,
transparentes e com brilho, lembrando gotas
d’agua foram selecionadas como sendo suspeitas
de Campylobacter spp. (Andrade et al., 2007).
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A partir das colbnias suspeitas, a
identificacdo em carater presuntiva foi realizada
por microscopia em laminas com esfregaco das
colonias fixadas e utilizando-se o método de
Gram. A observacdo foi realizada em microscopio
de luz (campo claro), para a observacdo das
caracteristicas celulares tipicas do género
bacteriano. A identificacdo presuntiva das
amostras é obtida pela observacdo de bacilos
(bastonetes) curvos ou em forma de “S”, Gram
negativos ou pela presenca de células cocoides,
caracteristicas de amostras em  estagio
degenerativo (Montolio et al., 2005).

As amostras de coldnias tipicas, que se
desenvolveram nos meios seletivos e que se
enquadraram como suspeitas de Campylobacter
spp., foram entdo submetidas a provas
bioguimicas cléssicas para a confirmacdo de
género bacteriano e identificagdo ao nivel de
espécie (Filgueiras & Hofer, 1989).

Analises de Biologia Molecular

Utilizaram-se  andlises de biologia
molecular para a confirmagdo dos resultados
obtidos na metodologia classica ou nos casos de
eliminacdo de duvidas de identificagdo, onde
cepas controle de C. jejuni e C. coli foram
incluidas em todos os testes como controles
positivos. Em todas as amostras com isolamento
de Campylobacter, se obteve quantidade
suficiente de material a partir da massa de
Tabela 1. Primers usados para PCR neste estudo.
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crescimento bacteriano apds semeadura em Agar
Columbia, para aplicar a técnica de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), Multiplex (Vilardo et
al., 2006).

A extracdo e purificagdo do DNA total
foram realizadas por métodos classicos e por kits
comerciais seguindo seus protocolos proprios,
posteriormente foram executadas as técnicas de
PCR e eletroforese em gel de agarose. Algumas
colbnias provenientes do crescimento ja descrito,
em placas de meio de Agar Columbia foram
ressuspendidas em 100 ul de tampéo estéril TE
(10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0), a fim de
obter 2 x 10° células por ml (Englen & Kelley,
2000).

Para a extragcio do DNA bacteriano,
foram aplicados dois diferentes métodos com o
intuito de avaliar qual deles era o mais eficiente:
extracdo pela guanidina e utilizando o Kit de
extragdo GenomicPrep™ Cells and Tissue DNA
Isolation (Roche Diagnostics Corp.).

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

O DNA extraido foi submetido ao PCR
através amplificacdo em um termociclador
automatico (PTC 150 - MJ Research,
Incorporation). Os iniciadores (primers) utilizados
foram definidos com base em sequéncias
conhecidas e utilizadas para 0s microrganismos de
interesse (Tabela 1).

Nomenclatura dos Primers Sequéncia dos Oligonucleotideos Gene
pg3 (5'- GAACTTGAACCGATTTG - 3) flaA
pg50 (5'- ATGGGATTTCGTATTAAC - 3) flaA
Cl (5'- CAAATAAAGTTAGAGGTAGAATGT-3")  ndo-determinado
C4 (5-GGATAAGCACTAGCTAGCTGAT - 3 ndo-determinado
C412F (5'-GGATGACACTTTTCGGAGC-3) 16S rRNA
C1288R (5-CATTGTAGCACGTGTGTC-3)) 16S rRNA
F2B (5-TGGAGGGTAATTTAGATATG-3) cadF
R1B (5'-CTAATACCTAAAGTTGAAAC-3) cadF

Apos a reacdo de PCR, 10uL de todos os
produtos amplificados e 7uL de um marcador de
peso molecular de 100 pb (invitrogen) foram
analisados atraves de eletroforese em gel de
agarose a 1,0%. Apds a etapa de corrida (TBE
0,5x), o gel foi corado com solucdo de brometo de
etidio (Sigma, St. Louis, IL, EUA) na
concentracao de 0,5 mg/mL, descorado em agua e
observado em sistema de transiluminacdo
(Sambrook et al., 2001). A fotografia digital do
gel e das bandas de DNA separadas
eletroforeticamente foi realizada em aparelho tipo

Gel Doc UVP GDS 7.500 (Gel Documentation
System, Califérnia, EUA).

Aspectos Eticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa, Escola Nacional de Salde
Publica Sérgio Arouca (Ensp/Fiocruz). Todos 0s
sujeitos receberam informacdes sobre a pesquisa,
tendo assinado o formulério do consentimento
informado antes de participar e assegurados o
anonimato e a confidencialidade.
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Resultados

A pesquisa totalizou 110 amostras
englobando material de origem fecal e hidrica.

Amostras de material de origem fecal

De um total de 55 amostras de material de
origem fecal, foram positivas Campylobacter 2

amostras, confirmadas pela metodologia
classica e pelas provas moleculares, ambas de
individuos do sexo feminino, sem diarreia,
maiores de 18 anos que frequentavam a mesma
associagdo de moradores do local, encontramos
duas diferentes espécies de C. coli e C. jejuni. A
tabela 2 apresenta as caracteristicas do grupo de
humanos trabalhado.

Tabela 2. Dados obtidos do material de origem fecal humana

Total de Grupo etério Diarreia Resultado
amostras - = — -
<de 18 anos >de 18 anos M F Sim N&o Positivo Negativo
55 26 29 26 29 14 41 2 53

Amostras de agua

De um total de 55 amostras de agua (51
amostras do rio S&o Jodo, 2 amostras de pogo
artesiano domiciliar, 1 amostra de reservatério de
agua de chuva (Prefeitura de Barra de Sao Jodo) e
1 amostra de caixa d'agua (Prefeitura de Barra de
Séo Jodo), foram positivas para Campylobacter 22
amostras, das quais, 21 eram do rio S8 Jodo e
uma amostra de pogo, comprovadas pelas provas
morfo-tintoriais e bioquimicas.

Entre os isolados gerais de todas as fontes
pesquisadas obteve-se 24 amostras positivas, das
quais 12 foram agrupadas na espécie C. jejuni, 4
amostras na espécie C. coli e 8 amostras
agrupadas no género Campylobacter spp.

Apos a caracterizacdo bioquimica classica
as amostras foram submetidas as extracOes
quimicas através da Guanidina e da precipitacdo
dos sais (kit GFX — GE health -care),
evidenciando os dois métodos boa eficacia na
qualidade do DNA extraido (Pitkdnen et al.,
2013).

Para a pesquisa molecular associada ao
género, utilizou-se primers que amplificam um
fragmento de 816-pb somente encontrado nas
espécies de Campylobacter urease positivos
termotolerantes (UPTC) e Ureolyticus: C412F, 5'-
GGATGACACTTTTCGGAGC-3' e C1288R, 5"-
CATTGTAGCACGTGTGTC-3' (figura 2). As
amostras 1, 10, 11, 12 e 14 evidenciaram a
variavel testada.

Figura 2. Gel do PCR realizado com os primers de género
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A figuras 3 e a figura 4 apresentam o
resultado em gel de agarose a 1% feito com os
produtos do multiplex PCR com o0s primers
associados as espécies C. coli e C. jejuni. Pg3 (5'-
GAACTTGAACCGATTTG - 3, pg50 (5-
ATGGGATTTCGTATTAAC-3), C1 (5-

CAAATAAAGTTAGAGGTAGAATG T-3), C4
(5-GGATAAGCACTAGCTAGCTGAT- 3. Na
figura 3a, as amostras 4, 5, 6, 7, 8, 10 e 15 sdo
identificadas como C. jejuni. Na figura 3b, a
amostra 12 ¢ identificada como C. coli e as
amostras 13 e 14 identificadas como C. jejuni.
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Figura 3. Géis de agarose apresentando o resultado da PCR com o0s
primers associados a diferenciacdo das espécies
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Figura 4. Géis de agarose apresentando o resultado da PCR com os
primers associados a diferenciacdo das espécies

Discussao

A partir dos resultados obtidos aliados
com o0 conhecimento da precariedade na rede de
saneamento da regido observada em nossas
visitas, identificamos  potencialidade para
contaminagdo dos corpos d’agua da regido por
amostras de Campylobacter spp. A auséncia de
sintomas diarréicos nesses individuos pode estar
ligada a contato precoce e fregiente com o
microorganismo, o que pode levar a geracdo de
uma imunidade ainda na infancia possibilitando
quadros leves ou assintométicos na idade adulta
(Tosin & Machado, 1995). A questdo fundamental
em termos de saude puablica esta associada a

melhoria das condicdes sanitarias desta populacao
prevenindo esse tipo de condicdo, que favorece o
contato e a conseqiiente infeccdo por agentes
bacterianos patogénicos.

Quanto as amostras fecais, a partir de
conversas com moradores da regido do entorno
dos pontos de coleta, tomamos ciéncia da
ocorréncia de alguns episédios diarréicos na
localidade. Todavia, ndo foram isoladas cepas de
Campylobacter de individuos  diarréicos.
Provavelmente os individuos com sintomatologia
diarréica, ou estavam acometidos por outros tipos
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de microrganismos ou esse agravo estava
associado a disturbios alimentares.

Um fato observado durante o
processamento das amostras de origem ambiental
foi que estas amostras demoraram um tempo
muito maior para se desenvolver nos meios de
cultura classicos do que as amostras provenientes
de animais e humanos. Nestes isolamentos foi
necessario aguardar até 96 h para obtengdo de
crescimento em placa enquanto que, nas outras
amostras (fezes) em 48 h ja era possivel detectar o
crescimento bacteriano.

Conclusoes

No Brasil, desde seu reconhecimento
como agente etiolégico até pouco tempo, se
considerava o isolamento de Campylobacter de
ambiente ou de processos diarréicos um
acontecimento excepcional, essa idéia, difundida
por varios pesquisadores, fez com que esse género
bacteriano fosse considerado de raro isolamento
em nosso pais. Avaliando trabalhos publicados em
outros paises e o presente estudo, verifica-se que
seu isolamento ndo é um fato tdo incomum como
se supunha, principalmente quando verificamos
seu alto indice de isolamento em amostras
ambientais e a presenca de portadores animais e
humanos assintomaticos higidos como foi
verificado neste trabalho.

As questdes ambientais atualmente estdo
na pauta dos debates mundiais, porém, na pratica,
pouco esta sendo feito para proteger o elemento
essencial para vida humana, a &gua. A degradacéo
dos recursos hidricos é crescente, pois acompanha
as atividades humanas de urbanizacdo,
desmatamento, agricultura e industrializacdo que
provocam todo tipo de contaminacdo. E preciso
posturas mais firmes em termos de legislacéo contra
0 desperdicio de agua e contra a degradagdo de
nossos mananciais de abastecimento, para que o
consumo no futuro seja garantido.

A existéncia de novas metodologias
laboratoriais permitiu pesquisar e quantificar
niveis baixos de microrganismos e toxinas, assim
como identificar, de forma inequivoca, espécies,
sorotipos, fagotipos e fatores de patogenicidade.
Deste modo, tornou-se assim possivel melhorar o
conhecimento dos patdgenos e conseguir
diferencia-los. Com tudo isto, estamos perante
novos cenarios para surtos, podendo constatar
surtos difusos e dispersos, de cunho ambiental em
evidéncias cada vez mais frequentes.

Com isso, acreditamos que este trabalho
venha contribuir para aumentar as informagoes
disponiveis em nosso pais sobre a distribuicdo

deste género bacteriano em ambientes aquaticos e
sua acdo patogénica.
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