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Campylobacter é a causa mais frequente de gastroenterite bacteriana na Europa. Ao
contrdrio de outras doengas zoondticas, a incidéncia europeia de infe¢des por
Campylobacter aumentou na Ultima década. Das diversas espécies de Campylobacter séo
as termdfilas as mais frequentemente associadas a infecdo humana, nomeadamente
Campylobacter jejuni, responsavel por cerca de 80% a 90% dos casos de campilobacteriose,
seguida por Campylobacter coli. A maneira mais frequente de um individuo se infetar com
Campylobacter é através do consumo de alimentos contaminados principalmente aves,
sendo a carne de frango apontada como a principal fonte de campilobacteriose.

A detecdo de Campylobacter em alimentos e animais € geralmente baseada em cultura.
Métodos moleculares, Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e Matrix Assisted Laser
Desorption lonisation Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF-MS), sdo usados para
identificacao das espécies.

O presente projeto teve quatro objetivos. O primeiro consistiu em validar uma metodologia
para detetar, em amostras de carne de frango e em esfregacos de superficies de
embalagens que acondicionavam carne de frango, a presenca de C. jejuni e C. coli no meio
de enriquecimento, por uma reacao em cadeia da polimerase (Screening-PCR) baseada na
amplificacdo do gene mapA de C. jejuni e do gene ceuE de C. coli. As amostras, ap6s
submetidas a um enriquecimento, foram isoladas em meios seletivos para detecéo e
posterior caracterizagdo do microrganismo alvo, segundo a ISO 10272-1:2017. O segundo
objetivo consistiu em validar a metodologia Screening-PCR em pools de amostras de carne
de frango e em pools de esfregacos de superficies de embalagens. Pretendeu-se ainda a
monitorizacdo da presenca de Campylobacter em carne de frago no retalho e na superficie
exterior das embalagens onde a carne de frango se encontrava acondicionada. A
monitorizagcado de embalagens é importante para avaliar o risco de contaminacéo pelo
contacto com as méaos e superficies entre as quais as de géneros alimenticios.

As amostras foram selecionadas por conveniéncia tendo sido recolhidas em supermercados
e talhos na regido norte de Portugal. Foram recolhidas amostras de carne de frango (n=60) e
superficies de embalagens contendo carne de frango (n=63).

A metodologia de Screening-PCR do meio de enriquecimento ndo detetou falsos negativos,
tendo o resultado sido concordante com a detecdo de Campylobacter de acordo com a ISO
10272-1:2017 em 96% das amostras ensaiadas. Em 4% das amostras foi detetada a
presenca de genes para C. jejuni e/ou C. coli por PCR no caldo de enriquecimento, mas ndo
foi possivel isolar essas estirpes. A metodologia de PCR evidenciou a dificuldade do
isolamento de mais de uma espécie na mesma amostra.

A monitorizacao da presenca de Campylobacter em 10 gramas de carne de frango e em
embalagens de carne de frango colocadas no retalho permitiu detetar a presenca
respetivamente em 58% e 27% das amostras ensaiadas. Foi detetada a presenca de C.
jejuni em 88% e C. coli em 25% das amostras positivas para Campylobacter spp. Nas
amostras positivas no Screening-PCR para ambas as espécies, nao foi possivel isolar as
duas espécies em 81% das amostras.

Estes nimeros mostram a importancia de consciencializar a populacéo dos cuidados
necessarios de higiene na manipulacao de carne de frango, na separagéo dos géneros



alimenticios crus e das respetivas embalagens de alimentos que se encontram prontos para
sere consumidos, bem como dos que nao vao ter um processo térmico e das superficies
utilizadas no seu processamento. A presente dissertacdo apresenta uma metodologia que
rapidamente diferencia os casos negativos dos provaveis positivos, sendo s nestes,
necessario prosseguir o ensaio para confirmagao da presenca de Campylobacter spp. por
isolamento de estirpes. A utilizacdo de pools de amostras foi validada o que permitiu diminuir
gastos e aumentar nUmero de amostras a ser testadas por reacdo, em futuros estudos de
monitorizacdo. Ficamos cientes que a identificacdo de espécies de Campylobacter presentes
nas amostras tera de ser realizada num maior nimero de coldnias isoladas do que as 5
estabelecidas para a detecdo do género Campylobacter. As estirpes isoladas neste estudo
poderao ser utilizadas em estudos de avaliacdo de resisténcia de Campylobacter a
antimicrobianos, pesquisar fatores de viruléncia, comparar com estirpes isoladas em
humanos, animais e no ambiente, entre outros estudos que irdo ajudar ao conhecimento da
epidemiologia da campilobacteriose e facilitar a gest&o do risco.
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Campylobacter is the most common cause of bacterial gastroenteritis in
Europe. Unlike other zoonotic diseases, the number of infections by
Campylobacter has increased in the last decade. Of the various species of
Campylobacter, thermophilic Campylobacter are those which are most
commonly associated with human infection, specifically Campylobacter jejuni
which accounts for approximately 80%-90% of campylobacteriosis cases
followed by Campylobacter coli. Infection by Campylobacter is most frequently
spread through the consumption of contaminated foods, particularly poultry.
Chicken meat has been considered the main source of contamination by
Campylobacter.

The most used and trusted method of detection of Campylobacter in food and
animals is by culture. Molecular methods Polymerase Chain Reaction (PCR)
and Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time of Flight Mass
Spectrometry (MALDI-TOF-MS) are used in the identification of species.

There were four aims to this project; firstly, the validation of a screening method
used to detect the presence of C. jejuni and C. coli in both poultry samples and
swabs of the outer packaging of poultry in an enrichment medium by screening
for polymerase chain reaction (PCR) based on the amplification of the mapA
gene in C. jejuni and the ceuE gene in C. coli. After being enriched samples
were isolated in selective mediums for the detection and later characterization
of the targeted microorganism according to ISO 10272-1:2017. The second aim
of this project was the implementation and validation of the screening-PCR
method by pooling chicken and packaging swab samples. It was also intended
to monitor the presence of Campylobacter in commercially sold chicken, and on
the outer packaging of poultry. Testing packaging is crucial in assessing the
risk of contamination through contact with our hands and contact with other
surfaces, namely food surfaces.

Samples were selected based on convenience and were take from both
supermarkets and butchers in the northern region of Portugal. Poultry (n=60)
and poultry packaging (h=63) samples were used.

The conventional combined PCR and enrichment-based screening method did
not detect any false negatives and the results were in line with ISO 10272-
1:2017 in the detection of the Campylobacter species in 96% of the test
samples. The presence of Campylobacter genes was detected in 4% of the
samples by using the Screening-PCR, however it was not possible to isolate
these strains.

The PCR method proved inefficient in isolating more than one species in the
same sample.

The monitorization of the presence of Campylobacter in 10 grams of
commercially sold chicken and packaging enable detection of a respective 58%
presence and 27% presence in the test samples. C. jejuni was detected in 88%
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and C. coli was detected in 25% of the samples which testes positive for
Campylobacter spp. In the positive samples in Screening-PCR for both
species, it was not possible to isolate the two species in 81% of the samples.
These figures emphasize the need to raise the public’s awareness as to proper
hygiene practices when handling poultry and surfaces used when processing
chicken as well as the need to correctly separate raw foodstuffs and respective
packaging from ready-to-eat foods and foods that do not require thermal
processing. The present thesis presents a methodology that quickly
differentiates the negative from the probable positive cases, being only in
these, it is necessary to continue the test to confirm the presence of
Campylobacter spp. Isolation of strains. The use of sample pools has been
validated, which allows reducing costs and increasing sampling in future
monitoring studies. We were aware that the identification of Campylobacter
species present in the samples will have to be carried out in a greater number
of isolated colonies. The strains isolated in this study can be used in studies to
evaluate Campylobacter resistance it antimicrobials, evaluate virulence factors,
compare with strains isolated in humans, animals and the environment, among
other studies that will help to understand the epidemiology of
campilobacteriosis and facilitate risk management.

Vi
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Figura 22-Amplificagao por PCR do gene ceuE, de ADN extraido através do método de
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1. CONTEXTUALIZAGAO E OBJETIVOS



Campylobacter- Impacte na saude humana e na seguranga alimentar
1-Contextualizagdo e Objetivos

A maioria das infe¢bes bacterianas adquiridas através do consumo de alimentos tém como
principal fonte de transmissdo alimentos de origem animal (Heredia & Garcia, 2018). A dieta do
consumidor tem vindo a sofrer altera¢des ao longo dos tempos, verificando-se um aumento no
consumo de proteina e, consequentemente, um aumento no consumo de carne (Dhama et al.,
2013). A carne de frango tem sido das mais consumidas mundialmente, devido ao elevado teor
proteico (Geissler & Powers, 2017). Este fator leva a que ocorra um aumento na producdo
animal e no processamento de carne, que, por sua vez, conduz a um aumento do risco de

microrganismos patogénicos serem transmitidos por alimentos (Heredia & Garcia, 2018).

De acordo com os dados da European Food Safety Authority (EFSA) e do European Center for
Disease Prevention and Control (ECDC) a campilobacteriose é a zoonose mais notificada na
Europa, sendo desde 2005 a causa mais comum de gastroenterite em humanos, apresentando-
se estavel quanto ao numero de casos no periodo de 2014 a 2018 (EFSA-ECDC, 2019, Oleastro
et al., 2014).

As espécies bacterianas pertencentes ao género Campylobacter encontram-se amplamente
distribuidas em animais de sangue quente (WHO, 2020), apresentando uma relagdo comensal
com o hospedeiro (Facciola et al., 2017). O género Campylobacter é comensal do trato
gastrointestinal de muitos animais selvagens e animais domésticos incluindo animais de
companhia como caes e gatos. Esta frequentemente associado a espécies aviarias utilizadas para
consumo humano. As aves, em particular as aves domésticas, sdo o hospedeiro de eleicdo,
estando grande parte da producdo mundial de aves colonizada por Campylobacter (Facciola et
al., 2017). Estudos de fontes de transmissdo de campilobacteriose humana estimam que 20%-

40% dos casos se atribuem ao manuseamento e consumo de carne de frango (EFSA, 2011).

De entre as diferentes espécies de Campylobacter, as termdfilas sdo as que se encontram mais
relacionadas com infe¢des gastrointestinais (Hu & Kopecko, 2003). No ano de 2018, dos casos
relatados de campilobacteriose na Unido Europeia (UE), 83,9% foram provocados por C. jejuni,
10,3% por C. coli, 0,1% por C. lari, 0,1% C. upsaliensis e 0,1% por C. fetus (EFSA-ECDC, 2019).

Das espécies de Campylobacter termoéfilas, as mais frequentemente associadas a infe¢ao por

Campylobacter no Homem sao C. jejuni e C. coli.

A suscetibilidade a uma infecdo por Campylobacter esta relacionada com as caracteristicas

especificas do hospedeiro como: a genética, a idade, a imunidade, terapia iniciada (medicacdo);
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com fatores especificos da estirpe, que Ihe conferem viruléncia (Agnetti et al., 2019; Silva et al.,
2011); como a dose ingerida; o veiculo onde se encontra o agente infetante e as condi¢es no
local da colonizagdo, tais como a acidez do estbmago e microbiota intestinal (Dicksved et al.,
2014; Janssen et al., 2008). A sintomatologia da infecdo por Campylobacter geralmente é
caracterizada por diarreia (habitualmente com sangue), febre e cdlicas estomacais podendo este
guadro ser acompanhado por nduseas e vomitos. Os sintomas comecam 2 a 5 dias depois do
individuo ingerir um alimento contaminado com Campylobacter e tém a duracdo de uma
semana(WHO,2020). Por vezes, as infe¢des por Campylobacter podem repercutir-se noutras
patologias, como a sindrome do intestino irritdvel, paralisia temporaria ou artrite.
Em pessoas com o sistema imunoldgico debilitado, infecdes por Campylobacter ocasionalmente
pode dar origem a patologias mais graves como septicémias, artrite reativa e sindrome de

Guillain Barré (SGB) (Moore et al., 2005; Wassenaar & Blaser, 1999).

Em Portugal, os dados relativos a infecdo por Campylobacter sdo escassos uma vez que so a
partir do ano de 2014 é que a campilobacteriose passou a ser uma doenga de notificacdo

obrigatdria (DGS, 2016).

Apesar da vigilancia na maioria dos estados-membro da UE, os casos notificados ndo
representam a totalidade dos casos de infe¢bes por Campylobacter (EFSA-ECDC, 2019). Alguns
paises mostraram um aumento de casos notificados, nomeadamente Portugal. Este aumento
pode ser resultante do avango nos sistemas de vigilancia, melhores diagndsticos clinicos de
rotina, um reforco na obrigatoriedade de os laboratérios de analises clinicas terem um sistema
de notificacdo de resultados positivos, mas também, podera ser um aumento resultante da

exposicdo ao agente patogénico.

Pelo exposto, foi considerado pertinente desenvolver um estudo sobre Campylobacter e qual o
seu impacte na Saude Humana e na Seguranca Alimentar definindo como objetivos especificos:
e validar uma metodologia que utiliza uma reagdao em cadeia da polimerase a

partir do caldo de enriquecimento (Screening-PCR), para detetar a presenca

de C. jejuni e C. coli em amostras de carne de frango e em esfregacos de

superficies de embalagens que acondicionam carne de frango;
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e implementar e validar a metodologia de Screening-PCR a partir de pools de
amostras de carne de frango e de pools de esfregacos de superficies de
embalagens, onde estas se encontravam acondicionadas;

e monitorizar a presenca de Campylobacter spp. em carne de frango no retalho;

e monitorizar a presenga de Campylobacter spp. na superficie de embalagens

gue acondicionam carne de frango no retalho.



2. INTRODUCAO
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2.1 Campylobacter spp.

Este género bacteriano foi observado e identificado pela primeira vez, em 1886, por Theodor
Escherich, em amostras de fezes de criangas cuja causa de morte foi diagnosticada como “célera
infantil”, onde foi detetado um novo microrganismo que denominou por “pequeno Vibrio” (King
& Adams, 2008; Samanta & Bandyopadhyay, 2019; Vandamme et al., 2010). Em 1963, Sebal e
Véron diferenciaram as bactérias da familia Vibrionaceae e, devido a falta de semelhancas entre
esta familia bacteriana e os microrganismos denominados por “pequeno Vibrio”, foi proposto

um novo género bacteriano, Campylobacter (Tresse et al., 2017; Whitehouse et al., 2018).

O género Campylobacter é constituido por bactérias gram-negativo com morfologia de bacilo,
com forma espiral ou curva, muito fino e comprido (0,2-0,8 um de largura e 0,5-5 um de
comprimento) (Bolton, 2015; Kaakoush et al., 2015). A maioria é modvel apresentando um
movimento tipico em espiral conhecido como “corkscrew”, devido a presenca de um flagelo
polar numa ou em ambas as extremidades das células (Bolton, 2015; Samanta &
Bandyopadhyay, 2019). S3o bactérias produtoras de oxidase e quimiorganotréficas, cuja fonte
de energia sdo aminodcidos e intermediarios do ciclo carboxilico (Debruyne et al., 2008). Sdo
microaerofilicas, requerendo uma atmosfera com concentragdes de 5% de oxigénio, 10% de
diéxido de carbono e 85% de azoto (Facciola et al., 2017). Algumas espécies deste género sdo
termdfilas, ou seja, tém a capacidade de crescer a temperaturas entre os 30° C e 0s 47° C, sendo
a temperatura étima de crescimento 41,5° C, ndo apresentando crescimento abaixo dos 30° C

(Bhunia, 2008; Garénaux et al., 2008; Levin, 2007).

Tanto a sua capacidade de multiplicagdo como a de crescimento encontram-se dependentes do
stresse osmoético provocado pelo meio envolvente em que se encontram observando-se
crescimento quando:

1) as concentragGes de cloreto de sédio sdo inferiores a 2%, sendo a concentragdo
otima para o seu crescimento 0,5%;

2) os niveis de atividade de agua (aw) se encontram acima de 0,987, sendo 0,997
apresentado como valor ideal para o seu crescimento;

3) os niveis de pH se encontram entre 6,5 e 7,5 (Chlebicz & Slizewska, 2018; Facciola et

al., 2017; Levin, 2007; Senok & Botta, 2009).
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Perante condi¢cOes adversas como baixos niveis nutricionais ou ambientes aerdbios,
Campylobacter possui uma elevada capacidade de sobrevivéncia em biofilmes (Chlebicz &
Slizewska, 2018; Reuter et al., 2010). De forma a aumentar a sua resisténcia estas bactérias tém
a capacidade de criar biofilmes em cooperagao com outros microrganismos (Ica et al., 2012) e
consegue ainda assumir um estado vidvel mas nao cultivavel (VBNC) (Senok & Botta, 2009).
Quando as células bacterianas se encontram nesta fase de dorméncia frequentemente sofrem
alteracdes na sua morfologia, adquirindo a forma de cocos e uma reducdo de tamanho
(Bronowski et al., 2014). Apesar de continuarem possuidoras de flagelo perdem a sua
mobilidade mas a capacidade de adesdo aos alimentos e as células intestinais in vivo permanece
inalterada (Patrone et al, 2013). As espécies de Campylobacter sdo geneticamente
diversificadas (Meinersmann et al.,, 2002) e relativamente frageis dificultando a sua detecdo

através de métodos culturais em laboratério (Bronowski et al., 2014).

Com base na analise filogenética da sequéncia 16S ARNr, este género pertence a classe das &-
proteobactérias, nomeadamente a familia Campylobacteriaceae (Liu et al., 2018; Tresse et al.,

2017; Vandamme et al., 1991).

2.2 Epidemiologia

Campylobacter é um microrganismo comumente encontrado no intestino de animais de sangue
quente, nomeadamente em animais selvagens, animais domésticos e também em animais de

producdo (Damborg et al., 2004; Facciola et al., 2017; WHO, 2020).

A transmissdo de Campylobacter ocorre por via fecal-oral através do consumo de agua e

alimentos contaminados (Igwaran & Okoh, 2019; Newell et al., 2001; Ternhag et al., 2005).

Estima-se que a fonte de transmissdo, em cerca de 80% dos casos de campilobacteriose, tem
origem em aves (EFSA BIOHAZ, 2010). A carne de frango é apontada como o principal veiculo de
transmissdo de Campylobacter, nomeadamente através da manipulacdo ou consumo de carne
crua ou mal cozinhada (Bronowski et al., 2014; EFSA-ECDC, 2019; Sheppard et al., 2009;
Uyttendaele et al., 2006).

Existem varios fatores que influenciam a presenca de Campylobacter na carne de frango. Um

deles é a elevada sensibilidade a desidratacdo, sendo esta apontada como a causa para uma
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elevada concentracdao de Campylobacter muitas vezes encontrada em carnes de aves, devendo-
se ao facto das carcacas se manterem himidas apds o abate, sendo embaladas logo de seguida
possibilitando a sobrevivéncia prolongada deste microrganismo neste tipo de género
alimenticio (ACMSF, 2019). Outro fator importante é o facto do género Campylobacter possuir
a capacidade de criar biofilmes, o que Ihes confere maior resisténcia as lavagens e desinfe¢es
em matadouros (Koolman et al., 2015), além do que, a utilizacdo de dgua com cloro ndo se
revelou eficaz na desinfecdo de carcacas de aves (Northcutt et al., 2005). Mesmo apresentando
uma elevada sensibilidade ao oxigénio tém sido observadas estirpes nomeadamente de
Campylobacter jejuni, que apresentam uma hiperaerotolerancia e que geralmente estdo
presentes em carnes de aves (Oh et al., 2015). As células adaptadas ao stress oxidativo sdo
relatadas como sendo as mais virulentas (Mihaljevic et al., 2007), existindo isolados e com um
periodo prolongado de sobrevivéncia em carnes de frango (Oh et al., 2017), sendo estes
pertencentes a complexos clonais frequentemente implicados em infe¢do humana (Oh et al.,

2015, 2017).

De acordo com um estudo da literatura, cerca de 60% a 80% das carnes de aves presentes em
supermercados estdo contaminadas com Campylobacter, mais concretamente com C. jejuni
(Bull et al., 2006). As células bacterianas do género Campylobacter tém a capacidade de
contaminar tanto o exterior como o interior da carcaga do frango, estando este fator
relacionado com o excessivo manuseamento durante as etapas de processamento (On & Jordan,

2003).

Atualmente também existe uma maior preocupagdo relativamente a possibilidade de
transmissdo do microrganismo a partir da parte exterior de embalagens onde se encontram
acondicionadas carnes de frango (Burgess et al., 2005; Jorgensen et al., 2019).De acordo com
estudos realizados no Reino Unido, %3 a 6% das embalagens que acondicionavam carne de aves
encontravam-se contaminadas com Campylobacter. Na Nova Zelandia, cerca de 24% das
embalagens apresentavam positividade para o género Campylobacter (Burgess et al., 2005;

EFSA, 2010).

A transmissdo pode ainda ocorrer através do consumo de leite cru, vegetais e carnes vermelhas
mal cozinhadas (Igwaran & Okoh, 2019; Rapp et al., 2012). Diferentes veiculos contribuem para
a disseminacdo de Campylobacter, podendo também ocorrer a transmissdo através de insetos,
como a mosca(Facciola et al., 2017), assim como por via de contacto com material fecal de aves

selvagens em espacos publicos com jardins (Waldenstrom et al., 2010). Outros fatores de risco
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incluem nadar em aguas superficiais contaminadas, assim como o contacto direto com animais
infetados (EFSA-ECDC, 2019). As vias de transmissdo e contamina¢do de Campylobacter

encontram-se esquematizadas na Figura 1.

RESERVATORIOS
ANIMAIS DE ANIMAIS DE ANIMAIS
PRODUCAO ESTIMACAO SELVAGENS
VIAS DE CONTAMINAGAO
MEIO CADEIA DE CONTACTO
AMBIENTE PRODUCAO DIRETO
ALIMENTAR

4

VEICULOS DE EXPOSICAO

AGUA DE AGUA TRABALHADORES
_ FRUTAE ;
CONSUMO  RECREATIVA  CARNE  LETE ..o SUPERFICIES de MATADOUROS

HUMANO (rios , piscinas) e de QUINTAS

\ 4

Campilobacteriose

Figura 1-Reservatdrios, vias de contaminagdo e veiculos de exposigcdo de Campylobacter (Wagenaar et al., 2013)).

Um dos pontos criticos na via de transmissdao de Campylobacter ocorre na produc¢do primaria
(EFSA, 2010). O material fecal de frangos permite uma facil disseminacdo ambiental de
Campylobacter (Meunier et al., 2016). A contaminagdo nos aviarios através do ambiente é
considerada a maior fonte de contaminac¢do de Campylobacter em frangos (Horrocks et al.,

2009).

Do mesmo modo os matadouros também representam um ponto critico no controlo da
disseminacdo de Campylobacter, pois ao longo da linha de processamento hd uma reducdo
gradual na concentragdao de Campylobacter nas carcagas devido a remogdo das penas, as
lavagens e aos processos de refrigeracdao; mas quando se da uma rotura do intestino durante a

evisceracdo, além de ocorrer uma contaminacdo local, ocorre também uma contaminacgdo das
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carcacas posteriores (White et al., 1997). Apds serem eviscerados, os frangos passam por uma
etapa de imersdo, onde pode ocorrer um aumento de contaminacdo quando as condicdes
operacionais ndo sao as mais adequadas. Esta situagdo pode ocorrer como consequéncia de um
efluxo inadequado de agua, uma vez que o material fecal vai ficando acumulado nesta agua

facilitando a disseminagdo das bactérias (FAO & WHO, 2009).

Campylobacter spp. apresenta uma dose infeciosa relativamente baixa, sendo apenas
necessario uma concentracdo de 500 a 800 microrganismos para que a doenga se possa
manifestar no hospedeiro, facto que evidencia a elevada infecciosidade deste género bacteriano

(Black et al., 1988; Chlebicz & Slizewska, 2018; Epps et al., 2013).

Segundo dados obtidos pela EFSA, em 2018 foram confirmados 246.571 casos de
campilobacteriose em 28 estados-membro da UE, correspondendo a uma taxa de notificacao
de 64,1 casos por 100.000 habitantes. Portugal, encontra-se no grupo de paises pertencentes a
UE com menor taxa de notificacdo, 5,9 casos por 100.000 habitantes (EFSA-ECDC, 2019). Nos
ultimos anos, especificamente entre 2014 e 2018, os casos de infe¢ao por Campylobacter na UE
tém-se mantido estaveis, sendo que 93,8% dos casos notificados tiveram origem dentro da UE.
Dos casos notificados, 83,9% foram causados por C. jejuni e 10,3% por C. coli. A mortalidade

devido a casos de infe¢do por Campylobacter é baixa (0.03%) (EFSA-ECDC, 2019).

Observa-se sazonalidade relativamente ao nimero de casos reportados, verificando-se um
aumento de campilobacteriose nos meses de verdo. Em alguns anos tém sido observados picos
nos meses de inverno, nomeadamente durante os meses de dezembro e janeiro (Rosenquist et
al., 2009; Silva et al., 2011). O aumento de casos no verdo pode estar relacionado com o
aumento de insetos, nomeadamente moscas (Facciola et al., 2017), e os picos verificados no
inverno podem estar associados as épocas festivas, sendo este um periodo associado a um
aumento de viagens (EFSA-ECDC, 2019). Surtos por Campylobacter sdo raros, geralmente
quando ocorre uma infe¢do é de natureza esporadica com casos isolados, existindo dificuldade
no apuramento da causa dessa mesma infe¢do (Bronowski et al., 2014; Nachamkin & Nguyen,
2017; Whitehouse et al., 2018). Um dos surtos mais recentemente notificado ocorreu na Suécia,
tendo tido como causa o consumo de carne de aves contaminada. Este surto contabilizou mais
5000 casos reportados do que no ano anterior no mesmo periodo (agosto de 2016 e julho de

2017) (EFSA-ECDC, 2019).
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As manifestacdes clinicas de infecdes por Campylobacter variam desde diarreia aquosa até
diarreia com sangue, dores abdominais, febre, podendo surgir nduseas e vomitos (Epps et al.,
2013; Gould et al., 2000). O periodo de incubacdo varia entre 2 e 5 dias embora em alguns casos
possa chegar aos 10 dias. A maioria das gastroenterites entéricas sdo autolimitadas (Samanta &
Bandyopadhyay, 2019). A campilobacteriose pode ainda desencadear infe¢cdes extraintestinais,
tais como septicemia, abcesso, meningite, hepatite e pancreatite (Fitzgerald, 2015; O’Brien,
2017). Individuos infetados por Campylobacter possuem um risco aumentado de desenvolver
complicagbes poés-infeciosas, incluindo artrite reativa (2% a 5 %), sindrome do intestino irritavel
(9% a 13%) e ainda sindrome de Guillain Barré (SGB) (0,1%), estando esta ultima fortemente
associada a infe¢Oes causadas por C. jejuni (Facciola et al., 2017; Samanta & Bandyopadhyay,
2019). Estas complica¢des estdo vulgarmente associadas a grupos de risco como idosos ou
imunocomprometidos (Agnetti et al., 2019). Geralmente as enterites causadas por C. jejuni e C.
coli sdo praticamente indistinguiveis uma vez que, apresentam sintomas semelhantes

(Whitehouse et al., 2018).

Como referido anteriormente, a maioria das infe¢Oes causadas por Campylobacter sdo
autolimitadas, sendo o tratamento recomendado a hidratacdo e a reposicdo de eletrdlitos (Tang
etal., 2017; Whitehouse et al., 2018). O recurso a antimicrobianos nao é frequente, sendo usado
apenas em infecGes graves e prolongadas (Osaili & Alaboudi, 2017). Os farmacos mais utilizados
para este tipo de infe¢des sdo as fluoroquinolonas e os macrélidos, podendo também serem
usadas as tetraciclinas, eritromicina e gentamicina (Osaili & Alaboudi, 2017; Tang et al., 2017).
Um dos maiores desafios da atualidade é o facto do género bacteriano em estudo apresentar,
por vezes, uma elevada resisténcia a antibidticos (Wang et al., 2014). Esta resisténcia de
Campylobacter a determinados antimicrobianos foi confirmada pela Organizacdao Mundial de
Saude (OMS), levando a que o género Campylobacter fosse inserido na lista dos 12 patogénicos
com prioridade global para os quais sdo necessarios desenvolver novos tratamentos (WHO,

2017).

2.3. Mecanismos de Patogenicidade

A colonizacdo do trato gastrointestinal do hospedeiro comega apds a ingestdo de alimentos
contaminados por Campylobacter (Bhunia, 2008). As bactérias C. jejuni e C. coli possuem uma
capsula de polissacarideos que facilitam a sua sobrevivéncia durante o processo de colonizagdo

do hospedeiro (Bolton, 2015), nomeadamente quando estas entram em contacto com o

11



Campylobacter- Impacte na saude humana e na segurancga alimentar
2-Introducdo

ambiente 4cido do estébmago (Bhunia, 2008). As células bacterianas sobreviventes continuam o

seu percurso ao longo do trato gastrointestinal, colonizando o ileo e o célon (Bhunia, 2008). A

colonizacdo depende de varios fatores, tais como:

1)

2)

3)

4)

Sistema de mobilidade e quimiotaxia: a mobilidade é um fator determinante para
a colonizagdao da mucosa intestinal, sendo esta dependente de um sistema flagelar
(Dasti et al., 2010; Guerry, 2007; Jain et al., 2008) que em cooperagdo com a sua
morfologia em espiral e com o movimento “corkscrew” conferem vantagem as
células bacterianas quando presentes no ambiente viscoso da mucosa intestinal.
(Ferrero & Lee, 1988). Também o mecanismo de quimiotaxia tem extrema
importancia na mobilidade bacteriana (Chlebicz & Slizewska, 2018; Poly & Guerry,
2008), uma vez que permite que o microrganismo se movimente na dire¢do de
estimulos quimicos, que sdo favoraveis ao seu crescimento (Konkel et al., 2001). A
mucina presente na mucosa intestinal funciona como principal quimioatrator, pois
liberta L-fucose, sendo esta substancia fonte de crescimento bacteriano (Doyle,

1989; Silva et al., 2011).

Adesao a mucosa intestinal: a adesdo é um importante fator para que ocorra a
colonizac¢do, sendo mediada por adesinas que se encontram localizadas no flagelo
e nos lipopolissacarideos (LPS) (Guerry, 2007). As adesinas sdo macromoléculas
expostas na superficie celular que facilitam a ligacdo com as células hospedeiras,
sendo as mais conhecidas a Campylobacter adhesion to fibronectin (CadF) e a

Campylobacter adhesion protein (CapA) (Facciola et al., 2017).

Invasdo: Apds a adesdo ocorre a invasdo do epitélio intestinal. O contacto das
células bacterianas com as células epiteliais provoca danos, desencadeando
inflamacgao celular e disturbios na capacidade de absorcdo intestinal (Konkel et al.,
2001; Silva et al., 2011). Este processo € iniciado por endocitose e ocorre através de
sinalizagdo celular entre a superficie das células do hospedeiro e os recetores
presentes na membrana celular das bactérias do género Campylobacter (Levin,

2007).

Produgdo de toxinas: as células bacterianas pertencentes ao género bacteriano
Campylobacter possuem a capacidade de produzir tanto enterotoxinas como

citotoxinas, aumentando assim, a sua patogenicidade (Samanta & Bandyopadhyay,
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2019). A cytolethal toxin (CDT) é formada pelos genes cdtA, cdtB e cdtC e promove
a paragem do ciclo celular, nomeadamente na fase G2/M, resultando na morte da
célula (Abuoun et al., 2005; Ge et al., 2008). Esta toxina encontra-se também
relacionada com a inibicdo da resposta imunitdria, uma vez que é responsavel por
estimular apoptose das células imunes, o que resulta numa cura lenta e perduragdo
de sintomas(Doyle, 1989; Smith & Bayles, 2006). As enterotoxinas produzidas por
Campylobacter, tais como Escherichia coli heat-labile enterotoxin (LT) e cholera
toxin (CT), possuem a capacidade de se ligarem a recetores presentes nas células
hospedeiras, sendo responsaveis por desregular os niveis de adenosina 3',5'-
monofosfato ciclico (AMPc), resultando no aumento do efluxo de fluidos e
eletrélitos. As enterotoxinas sdo as responsdveis pelo aparecimento de diarreia

aquosa nas infecbes por Campylobacter (Doyle, 1989; Wassenaar, 1997).

2.4. Prevencao e Controlo

Um programa de vigilancia da campilobacteriose bem estruturado fornece informacdes de
extrema importdncia ao nivel da saudde publica, contribuindo assim para um melhor
entendimento da doencga, assim como dos processos de transmissao mais comummente
observados (Facciola et al., 2017). E importante que exista uma vigilancia a nivel nacional mas
também a nivel internacional, onde conste a informagdo de todos os casos notificados, assim

como a tipificagdo dos isolados (Facciola et al., 2017).

As medidas preventivas podem ser aplicadas diretamente aos humanos, mas também devem
ser direcionadas para a produgdo animal (Hansson et al., 2018). A produg&o primaria é um ponto
critico de controlo para a prevengao da disseminagao de Campylobacter, portanto se este for
monitorizado e forem exercidas boas praticas a probabilidade da sua disseminagdao em
matadouros e retalho serd reduzida, assim como a incidéncia da doenga no consumidor

(Meunier et al., 2016).

Uma das medidas que apresenta um maior impacto na diminuicdo de campilobacteriose é a
implementacdo de barreiras de biosseguranga nos aviarios e nos matadouros (Skarp et al.,
2016). Geralmente as medidas utilizadas sdo: 1) controlo rigoroso do acesso ao estabelecimento
para minimizar a entrada de pessoas ndo autorizadas; 2)controlo de insetos; 3)controlo das
praticas de higiene dos trabalhadores; 4) purificacdo de aguas; 5) higienizacdo de todo o

ambiente e equipamentos (Facciola et al., 2017).
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O Regulamento (CE) n22017/1495 que se encontra em vigor desde 1 de janeiro de 2018, altera
o Regulamento (CE) n2 2073/2005 no que diz respeito a concentracdo de Campylobacter em
carcacas de frangos de carne estabelecendo como critério de higiene o limite maximo de 1.000
UFC/g em carne de frango no fim do processo de fabrico. Este critério visa diminuir infe¢Ges por

Campylobacter através do consumo de carnes de aves (EFSA-ECDC, 2018).

Atualmente ndo existem vacinas que previnam a coloniza¢cdo entérica de Campylobacter nem
para aves, nem para mamiferos (Hansson et al., 2018). O objetivo da vacina aplicada a humanos
seria impedir sequelas em individuos que apresentassem a doenca de uma forma mais grave ou
mesmo a sua morte. O desenvolvimento deste tipo de vacinas preventivas para o C.jejuni é
limitado devido ao entendimento incompleto dos mecanismos de patogenicidade(Facciola et

al., 2017).

De forma a ultrapassar o uso indiscriminado de antibidticos na producdo de frangos em aviarios
tém sido usados pré e probidticos para ajudar a promover o crescimento saudavel dos animais
(Silva et al., 2011). Outra estratégia utilizada é o uso de bacteriéfagos, cuja administragdo
durante 5 dias resulta numa diminuicdo de Campylobacter de 0,5 a 5 log UFC/g no conteldo
cecal (Carvalho et al., 2010). O desenvolvimento de tratamentos recorrendo a fagos mostram-
se eficazes, uma vez que é efetuada uma selec¢do cuidadosa de fagos liticos e de cocktails com o
intuito de minimizar o aparecimento de estirpes resistentes a estes. Esta estratégia tem como
objetivo reduzir a colonizagdo/ contaminacdo dos bandos de aves, para que o numero de
Campylobacter presente nas carcac¢as de frangos tratados com esta terapia fagica diminua e,
por conseguinte, que o nimero de infe¢des adquiridas pelo consumo da carne destes frangos

seja reduzida (Silva et al., 2011).

Quanto as embalagens que acondicionam carne de frango tém sido desenvolvidas técnicas que
permitem reduzir a concentrag¢do de Campylobacter utilizando nanofibras de gelatina contendo
Oleo essencial de tomilho. Estas novas embalagens mostraram uma 6&tima atividade
antimicrobiana resultando em danos na membrana celular de C. jejuni e, concomitantemente,

sem serem alteradas as propriedades da carne de frango(Lin et al., 2018).

A contaminacao por Campylobacter pode ocorrer em diferentes fases e consequentemente em
diferentes locais, como em avidrios e matadouros, no retalho e também na cozinha do

consumidor. Portanto é muito importante que existam campanhas de consciencializacdo e de
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literacia da populagdo (Silva et al., 2011). No Reino Unido foi desenvolvida uma estratégia que
consistiu em alertar o consumidor para este tipo de contaminacdo e aconselhd-lo a que o frango
gue chega a sua cozinha deveria ser cozinhado sem ser, previamente, lavado, pois quando
ocorre essa lavagem existe uma maior probabilidade de contaminag¢do do ambiente envolvente
(Silva et al., 2011). Segundo a Agéncia Federal Belga para seguranca na Cadeia Alimentar, os
consumidores podem prevenir a campilobacteriose através de processos como a cozedura do
frango até que a sua temperatura interna seja superior a 70°C, permitindo assim que as
bactérias sejam eliminadas do género alimenticio (Sampers et al., 2009); e a sua congelacdo
(Sandberg et al., 2006), uma vez que quanto menor a temperatura de congelagdo, maior a

reducdo da concentracdo de Campylobacter (Georgsson et al., 2006).

Embora o controlo da contaminacdo por Campylobacter seja um problema global, cada pais
deve desenvolver estratégias de forma a que os casos de campilobacteriose diminuam (Silva et

al., 2011).

2.5. Métodos de Detegao

Com o aumento do niumero de notificacGes de campilobacteriose é extremamente importante

gue os métodos de detegdo de Campylobacter sejam rapidos e precisos (Ricke et al., 2018).

A detecdo de Campylobacter em amostras alimentares é baseada em métodos culturais
podendo a sua confirmagdo ser realizada através de testes bioquimicos, moleculares e pelo
método matrix-assisted laser desorption/ionisation, time-of-flight mass spectrometry (MALDI-

TOF MS) (EFSA-ECDC, 2019).

Os métodos culturais usados na detecdo de bactérias do género Campylobacter, recorrem a
utilizacdo de meios seletivos, com o objetivo de inibir o crescimento da microbiota envolvente
favorecendo o crescimento do microrganismo a ser detetado (Ricke et al., 2018). Ao contrario
de outros patogénicos de origem alimentar, Campylobacter apresenta caracteristicas bioldgicas
e fisiolégicas que podem interferir na sensibilidade e especificidade dos métodos dependentes
da cultura (Ricke et al., 2018). Os métodos culturais ndo detetam células bacterianas no estado
VBNC. Quando bactérias do género Campylobacter se apresentam neste estado, ndo é possivel
serem detetadas por métodos microbioldgicos tradicionais, pois o microrganismo ndo apresenta

crescimento. Outro inconveniente deste método é o facto de ser demorado (Castro et al., 2018).
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Atualmente recorre-se ao uso de técnicas moleculares para a identificacdo das espécies do
género Campylobacter uma vez que permitem uma detecdo rapida e precisa (McSweeney et al.,
2009). As técnicas moleculares baseadas em acidos nucleicos tém como base o reconhecimento
de sequéncias Unicas e altamente especificas de acido desoxirribonucleico (ADN) ou acido
ribonucleico (ARN), que podem ser amplificadas e visualizadas num gel de eletroforese e ainda
sequenciadas (McSweeney et al., 2009). A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma técnica
de biologia molecular que consiste na utilizagdo de oligonucleétidos especificos que se ligam a
genes Unicos, transportados por espécies individuais ou a uma Unica sequéncia que exibe
variacdo sequencial ou de comprimento e a amplifica (Ricke et al., 2018). Como o nome indica,
a PCR é uma reacdo em cadeia e para que a reacdo ocorra é necessario o uso de uma enzima
gue faz com que ocorra uma duplicacdo na cadeia que se pretende analisar. A enzima utilizada
€ uma polimerase (Tag polimerase), que tem como funcdo juntar fragmentos individualizados
de ADN e formar cadeias. Para que a reacdo ocorra a enzima polimerase necessita de
nucleétidos e de primers assim como de uma molécula de ADN, que funciona como cadeia
molde (Joshi & Deshpande, 2011). Esta técnica tem a capacidade de detetar diferencgas
gendmicas num microrganismo de forma a diferencid-lo ou correlaciona-lo com outros
microrganismos (Hill & Wachsmuth, 1996). Estudos baseados em PCR tém sido bem-sucedidos
na detecdo de espécies de Campylobacter comummente encontradas em aves domésticas. Um
dos possiveis alvos, com bastante importancia, é o gene 16S, que codifica para o ARN
ribossomal. Esta técnica de PCR embora apresente varias vantagens em relacdo as técnicas
microbioldgicas dependentes do cultivo (Ricke et al., 2018), tem como principal desvantagem a
incapacidade de diferenciar bactérias mortas de bactérias vivas, sendo a diferenciacdo entre
células viaveis e VBNC um ponto critico na avaliagdo da contaminagao de alimentos, pois apenas
as células vivas apresentam risco para a saude publica (Castro et al., 2018). Para tentar superar
este e outros problemas pode recorre-se a utilizagdo de um enriquecimento da amostra antes
do PCR e ao uso de técnicas que quando conjugadas com PCR possam transmitir maior
sensibilidade ao método (Ricke et al., 2018). Uma das técnicas mais usadas é a utilizacdo de
corantes como Monoazida de Propideo (PMA), um derivado do iodeto de propideo, que tem a
capacidade de se intercalar com o ADN de células mortas, impedindo a sua amplificacdo nas
reacoes de PCR, possibilitando assim a diferenciacdo entre microrganismos viaveis e VBNC dos
gue ndo sdo viaveis (Cangelosi & Meschke, 2014; Castro et al., 2018). A separacdo de acidos
nucleicos por eletroforese em gel de agarose ocorre por migracao dos fragmentos de ADN
baseados nas suas propriedades quimicas. As moléculas de ADN possuem uma carga negativa

que lhes é conferida pelo grupo fosfato e através de um campo elétrico os acidos nucleicos
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migram em direcdo ao polo positivo , sendo que os que apresentam menor comprimento/peso

molecular movem-se mais rapido no gel (Lorsch, 2013).

Existem ainda outras abordagens para a identificagdo ou confirmacdo de espécies. A técnica
MALDI-TOF-MS possui um tempo de andlise muito rapido, cerca de dois minutos para
identificacdo de uma coldnia isolada. Segundo a Public Health England (PHE), a MALDI-TOF pode
fornecer identificages rapidas e precisas de espécies como C.jejuni e C.coli, entre outras, mas
apresenta como principal desvantagem o facto de as coldnias retiradas a partir do meio
modified charcoal-cefoperazone-deoxycholate agar (mCCDA) afetarem adversamente os
espetros e, como tal, é necessario efetuar a subcultura em agar ndo seletivo antes de recorrer a

utilizacdo desta técnica (ACMSF, 2019).
Deste modo as técnicas selecionadas e utilizadas no presente estudo tiveram como referéncia a

ISO 10272-1 :2017, tendo sido efetuada a identificacdo da espécie das estirpes isoladas PCR

Convencional.
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3.1. Estirpes Bacterianas

As estirpes bacterianas utilizadas como controlos positivos neste trabalho foram duas bactérias
de referéncia, ou seja, duas estirpes bacterianas provenientes de uma cole¢do de culturas da
American Type Culture Collection (ATCC), reconhecidas internacionalmente, C. jejuni ATCC

33291 e C. coli ATCC 33559.

Estas duas estirpes foram utilizadas como controlos positivos de processos, procedimentos e
técnicas referenciados na ISO 10272-1:2017 e também na determinacao dos limites de detecdo

na PCR.

3.2. Sele¢ao das Amostras

As amostras foram recolhidas entre os meses de dezembro de 2019 e mar¢o de 2020 em

diferentes superficies comerciais, talhos e em produtores caseiros.

No presente estudo foram analisadas 123 amostras variando entre dois tipos de matrizes, carne
de frango (n=60) e esfregacos de superficies de embalagens que acondicionavam carne de

frango(n=63), na zona norte de Portugal.

O estudo dos géneros alimenticios consistiu na analise de partes exteriores da carcaca de frango,
nomeadamente da pele de frango proveniente de diferentes partes: pescoco, pernas, coxas e
asas. Também se procedeu a analise de partes internas do frango, mais concretamente, de
moelas. Em relagdo as amostras de superficies, os esfregacos foram realizados em embalagens
rigidas, termo-seladas de origem (tipo cuvete), e em embalagens de plastico flexiveis (tipo saco

de plastico).
Foram adquiridas amostras refrigeradas, cujo transporte, desde o local de recolha até ao

laboratério de microbiologia dos alimentos, se realizou acondicionando-as num saco isotérmico

com acumuladores de frio. Quanto as amostras de moelas, a maioria era congeladas.
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3.3. Preparagao das Amostras

As amostras foram preparadas segundo as normas ISO 18593:2018 e ISO 6881-2:2017.

De acordo com a ISO 18593:2018, foi realizado um esfregaco em toda a superficie da embalagem
que acondicionava carne de frango usando uma esponja estéril humedecida (POLYWIPES™,
MWE MEDICAL WIRE). De seguida colocou-se a esponja num saco de colheita estéril (ISO 18593,
2018).

Quanto a preparacdo dos géneros alimenticios e sendo estes produtos carneos, esta foi feita de
acordo com a ISO 6887-2:2017. As amostras congeladas ficaram a descongelar a temperatura
ambiente (18° a 27°C) numa cdmara de seguranca bioldgica num tempo maximo de 3h ou em

refrigeracdo 5° +3 °C num maximo de 24h, antes da sua preparacdo (ISO 6887-2, 2017).

3.4. Condi¢Oes de Cultura e Isolamento

Geralmente as amostras alimentares encontram-se contaminadas com baixas concentragdes de
Campylobacter (Bolton et al., 1984), por esse motivo, recorre-se ao uso de um meio de
enriquecimento, também, com a finalidade de recuperar as células que se encontram sob
stresse devido aos processos de congelacao e refrigeragao, falta de nutrientes e exposicao ao

oxigénio (Humphrey & Muscat, 1989).

O meio de enriquecimento utilizado foi o caldo de Bolton (Bolton Broth CM0983, OXOID). Este
meio possui caracteristicas seletivas as quais sdo conferidas por alguns dos seus componentes,
que favorecem o crescimento do género bacteriano em estudo inibindo os outros
microrganismos. O meio contém hemina, um composto fundamental para o crescimento de
microrganismos exigentes; piruvato de sédio e metabissulfito de sédio, que permitem maior
resisténcia ao oxigénio, e carbonato, que tem a capacidade de fornecer diéxido de carbono ao
meio de cultura (Corry et al., 1995). Ao caldo de enriquecimento- base foi adicionado um
suplemento que resulta numa mistura de antibidticos (Bolton Broth Selective Supplement
SRO183E, OX0ID), nomeadamente, cefoperazona, vancomicina, trimetoprim e ciclohexamida,
cuja funcdo é permitir o crescimento da bactéria-alvo, inibindo a flora associada presente na

amostra. Outro dos suplementos adicionados foi sangue de cavalo hemolisado (LAKED HORSES
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BLOOD, SR0048C, OXOID), cuja finalidade é capturar o oxigénio, promovendo desta forma uma
condicdao mais favoravel para que possa ocorrer o crescimento de Campylobacter. S6 com estes

dois suplementos adicionados ao meio base é que este se encontra pronto a utilizar.

Ao saco de plastico estéril que continha a esponja com que se efetuou o esfregaco e/ou ao saco
stomacher com filtro que continha as 10 g de carne de frango foi-lhes adicionado 90 ml/g do
caldo de Bolton para fazer uma diluicdo de 1/10 (volume/volume ou massa/massa). Procedeu-
se a sua homogeneizacdo num homogeneizador (Stomacher 400®) a uma velocidade média

durante 60 segundos (ISO 10272-1, 2017).

Posteriormente as suspensdes foram incubadas numa atmosfera de microaerofilia. Para tal,
foram usadas jarras de incubagdo, nas quais foram colocados geradores de gds (Genbox
microaer 96125, BIOMERIEUX), de forma a gerar uma atmosfera favoravel ao crescimento de
Campylobacter. Estes geradores tém a capacidade de permitir que ocorram ligagcdes quimicas
entre os gases libertados e os existentes dentro da jarra até uma determinada concentragdo de
oxigénio, fazendo com que sejam libertadas quantidades definidas de diéxido de carbono.
Durante a incubacdo, as suspensdes foram sujeitas a um gradiente de tempo/ temperatura que
consistiu numa primeira incubacdo durante 4h a 6h a 37°+ 1°C, e as restantes 44h * 4h de
incubacdo a 41,5°+ 1° C. Este gradiente tempo/temperatura serviu para que as bactérias do
género Campylobacter, quando presentes, se adaptassem as temperaturas mais elevadas

gradualmente, uma vez que poderiam estar sob condi¢cGes de stresse.

Apds as 48h de incubacgdo foi realizada a subcultura do meio de enriquecimento em meios
solidos seletivos. Caso ndo fosse possivel prosseguir com o procedimento no final do tempo de
incubacdo, as culturas eram refrigeradas a 5° * 3° C no maximo, até 48h para se fazer o

isolamento.

Os meios utilizados para isolamento foram o mCCDA (Campylobacter Blood-Free Selective Agar
Base CM0739, OXOID), cuja seletividade é conferida pelo carvdo, sendo este um inibidor de
oxigénio; peptonas, que fornecem aminodcidos essenciais ao crescimento bacteriano; caseina
hidrolisada, que é uma fonte de proteina; e por sulfato ferroso e piruvato de sédio, que
aumentam a tolerancia ao oxigénio (Laborclin, 2016). Esta seletividade também é incrementada
pela adicdo de uma solugcdo antibidtica (CCDA Selective Supplement SRO155E, OXOID),

constituida por cefoperazona e anfotericina B, de forma a inibir o crescimento de
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microrganismos competitivos. A subcultura em mCCDA a partir do enriquecimento foi efetuada
através do método de isolamento por estrias, utilizando uma ansa de 10 pl. O crescimento de
Campylobacter em mCCDA pode ser observado na Figura 2. O segundo meio usado foi o meio
gelose de sangue (Columbia agar + 5% sheep blood, BIOMERIEUX) associado a um filtro de
celulose com porosidade de 0,65 um, o que lhe confere seletividade (Cellulose Nitrate Filter,
SARTORIUS STENDIM BIOTECH GmbH), pois as bactérias com dimensdes superiores ao didametro
do filtro e que ndo apresentem mobilidade ficam retidas na superficie do filtro (Speegle et al.,
2009). Na gelose de sangue é colocado o filtro, na superficie do qual sdo espalhados 100uL do
caldo de enriquecimento, que é retirado da placa e descartado apds 15 minutos a temperatura
ambiente. Os meios de cultura sdo incubados em atmosfera de microaerofilia durante 44h t4h

a41,5°+1°C.

Segundo a ISO 10272-1:2017 as bactérias do género Campylobacter spp., quando cultivadas no
meio de mCCDA, apresentam habitualmente as seguintes caracteristicas fenotipicas:
acinzentadas com um brilho metalico, planas e humidas, com tendéncia a espalharem-se. A
aparéncia varia de acordo com o meio, por exemplo, quando cultivadas no meio gelose de

sangue, o brilho metalico ndo é evidente (Figura 2 e 3).

Figura 2-Crescimento de Campylobacter coli ATCC 33559 no meio seletivo mCCDA.
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Figura 3-Crescimento de Campylobacter jejuni ATCC 33291 no meio de Gelose de sangue.

3.5. Testes de confirmacgdo das estirpes para o género Campylobacter

Realizaram-se os testes de confirmacdo de acordo com a ISO 10272:2017 das coldnias tipicas,

ou suspeitas de forma a averiguar se eram pertencentes ao género bacteriano Campylobacter.

Selecionaram-se 5 coldnias as quais foram re-isoladas para duas placas de gelose de sangue,
uma delas incubou 44h + 4h numa atmosfera de microaerofilia a 41,5° + 1° C e a outra incubou
durante o mesmo intervalo de tempo mas numa atmosfera de aerofilia a 25° + 1°C. Apds o
tempo de incubacdo, as colénias que sé cresceram em microaerofilia a 41,5° + 1°C foram
submetidas as restantes provas de confirma¢do do género Campylobacter, ou seja, foi
visualizada a sua morfologia e propriedades tintoriais, a partir de uma colora¢do de gram; a sua
mobilidade, a partir da visualizacdo microscépica de um exame a fresco; e a pesquisa da enzima

Citocromo C Oxidase.

Para visualizar a morfologia e a mobilidade, foi necessario recorrer ao uso do microscépio. No
caso da prova da mobilidade, foi recolhida parte da coldnia selecionada e suspensa numa gota

de soro fisioldgico numa lamina, a qual se sobrepds uma lamela e foi, posteriormente,

23



Campylobacter- Impacte na saude humana e na segurancga alimentar
3-Metodologia

observada ao microscépio. As bactérias do género Campylobacter apresentam um movimento
tipico, movendo-se em “corkscrew”. Foi também realizada coloracdo de gram de forma a
verificar se apresentavam as caracteristicas tipicas, isto é, bacilos encurvados de dimensdes
reduzidas com o aparecimento de estruturas em forma de “asas de gaivota”, cujas propriedades
tintoriais, devido a constituicdo da sua parede celular, as classificam de gram-negativo (Figura

4).

Figura 4-Morfologia de Campylobacter (Coloragdo de Gram).

A pesquisa da enzima citocromo C oxidase foi também realizada para a confirmacgdo de bactérias
do género bacteriano em estudo, uma vez que esta enzima é produzida pela bactéria. Este teste
consiste em colocar uma porgao da coldnia suspeita, com o auxilio de uma ansa pldstica estéril,
em contacto com o reagente, fenilenodiamina/ dicloridrato de N,N,N’,N’-Tetrametil-p-
fenilenodiamina ou N -dimetil- p -fenilenodiamina (DMPD), impregnado em papel de filtro. O
aparecimento de uma cor violeta ou azul dentro de 10 a 30 segundos indica uma reacgao positiva,
sendo que reacdes tardias ou auséncia de cor é indicativo de reagdo negativa (Figura 5). Culturas

envelhecidas podem dar resultados de oxidase falsos negativos.
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Teste
Teste /@ Negativo

Positivo

Figura 5-Pesquisa de Citocromo C oxidase.

Se os resultados obtidos estiverem de acordo com a Tabela 1, pode concluir-se que, de acordo

com a ISO 10272;2017, a bactéria em estudo pertence ao género Campylobacter.

Tabela 1-Testes de confirmagao para o género Campylobacter (15010272:2017).

Teste Campylobacter spp.

Coloragdo de Gram -

Mobilidade +

Oxidase +

Crescimento em aerofilia a -

25+1°C

Crescimento em microaerofilia +

41,5+1°C

Apds as provas de confirmacgdo, as coldnias pertencentes ao género Campylobacter foram
identificadas quanto a espécie por métodos moleculares, neste caso por PCR convencional e

apenas para as espécies C. jejuni e C. coli.

3.6. Rea¢dao em cadeia da Polimerase (PCR)

A escolha dos primers foi efetuada através de uma revisdo bibliogréfica tendo sido selecionados
os referenciados no procedimento da Technical University of Denmark, (DTU) (DTU, 2013) o
gene mapA, na espécie C. jejuni, e do gene ceuE, na espécie C. coli (Best et al., 2003; Stucki et

al., 1995).

25



Campylobacter- Impacte na saude humana e na seguranga alimentar
3-Metodologia

O produto genético do gene mapA é designado MAPA, uma lipoproteina da membrana
procaridtica. A proteina MAPA esta presente em todos os C. jejuni e ausente em todos os C. coli
e outras espécies (Stucki et al., 1995). O gene ceuE codifica uma lipoproteina envolvida no
sistema de transporte de sideréforos, uma vez que a aquisicdo de ferro é um aspeto crucial na

viruléncia (Richardson & Park, 1995).

O gene-alvo, os primers, a sequéncia destes e o tamanho esperado do fragmento amplificado

encontram-se descritos na Tabela 2.

Tabela 2-Primers utilizados para a detegdo das duas espécies do género Campylobacter, C. jejuni e C. coli (DTU, 2013).

Gene-Alvo Primer Sequéncia Tamanho do
amplicdo
mapA C.jejuni MDmapAl 5-CTATTT TAT TTT TGA GTG CTT GTG-
3
589 pb
mapA C.jejuni MDmapA?2 5’-GCT TTA TTT GCC ATT TGT TTT ATT
A-3’
ceuk C.coli coL3 5’-AAT TGA AAA TTG CTC CAA CTA TG -
3
462 pb
ceuk C.coli MDCOL2 5-TGA TTT TAT TAT TTG TAG CAG CG-
3

3.6.1. Extracgdo e Purificagdo do ADN

No presente estudo efetuou-se a extracdo de ADN através de duas metodologias distintas

dependendo se esta se efetuava a partir do caldo de enriquecimento ou a partir de coldnias
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isoladas. E necessdrio utilizar técnicas de extracdo das quais se obtenham boas concentracdes
de acidos nucleicos que tenham boa integridade e valores de pureza aceitaveis para poderem

ser utilizados neste estudo e em metodologias subsequentes.

No caso de a extracdo ter sido efetuada a partir do caldo de enriquecimento da amostra
recorreu-se ao uso de um kit comercial (Kit QI Aamp® DNA Mini, QIAGEN) para extra¢do do ADN
gendmico. A extragdo do ADN é feita através de silica ndo magnética em coluna. Neste método
de extracdo, os acidos nucleicos ligam-se a camada de silica enquanto que as proteinas, os restos
celulares e os contaminantes sdo removidos no fluxo de tampao de lavagem, no final utiliza-se

um tampao de eluicdo (TE) apropriado para recuperar o ADN através de centrifugacdo.

Recorreu-se a utilizacdo do protocolo Isolation of genomic DNA from bacterial suspension
cultures estabelecido pelo fornecedor (QIAGEN, 2016), para extracdo de ADN com ligeiras

alteracoes.

Protocolo de extragdo a partir do meio de enriquecimento:

1- centrifugar 1 ml do meio de enriquecimento a 5000xg (7500 rpm) durante 5 minutos,
rejeitar o sobrenadante;

2- adicionar 160 pl Buffer ATL para se obter um volume total de 180 pl (misturando o
pellet com o Buffer ATL);

3- adicionar 20 pl Proteinase K no fundo do tubo;

4- agitar no vortex;

5- incubar a 56°C durante 10 minutos;

6- realizar um spin

7- adicionar 200 pl de Buffer AL, agitar no vortex durante 15 segundos;

8- incubar a 70°C durante 10 minutos, fazer um spin;

9- adicionar 200 ul de etanol (96% -100%) e agitar no vortex 15 segundos, fazer um novo
spin;

10- transferir todo o volume da suspensao (incluindo os precipitados) para a coluna do Kit;

11- centrifugar a 6000xg (8000 rpm) durante 1 minuto;

12- rejeitar o tubo coletor que contém o liquido filtrado e colocar a coluna num novo tubo
coletor;

13- adicionar 500 ul de tampao de lavagem Buffer AW1 de seguida centrifugar a 6000xg

(8000 rpm) durante 1 minuto;
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14- rejeitar o tubo coletor que contém o liquido filtrado e colocar outro tubo coletor

15- adicionar 500 ul de tampao de lavagem Buffer AW?2;

16- centrifugar 20000xg (max.15000 rpm) durante 3 minutos;

17- rejeitar o tubo coletor que contém o liquido filtrado, colocar outro tubo coletor;

18- sem adicionar nada, voltar a centrifugar a 20000xg (max:15000 rpm) durante 1 minuto;

19- rejeitar o tudo coletor com o filtrado e transferir a coluna para um novo tubo

eppendorf;

20- adicionar 200 pl de tampao eluente Buffer AE para remogdo do ADN da coluna;

21- deixar atuar 5 minutos a temperatura ambiente;

22- centrifugar a 6000xg (8000 rpm) durante 1 minuto;

23- rejeitar a coluna e conservar o tubo eppendorf que contém os acidos nucleicos a 5° +

3°C oua -20°C se ndo se realizarem os ensaios nesse dia.

A extracdao de ADN em estirpes foi efetuada usando o método de fervura, procedendo-se da

seguinte forma:

1.

Efetuou-se uma suspensao, com o auxilio de uma ansa estéril, de 1 ul da colénia em 100
ul de agua, num eppendorf estéril e devidamente identificado;

seguidamente, os eppendorfs foram colocados num banho fervente, durante 10
minutos, seguindo-se uma centrifugacdo a uma velocidade de 15000 x g durante 10
minutos.

o sobrenadante, que continha o ADN, retirou-se para um eppendorf estéril devidamente
identificado.

apds o procedimento de extracdo, as solucdes de ADN foram armazenadas a 5°+3°C a -

20°C, se os ensaios ndo forem realizados nesse dia.

3.7. Configuragdo da PCR (Polymerase Chain Reaction)

Os reagentes da PCR, tal como os volumes utilizados para realizar o ensaio no ADN extraido do

meio de enriquecimento, estdo descritos na Tabela 3.
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Tabela 3-Volumes utilizados para mistura para dete¢do dos genes mapA e ceuE por PCR convencional, a partir do
ADN do meio de enriquecimento (adaptado do protocolo da DTU(DTU, 2013).

Componentes da mistura Volumes em pl (Vtotal = 25uL)
Master Mix (2x) 12,5
Primer F (10 uM) 0,5
Primer R (10 uM) 0,5
Agua estéril 10,5
ADN 1

Quando o ADN provinha de coldnias isoladas, diminuiu-se o volume total usado na

reacao de PCR para 12,5 ul, conforme os dados apresentados na Tabela 4.

Tabela 4-Volumes utilizados na preparagdo da mistura para a detegdo dos genes mapA e ceuE, a partir do ADN de
coldnias isoladas.

Componentes da mistura Volumes em pl (Vtotal = 12,5 plL)
Master Mix (2x) 6,3
Primer F (10 uM) 0,3
Primer R (10 uM) 0,3
Agua estéril 4,6
ADN 1

Apds se efetuar a mistura de reagentes referenciados na Tabela 3 ou na Tabela 4, os tubos da
reacdo foram colocados no termociclador (LIFE ECO TC-96/G/H(b)C, BIOER), sendo este

programado com o perfil térmico e tempos descritos na Tabela 5.
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Tabela 5-Perfil térmico e tempo a programar no termociclador para amplificagdo os genes mapA e ceukE (DTU, 2013).

Etapa Temperatura (°C) Tempo Numero de
(segundos) ciclos
Desnaturacao 95 600 1
Inicial
Desnaturacao 94 30
Annealing 59 90 30
Extensdo 72 60
Extensdo final 72 600 1

3.8. Eletroforese em gel de agarose

Posteriormente a reacdo de PCR foi efetuada uma eletroforese em gel de agarose a 2%, (p / v)
em TAE 1X (Tris / Acetato / EDTA). Ao gel de agarose foi adicionado um intercalante de ADN
(corante Gelgreen Xpert Green ADN Stain, 20000X, Grisp) para permitir a visualiza¢do dos

produtos de PCR. Quando excitado pela luz ultravioleta, ele vai emitir fluorescéncia.

Cada poco do gel de agarose é carregado com 10 ul do produto de PCR adicionado com corante
de carregamento (loading dye). Num dos pocos do gel coloca-se o marcador de peso molecular,
ADN Ladder 100pb (Bioron). De seguida liga-se a tina a uma corrente de 100V durante 45
minutos (DTU, 2013).

A visualizacdo dos produtos de PCR no gel de agarose foi efetuada num transiluminador com luz
UV (Gel Doc™ XR+ System with Image Lab™ Software, BIO-RAD). Os fragmentos de amplificacdo
obtidos foram comparados com o marcador de peso molecular usado e com os controlos

utilizados.

3.9. Interpretacao dos resultados

As amostras que revelaram fragmentos de amplificacdo com o peso molecular esperado sao

consideradas positivas para o gene-alvo. Quando ndo existe amplificacdo do ADN e sabendo que
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ndo houve inibicdo nessa reacdao de PCR, o resultado dessa amostra é considerado negativo.
Para validar os resultados obtidos para todas as amostras que constituem a série de PCR, o

controlo positivo e o branco tém de estar em conformidade.

3.10. Otimizacao das condi¢des da PCR

3.10.1. PCR em amostras Simples

O passo inicial consistiu em hidratar os primers com agua estéril milliQ de forma a obter uma
concentragdo de 100 uM, seguindo as indicagdes estabelecidas pelo fornecedor, pois os primers

estavam na forma liofilizada.

E importante que o ADN usado apresente um grau de pureza dentro dos valores espectdveis.
Residuos quimicos ou residuos provenientes do meio de enriquecimento podem contribuir para

gue ocorra interferéncia na reagdo, provocando a sua inibicdo (Kermekchiev et al., 2009).

De forma a controlar a reagdo de PCR, foram adicionados a cada série de PCR um controlo
positivo e um branco. A mistura de PCR foi a descrita nas Tabelas 3 e 4, sendo adicionado aos
tubos de controlo da reagdo 0,5 pl de ADN da amostra e 0,5 pul do ADN da estirpe de referéncia,
de forma a averiguar se houve ou ndo inibi¢do da PCR. Foram também adicionados em cada
série de PCR um tubo de controlo positivo, que continha 1 pl de ADN da estirpe de referéncia,
tendo este como finalidade averiguar se o método tinha a capacidade de amplificar
adequadamente o ADN-alvo e um tubo que continha, em vez do ADN molde, 1 ul de dgua, sendo
este o branco da reagdao. O branco serviu para averiguar se nao ocorreu contaminacao nas

diferentes etapas de preparacdo da mix e na fase de adicdo do ADN.
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3.11. Limites de Detecdo

3.11.1. Limites de Deteg¢ao da Reagdao de PCR convencional a partir de ADN extraido de

coldnias

Foram testadas 4 diluicdes do ADN extraido da estirpe de referéncia ATCC 33291. Apds extracao
do ADN foram efetuadas 4 diluigdes decimais (1/10;1/100,1/1000 e 1/10.000) em triplicado,

para assim se poder analisar o limite de dete¢do da metodologia utilizada.

Os resultados do estudo estdo apresentados na Figura 6.

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M

Simplex C. jejuni mapA- 589 pb

Figura 6-Limite de detegdo para ocorrer a amplificagado através de PCR.

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1 — Solugdo méae (ATCC 33291); 2,3 e 4 — Diluigdo
1/10 da solugdo-mie ;-5,6 e 7- Diluigdo 1/100 da solugdo-m3e; 8,9 e 10- Dilui¢do 1/1000 da solugdo-mae; 11,12 e 13- Diluigdo
1/10000 da solugdo-mae; 14- Controlo Positivo (ATCC 33291); 15- Branco (agua estéril).

Desta forma, foi possivel verificar que o limite de deteg¢do para identificar a espécie em coldnias
isoladas, por PCR convencional, encontra-se na diluicdo 1:1.000 da metodologia utilizada. Em
vez de suspender a ansa de 1 pl da estirpe em 100 pl de 4gua esta poderia ser suspensa em 100
ml. Esta é a diluicdo maxima possivel de um pick up da estirpe isolada com uma ansa de 1 pl,

para que seja possivel a sua detecdo.

3.11.2. Otimizag¢ao das condi¢bes do Screening-PCR a partir do ADN obtido do meio de

enriquecimento Bolton Broth

Como referido anteriormente, o caldo de enriquecimento Bolton Broth, contém na sua

composicdo sangue de cavalo hemolisado e, sendo a hemoglobina um dos maiores inibidores
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da tag polimerase (Kermekchiev et al., 2009), o screening a partir do meio de enriquecimento
era uma incégnita. Procedeu-se ao Screening-PCR das amostras a partir do ADN obtido do meio
de enriquecimento, no final das 48h de incubacdo, de forma a verificar se o meio de
enriquecimento Bolton Broth, nomeadamente alguns dos seus constituintes, tinha algum efeito

inibitdrio na reacao de PCR.

Os resultados do Screening-PCR encontram-se apresentados na Figura 7.
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Simplex C. jejuni mapA-589 pb

8

Simplex C. coli ceuE- 462 pb

Figura 7-Amplificagdo por PCR de genes mapA e ceuE, de ADN extraido através do método de
extragdo por coluna de silica, a partir das suspensdes de enriquecimento das amostras 19/13808;
19/13809; 19/16670 e 19/16671.

Legenda: Simplex C. jejuni : M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da amostra 19/13808; 2-
ADN da amostra 19/13809; 3- ADN da amostra 19/19670; 4- ADN da amostra 19/19671; 5- ADN da amostra 19/13808 e ADN da
ATCC 33291; 6- ADN da amostra 19/13809 e ADN da ATCC 33291; 7- ADN da amostra 19/19670 e ADN da ATCC 33291; 8- ADN da
amostra 19/19671 e ADN da ATCC 33291; 9 e 10- Controlo positivo ATCC 33291; 11- Branco (dgua estéril).

Simplex C.coli: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da amostra 19/13808; 2- ADN da
amostra 19/13809; 3- ADN da amostra 19/19670; 4- ADN da amostra 19/19671; 5- ADN da amostra 19/13808 e ADN da ATCC 33559;
6- ADN da amostra 19/13809 e ADN da ATCC 33559; 7- ADN da amostra 19/19670 e ADN da ATCC 33559; 8- ADN da amostra
19/19671 e ADN da ATCC 33559; 9 e 10- Controlo positivo (ATCC 33559); 11- Branco (dgua estéril).

Por observagao da figura, verificou-se que na reagdo de PCR para C. jejuni ocorreu amplificacdo
do ADN-alvo (posi¢do 1 e 2). Na reagdo de PCR para C. coli ndo se observaram positivos nas
amostras analisadas, podendo este resultado ser justificado pela auséncia desta espécie
bacteriana na amostragem, tal facto foi confirmado pelos métodos de cultivo. Através dos
controlos positivos e dos brancos foi possivel validar as duas séries de PCR. Simultaneamente,
através dos resultados obtidos nas rea¢des 5,6,7 e 8 de cada um dos simplex, foi possivel validar
os resultados obtidos para as amostras, visto que provam nao ter ocorrido inibi¢cdo da reagao,

portanto as amostras sao negativas.

E importante que o ADN que se utiliza na PCR apresente um grau de pureza dentro dos valores
espectaveis (A260/A280nm deve estar aproximadamente 1,8) (N.N, 2012). Foram realizadas trés

suspensodes bacterianas em caldo de Bolton com diferentes cargas microbianas. As suspensées

34



Campylobacter- Impacte na saude humana e na seguranga alimentar
3-Metodologia

bacterianas tinham as seguintes cargas: a primeira tinha <10 UFC de Campylobacter; uma
segunda com carga >10<100 UFC de Campylobacter; e uma terceira com carga >100 UFC de
Campylobacter. O objetivo destas contaminacdes era saber qual a carga microbiana minima de
Campylobacter que a amostra continha, para que fosse possivel a detecdo do microrganismo

pela metodologia de Screening-PCR.

Os resultados das PCR efetuadas para avaliar o limite de dete¢ao de ADN extraido do Caldo de

Bolton podem ser observados na Figura 8.

vy 100 11 12 13 14 15 16 17 18 19
—>

Simplex C. jejuni mapA 589 pb

BensTbr SmumOingi0 sl sl 2uiiam L dmid S Bt 7ageM

Simplex C. coli ceuE 462 pb

Figura 8- Screening-PCR— Estudo de limites de detecdo através da amplificagdo dos genes mapA e ceuE.

Legenda: Simplex C. jejuni: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 8- Amostra contaminada com 34
UFC de ATCC 33291 e com 2 UFC de ATCC 33559; 9- Amostra contaminada com 340 UFC de ATCC 33291 e com 20 UFC de ATCC
33559; 10- Amostra contaminada com 4.0000 UFC de ATCC 33291 e com 150 UFC ATCC 33559;-18- Controlo positivo ATCC 33291;
19- Branco (agua estéril).

Simplex C. coli: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioronj; 8- Amostra contaminada com 34 UFC de ATCC
33291 e com 2 UFC de ATCC 33559; 9- Amostra contaminada com 340 UFC de ATCC 33291 e com 20 UFC de ATCC 33559; 10- Amostra
contaminada com 4.000 UFC de ATCC 33291 e com 150 UFC de ATCC 33559; 13- Amostra contaminada com 34 UFC de ATCC 33291
e com 2 UFC de ATCC 33559 e ADN do ATCC 33559; 14- Amostra contaminada com 340 UFC de ATCC 33291 e com 20 UFC de ATCC
33559 e ADN do ATCC 33559; 15- Amostra contaminada com 4.000 ATCC 33291 e com 150 UFC de ATCC 33559 e ADN do ATCC
33559; 16- Controlo Positivo (ATCC 33559); 17- Branco (agua estéril).

Ao realizar a reacdao de PCR, foi possivel observar amplificagdo em todas as amostras
contaminadas artificialmente, com as diferentes dilui¢des efetuadas. Concluiu-se que, mesmo
que as amostras possuam baixos numeros de Campylobacter, nomeadamente uma carga
inferior a 10 UFC/g, a sua detecdo através da técnica de Screening-PCR é possivel, confirmando-
se desta forma, que esta técnica molecular apresenta sensibilidade na dete¢do do género

bacteriano mais concretamente das espécies C. jejuni e C. coli, para a carga microbiana testada.
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E possivel concluir que a solucio de ADN resultante da extracdo a partir do meio de
enriquecimento Bolton Broth ndao continha substancias provenientes do meio de cultura ou
mesmo residuos quimicos da fase de extracdo capazes de inibir a reacao de PCR. Desta forma,
conclui-se que o Screening-PCR foi possivel ser feito a partir do meio Bolton Broth ao fim das

48h de incubagao.

A norma ISO 10272-1:2017 sugere a utilizacdo de Bolton Broth para enriquecer amostras que
apresentam baixos niumeros de Campylobacter, reduzidos niveis de microbiota envolvente ou
em amostras que apresentem células do género Campylobacter sob condi¢des de stress (I1SO
10272-1, 2017).

Sendo assim, este meio de enriquecimento pode ser utilizado na pesquisa Campylobacter spp.

por exame cultural, assim como na detegdo através da metodologia de Screening -PCR.

3.12. Screening-PCR de pools de amostras

Porcbes-teste do mesmo tipo de produto ou amostras ambientais da mesma origem e do
mesmo lote podem ser analisadas em pool (ISO 6887-1:2017).

Foram realizadas andlises de pools de 5 amostras, de carne de aves e de esfregagos de
superficies, de forma a averiguar se era vidvel detetar a positividade para Campylobacter em
pools das amostras. A andlise teve como objetivo minimizar o tempo e os gastos no laboratdrio.
Este teste teve como objetivo averiguar se, sempre que uma das amostras constituintes da pool
apresentasse positividade para o género bacteriano em estudo, a andlise da pool teria de

apresentar também um resultado positivo.

Apds as 48h de incubacgdo dos caldos de enriquecimento, foram colocados 1 ml de cada uma das
5 suspensdes a serem analisadas, num tubo estéril, efetuando deste modo a pool das amostras
(Figura9). Homogeneizou-se no vortex e, da poo/l bem homogeneizada, retirou-se 1ml e
procedeu-se a extracdo do ADN, seguiu-se o Screening- PCR, utilizando o ADN extraido da pool

como ADN-molde.

36



Campylobacter- Impacte na saide humana e na seguranga alimentar
3-Metodologia

1mL Bolton 1mL Bolton

1mL Bolton 1mL Bolton F;:)Tt/g:
Broth Broth

1mL Bolton

Broth Broth Broth

Amostra A Amostra B

Amostra D Amostra E Broth das 5
amostras

Amostra C

Figura 9-Procedimento de elaboragdo de uma pool.

Fizeram-se 9 amostras de pools de esfregacos de superficies e 3 pools de carne de frango, os

resultados encontram-se abaixo descritos.
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4.1. Protocolo de verificagdo de Pools de amostras, no Screening-PCR

Porgbes-teste do mesmo tipo de produto, ou amostras ambientais da mesma origem e amostras
de um mesmo lote podem ser analisadas em pool (ISO 6887-1:2017). O protocolo estabelecido
e descrito no ponto 3.12 foi validado para comprovar que a metodologia de pools ndo

aumentava a probabilidade de resultados falsos negativos.

Adiciondmos 34 UFC de C. jejuni e 2 UFC de C. colia 1 de 5 suspensdes iniciais de esfregacos de
superficies e incubaram-se todas as 5 suspensoes, de acordo com a I1SO 10272-1:2017. No final
da incubacao, retirou-se 1 ml do meio de enriquecimento de cada uma para um mesmo tubo,
homogeneizou-se e retirou-se 1ml, da qual se fez a extracdo de ADN. Em paralelo realizou-se a

extracdao em 1ml de cada suspensdo, individualmente.

A pool e a Unica suspensdo contaminada com baixos nUmeros apresentaram-se positivas para

C. jejuni e C. coli. Os resultados sdo apresentados na Figura 10.
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Figura 10-Screening-PCR da pool contaminada de amostras de esfregacos de
superficies de embalagens que acondicionam carne de frango.

Legenda: Simplex C. jejuni: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1-ADN da Pool referente as
amostras 20/4644 contaminada até a 20/4648) 2- ADN da amostra 20/4644 contaminada com 34 UFC de ATCC 33291 e com 2 UFC
de ATCC 33559; 3- ADN da amostra 20/4645; 4- ADN da amostra 20/4646; 5- ADN da amostra 20/4647; 6- ADN da amostra 20/4648;
7- ADN da Pool referente as amostras 20/4644 contaminada até a 20/4648)e ADN do ATCC 33291; 8- ADN da amostra 20/4644
contaminada com 34 UFC de ATCC 33291 e com 2 UFC de ATCC 33559 e ADN do ATCC 33291; 9- AND da amostra 20/4645 e ADN do
ATCC 33291; 10- ADN da amostra 20/4646 e ADN do ATCC 33291; 11- ADN da amostra 20/4647 e ADN do ATCC 33291; 12- ADN da
amostra 20/4648 e ADN do ATCC 33291; 13- Controlo positivo ATCC 33291; 14- Branco (4dgua estéril).

Simplex C. coli: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1-ADN da Pool referente as amostras 20/4644
contaminada até a 20/4648) 2- ADN da amostra 20/4644 contaminada com 34 UFC de ATCC 33291 e com 2 UFC de ATCC 33559; 3-
ADN da amostra 20/4645; 4- ADN da amostra 20/4646; 5- ADN da amostra 20/4647; 6- ADN da amostra 20/4648; 7- ADN da Pool
referente as amostras 20/4644 contaminada até a 20/4648)e ADN do ATCC 33559; 8- ADN da amostra 20/4644 contaminada com
34 UFC de ATCC 33291 e com 2 UFC de ATCC 33559 e ADN do ATCC 33559; 9- AND da amostra 20/4645 e ADN do ATCC 33559; 10-
ADN da amostra 20/4646 e ADN do ATCC 33559; 11- ADN da amostra 20/4647 e ADN do ATCC 33559; 12- ADN da amostra 20/4648
e ADN do ATCC 33559; 13- Controlo positivo ATCC 33559; 14- Branco (agua estéril).

De seguida fizeram-se multiplas amostras: 9 de pools de esfregacos de superficies de
embalagens e 3 de pools de carne de frango. Os resultados das pools analisadas foram
concordantes com o resultado de cada uma das amostras individualizadas (consultar Tabela 6 e

Tabela 7).
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Tabela 6- Resultados da amplificacdo dos genes mapA e ceuE em pools de esfregacgos de superficies de embalagens e
nas amostras individualizadas que constituem as pools.

PCR Bolton Broth 48h PCR Bolton Broth 48h
Pools de esfregagos Amostras constituintes
de superficies Campylobacter | Campylobacter da pool Campylobacter | Campylobacter
jejuni coli jejuni coli
20/4649 Negativo Negativo
20/4650 Positivo Negativo
20/6083 Positivo Negativo 20/4651 Positivo Negativo
20/4652 Positivo Negativo
20/4653 Negativo Negativo
20/4644 Negativo Negativo
20/4645 Negativo Negativo
20/6084 Negativo Negativo 20/4646 Negativo Negativo
20/4647 Negativo Negativo
20/4648 Negativo Negativo
20/7914 Positivo Negativo
20/7915 Negativo Negativo
20/7919 Positivo Negativo 20/7916 Positivo Negativo
20/7917 Positivo Negativo
20/7918 Positivo Negativo
20/12224 Positivo Negativo
20/12225 Negativo Negativo
20/12229 Positivo Negativo 20/12226 Positivo Negativo
20/12227 Positivo Negativo
20/12228 Positivo Negativo
20/13254 Negativo Negativo
20/13255 Negativo Negativo
20/16201 Positivo Negativo 20/13256 Negativo Negativo
20/13257 Positivo Negativo
20/13258 Negativo Negativo
20/13259 Negativo Negativo
20/13260 Negativo Negativo
20/16202 Positivo Negativo
20/132061 Positivo Negativo
20/13276 Negativo Negativo
20/16211 Negativo Negativo
20/16212 Negativo Negativo
20/16216 Negativo Negativo 20/16213 Negativo Negativo
20/16214 Negativo Negativo
20/16215 Negativo Negativo
20/16217 Positivo Negativo
20/16218 Positivo Negativo
20/16222 Positivo Negativo
20/16219 Negativo Negativo
20/16220 Positivo Negativo
20/16683 Negativo Negativo
20/16684 Negativo Negativo
20/18084 Positivo Positivo 20/16685 Negativo Negativo
20/16686 Negativo Negativo
20/16687 Positivo Positivo

41



Campylobacter- Impacte na saude humana e na segurancga alimentar
4-Resultados e Discussdo

Tabela 7-Resultados da amplificacdo dos genes mapA e ceuE em pools de géneros alimenticios e nas amostras
individualizadas que constituem as pools.

PCR Bolton Broth 48h PCR Bolton Broth 48h
Pools de esfregagos Amostras constituintes
de superficies Campylobacter |Campylobacter da pool Campylobacter | Campylobacter

jejuni coli jejuni coli

20/13262 Positivo Negativo

20/13263 Positivo Negativo

20/16203 Positivo Positivo 20/13264 Positivo Negativo

20/13265 Positivo Positivo

20/13266 Positivo Positivo

20/13267 Positivo Negativo

20/16204 Positivo Positivo 20/13268 Positivo Positivo

20/13269 Positivo Positivo

20/13277 Positivo Negativo

20/16688 Positivo Negativo

20/16689 Positivo Negativo

20/18086 Positivo Positivo 20/16690 Positivo Positivo

20/16691 Positivo Negativo

20/16692 Positivo Negativo

As Tabelas 6 e 7 sintetizam os resultados obtidos pelo Screening-PCR. As pools foram
constituidas por 4 ou 5 amostras cada. Verificou-se que, das 9 pools de esfregacos de
superficies, 6 foram positivas sé para 1 dos genes, neste caso para o mapA; 1 foi positiva para
os 2 genes mapA e ceuk; e 2 foram negativas para ambos. Relativamente as 3 pools de géneros
alimenticios, constatou-se que em todas houve amplificacdo dos dois genes, o mapA e o ceuE.
Os resultados obtidos individualmente foram reprodutiveis quando as amostras foram
analisadas em conjunto, ou seja, em pools. As 2 pools em que ndao houve amplificacdo para
nenhum dos genes em estudo foram consistentes com os resultados de cada uma das amostras
que as constituiam. Nao existiram falsos negativos quanto a pesquisa dos genes mapA e o ceuE

em pools de 5 amostras no maximo.

Alguns dos resultados apresentados nas Tabelas 6 e 7, que estdao também demonstrados nas
imagens seguintes, Figura 11,12 e 13, correspondem a visualiza¢do dos produtos de PCR apds

eletroforese.

42



Campylobacter- Impacte na saude humana e na seguranga alimentar
4-Resultados e Discussdo

Simplex C. jejuni mapA-589 pb Simplex C. coli ceuE- 462 pb

Figura 11-Amplificagdo, dos genes mapA e ceuE em pools de géneros alimenticios e em pools de
esfregacos de superficies de embalagens.

Legenda: Simplex C. jejuni: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Biorom); 1- ADN da pool 20/16201; 2- ADN
da pool a 20/16202; 3- ADN da pool 20/16203; 4- ADN da pool 20/16204; 5- ADN da pool 20/16201 e ADN do ATCC 33291; 6- ADN
da pool 20/16203 e ADN do ATCC 33291; 7- Controlo positivo (ATCC 33291); 8- Branco (agua estéril).

Simplex C. coli: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Biorom); 1- ADN da pool 20/16201; 2- ADN da pool a
20/16202; 3- ADN da pool 20/16203; 4- ADN da pool 20/16204; 5- ADN da pool 20/16202 e ADN do ATCC 33559; 6- ADN da pool
20/16204 e ADN do ATCC 33559; 7- Controlo positivo (ATCC 33559); 8- Branco (agua estéril); 9- ADN da amostra 20/13267

(repeticdo).
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Simplex C. jejuni mapA- 589 pb
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Figura 12-Amplificacdo do gene mapA nas amostras 20/13254; 20/13255; 20/13256; 20/13257; 20/13258;
20/13259; 20/13260; 20/13261; 20/13262; 20/13263; 20/13264; 20/13265; 20/13266; 20/13267;
20/13268; 20/13269; 20/13276 e 20/13277.

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Biorom); 1- ADN da amostra 20/13254; 2- ADN da amostra
20/13255; 3- ADN da amostra 20/13256; 4- ADN da amostra 20/13257; 5- ADN da amostra 20/13258; 6- ADN da amostra 20/13259;
7- ADN da amostra 20/13260; 8- ADN da amostra 20/13261; 9- ADN da amostra 20/13276; 10- ADN da amostra 20/13262; 11- ADN
da amostra 20/1363; 12- ADN da amostra 20/13264; 13- ADN da amostra 20/13265; 14- ADN da amostra 20/13266; 15- ADN da
amostra 20/13267; 16- ADN da amostra 20/13268; 17- ADN da amostra 20/13269; 18- 20/13277; 19- ADN da amostra 20/13262 e
ADN do ATCC 33291; 20- ADN da amostra 20/13263 e ADN do ATCC 33291; 21- ADN da amostra 20/13264 e ADN do ATCC 33291;
22- ADN da amostra 20/13265 e ADN do ATCC 33291; 23- ADN da amostra 20/13266 e ADN do ATCC 33291; 24-Controlo positivo
(ATCC 33291); 25- Branco (agua estéril).
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Simplex C. coli ceuE- 462 pb

v

500 pb

M 19 .20 521 =2PsdRuuddigg

Figura 13-Amplificacdo do gene ceuE nas amostras 20/13254; 20/13255; 20/13256; 20/13257; 20/13258;
20/13259; 20/13260; 20/13261; 20/13262; 20/13263; 20/13264; 20/13265; 20/13266; 20/13267; 20/13268;
20/13269; 20/13276 e 20/13277.

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da amostra 20/13254; 2- ADN da amostra
20/13255; 3- ADN da amostra 20/13256; 4- ADN da amostra 20/13257; 5- ADN da amostra 20/13258; 6- ADN da amostra 20/13259;
7- ADN da amostra 20/13260; 8- ADN da amostra 20/13261; 9- ADN da amostra 20/13276; 10- ADN da amostra 20/13262; 11- ADN
da amostra 20/1363; 12- ADN da amostra 20/13264; 13- ADN da amostra 20/13265; 14- ADN da amostra 20/13266; 15- ADN da
amostra 20/13267; 16- ADN da amostra 20/13268; 17- ADN da amostra 20/13269; 18- 20/13277; 19- ADN da amostra 20/13267 e
ADN do ATCC 33559; 20- ADN da amostra 20/13268 e ADN do ATCC 33559; 21- ADN da amostra 20/13269 e ADN do ATCC 33559;
22- ADN da amostra 20/13277 e ADN do ATCC 33559; 23- Controlo positivo (ATCC 33559); 24- Branco (dgua estéril).

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel concluir que, tal como esperado, se no minimo
uma amostra constituinte de uma determinada pool fosse positiva para a presenga de alguma
das duas espécies de Campylobacter, o resultado da analise da pool a qual esta pertencia
também se apresentaria positivo. Desta forma, demostrou-se que a andlise de amostras de
géneros alimenticios e de esfregacos de superficies é possivel ser feita em pools com um maximo
de 5 unidades. A realizacdo de pools de amostras vai levar a uma diminui¢ao de custos e de
trabalho, podendo por isso possibilitar um aumento do nimero de amostras em analise, num

mesmo periodo de tempo.

4.2. Resultados do Screening-PCR e resultados obtidos pela 1ISO 10272-1:2017 em

amostras de carne de frango e em esfregacos de superficies de embalagens

A pesquisa de Campylobacter spp. em 10 g de carne de frango, nas 60 amostras colhidas no
retalho e em 10 ml resultante do esfregaco realizado na superficie exterior de 63 embalagens

que acondicionaram carne de frango, foi efetuada apds um enriquecimento, seguido da
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pesquisa realizada em paralelo por duas metodologias: Screening-PCR; e confirmacdo por
cultura de acordo com a ISO 10272-1:2017. Das 57 amostras positivas para C. jejuni/C. coli, no
Screening-PCR foi confirmada a presenca de Campylobacter spp. em 52 (42%). Nao foi detetado
C. jejuni/C.coli em 66 amostras no Screening-PCR, e a confirmacdo destas amostras pela I1SO
102772-1:2017 foi 100% concordante. No total, os resultados foram concordantes em 118 das
123 amostras ensaiadas (96%) e nao foram detetados falsos negativos, permitindo considerar
vidvel a hipdtese de sé os resultados positivos no Screening-PCR serem confirmados pelo

método cultural.

Tabela 8-Resultados obtidos no Screening-PCR e resultados obtidos pela confirmagdo com base na ISO 10272-1:2017
em amostras de carne de frango e em esfregacos de superficies, quanto a pesquisa de Campylobacter spp.

Tipo de matriz N2 de Amostras
Detetado Confirmada a Nao Detetado Confirmada a
Campylobacter Detecdo Campylobacter Nao Detegdo de
jejuni ou Campylobacter jejuni ou Campylobacter
Campylobacter spp Campylobacter spp
coli coli
Screening-PCR ISO 10272-1:2017 Screening-PCR I1ISO 10272-
1:2017
Carne de frango (10 g) 38 (63%) 35 (58%) 22 (37%) 22(37%)
n=60
Esfregaco da superficie 19 (30%) 17 (27%) 44 (70%) 44(70%)
exterior de
embalagens de carne
de frango n=63
Total de amostras 57 (46%) 52 (42%) 66 (54%) 66 (54%)
n=123

Aidentificacdo das espécies foi realizada pela técnica de PCR convencional nas colénias isoladas,

identificadas como pertencentes ao género Campylobacter.

A monitorizacdo da presenga de Campylobacter em amostras de carne de frango e em
superficies de embalagens de carne de frango permitiu detetar a sua presenca, respetivamente
em 58% (35/60), e 27% (17/63) das amostras ensaiadas. Foi detetada a presenca de C. jejuni em
88% (46/52) e C. coli em 25% (13/52) das amostras positivas para Campylobacter. A

percentagem de resultados onde se detetou Campylobacter spp. é idéntica aos resultados
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obtidos num estudo mencionado na bibliografia (Brown et al., 2014; Di Giannatale et al., 2019).
Nas 16 amostras positivas no Screening-PCR para ambas as espécies ndo se conseguiram isolar

as duas espécies reveladas em 13 (81%) das amostras.

4.3- Presencga das espécies de Campylobacter em amostras de carne de frango e em

superficies de embalagens de carne de frango

4.3.1- Presenca de Campylobacter em amostras de carne de frango

Analisando as amostras de carne de frango verificou-se que, no Screening-PCR, 58% (22/38) das
amostras amplificaram para o gene mapA e ndo amplificaram para o gene ceuE. Destas 22
amostras, foi possivel o isolamento da espécie C. jejuni em 20 (91%). Em relagdo as amostras
positivas, sé para C. coli houve uma concordancia de 100% entre os dois métodos. Foi detetada
a presenca de ambas as espécies bacterianas em 39% (15/38) das amostras positivas no
Screening-PCR, no entanto, destas, s6 se isolaram 11 estirpes de C. jejuni e 11 de C. coli. Os

resultados podem ser consultados na Tabela 9.

Através da analise efetuada, verificou-se que C. jejuni é a espécie mais isolada nas carnes de
frango analisadas, estes dados encontram-se concordantes com os resultados descritos na
bibliografia, referentes a incidéncia de C. jejuni em carnes de frango (Di Giannatale et al., 2019;
Garcia-Sanchez et al., 2018). Também de acordo com a revisdo bibliografica, Campylobacter
jejuni é a espécie responsdvel por causar o maior numero de gastroenterites em paises
industrializados (Ica et al., 2012). Os resultados obtidos no presente estudo indicam que a carne

de frango pode ser um importante veiculo de transmissdo alimentar do género Campylobacter.
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4.3.2- Presenga de Campylobacter em amostras de superficies de embalagens de carne

de frango

Através dos resultados obtidos por Screening-PCR, em 18 das 19 amostras detetaram-se genes
para C. jejuni. Numa destas amostras, também foram detetados, simultaneamente, genes para
C. coli. Através dos métodos de cultivo, C. jejuni foi positiva em 79% (15/19). Numa amostra que
continha genes para ambas as espécies, foi possivel o isolamento apenas de C. coli. Com base
no Screening- PCR em amostras de esfregacos de embalagens, nenhuma revelou somente a
presenca de genes para C. coli, apresentando-se assim concordante com os resultados obtidos

pela 1ISO 10272-1:2017. Os resultados podem ser consultados na tabela 9.

Deste modo, as superficies de embalagens de carne de frango podem representar um risco de
contaminacdo de outras superficies e de alimentos prontos para serem consumidos, uma vez
que, segundo os resultados obtidos, as bactérias do género Campylobacter estdo presentes
nestas. Neste caso das espécies isoladas, C. jejuni foi a que se encontrou num maior nimero de
amostras. Como referido anteriormente, as embalagens podem contactar com outros produtos
alimentares, ou mesmo com outras superficies em diferentes circunstancias, como a ida ao
supermercado ou nas cozinhas dos consumidores, podendo deste modo ocorrer a disseminagao
de Campylobcater. Também é de realcar que os exsudados da carne, muitas vezes encontrados
nas embalagens, facilitam a sobrevivéncia e consequentemente a disseminagao deste género

bacteriano (Brown et al., 2014).
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Tabela 9-Resultados da presenca das espécies de Campylobacter em amostras de carne de frango e em superficies
de embalagens de carne de frango, através do Screening-PCR e identificagcdo das espécies de Campylobacter das

coldnias isoladas através do PCR convencional.

Tipo de Espécies de N2 de Amostras em que foram identificadas espécies de
matriz Campylobacter Campylobacter e percentagem de concordancia com o
Screening-PCR)
Screening-PCR PCR estirpes
Isolado C.jejuni Isolado C.coli
Carne de Campylobacter
frango (10 g) jejuni 22 (58%) 20 (91%) 0 (100%)
n=38
Campylobacter
jejunie 15 (39%) 11 (73%) 11 (73%)
Campylobacter
coli
Campylobacter 1 (3%) 0 (100%) 1 (100%)
coli
Esfregaco da | Campylobacter
superficie jejuni 18 (95%) 15(79%) 0 (100%)
exterior de
embalagens | Campylobacter
de carne jejuni e 1 (5%) 0 (0%) 1 (100%)
frangon=19 | Campylobacter
coli
Campylobacter 0 (0%) 0 (100%) 0 (100%)
coli
Total Campylobacter 56 46 (82%)
jejuni
17 13 (76%)
Campylobacter
coli

Detetou-se no Screening-PCR genes que codificam para C. jejuni, em 56 amostras, e genes para
C. coli, em 17, tendo as estirpes sido isoladas, respetivamente, em 46 (82%) e em 13 (76%) das
amostras onde estes foram detetados. O facto de sé se terem isolado inicialmente 5 coldnias

para realizar a pesquisa e confirmacdo/detecdo da espécie poderad ter sido insuficiente para a
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detecdo de mais de uma espécie, influenciando o resultado obtido. Consideramos que, para a
detecdo de varias espécies presentes numa amostra, o Screening-PCR podera ser uma
vantagem, mas deverd ser aumentado o nimero de coldnias a serem ensaiadas, incrementando,

deste modo, a probabilidade de serem encontradas todas as espécies detetadas no screening.

Deste modo pode concluir-se que a técnica de Screening-PCR é vantajosa para a detecdo de
Campylobacter, permitindo que apenas as amostras que apresentem amplificacdo para os genes
codificadores deste prossigam a sua andlise de acordo com a ISO 10272-1:2017, tendo como
vantagena minimizar o tempo de andlise, aumentar o nimero de amostras que se pode analisar

na mesma reacao de PCR, assim como reduzir os gastos.

Apds a identificagcdo do género e da espécie das coldnias isoladas, estas foram conservadas em
meio de conservagdo de estirpes composto por triptona de soja broth com 20% de glicerol
(CRYOINSTAT NATURAL 822075ZA, VWR BDH CHEMICALS) e acondicionadas numa arca de

congelacdo a -80° C.
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5.1 Conclusao

A presente dissertacao sobre o impacte do Campylobacter ao nivel da saude e da seguranca
alimentar foi desenvolvida tendo por base quatro objetivos. Dois deles tinham por fim melhorar
a metodologia de detecdao para rentabilizar recursos técnicos e materiais, e os outros dois
tinham como finalidade monitorizar a presenca de Campylobacter e das suas espécies C. jejuni
e C. colino retalho, no norte de Portugal.

De forma a averiguar a presenca de Campylobacter, foram analisadas dois tipos de matrizes
guanto a presenca ou auséncia do género Campylobacter: carnes de frango e superficies de
embalagens que acondicionavam carne de frango, pelo risco que ambas podem representar

para o consumidor.

Das amostras que se revelaram positivas para a presenca do género Campylobacter, foi feita
ainda a identificacdo da espécie dentro das patogénicas para o ser humano e que sdo as mais
comummente isoladas como agentes de gastroenterites em paises industrializados, sendo elas

C. jejuni e C. coli.

As amostras de carne de frango apresentaram uma maior percentagem de positivos para o
género Campylobacter (58%), quando comparadas com a percentagem de positivos das

superficies exteriores das embalagens de carne de frango (27%).

Quanto a incidéncia das duas espécies de Campylobacter em estudo, constatou-se que a espécie
C. jejuni foi a mais incidente, estando presente em 88% das amostras, sendo que apenas 25%

das amostras deram positivas para C. coli.

Nas amostras positivas no Screening-PCR para ambas as espécies (n=16), ndo se conseguiram
isolar as duas espécies amplificadas em 13 (81%) das amostras. Esta dificuldade na dete¢do da
espécie pode estar relacionada com o reduzido niumero de coldnias usadas para a detecdo e
identificacdo. As 5 coldnias provaram ser insuficientes para a detecdo da espécie. Deste modo,
em posteriores estudos, seria importante aumentar o nimero de coldnias ensaiadas de forma
a aumentar a probabilidade de se conseguir isolar as diferentes espécies deste género. Outra
possibilidade para a dificuldade no isolamento das espécies pode ser o facto de estas poderem

estar sob condicBes de stress e por isso adquirirem a forma de VBNC.
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Outro dos objetivos deste trabalho foi implementar e validar o Screening-PCR a partir das
amostras enriquecidas em Bolton Broth; apesar de ser um meio de enriquecimento seletivo com
componentes na sua constituicdo que poderiam ser inibidores da reacdo de PCR, revelou nao
interferir nesta reagdo, uma vez que ndo houve inibicdo quando o ADN-molde foi extraido a

partir deste.

O processo de extracdo de ADN é fundamental neste procedimento, pois é de extrema
importancia que o ADN final tenha um grau de pureza aceitdvel, prevenindo deste modo
possiveis inibicdes da reacdo de PCR. De acordo com os resultados obtidos foi possivel
implementar o Screening-PCR. A presente dissertacdo apresenta uma metodologia que
rapidamente diferencia os casos negativos dos provdveis positivos, sendo necessdrio, apena
nestes casos, prosseguir o ensaio para confirmacdao da presenca de Campylobacter spp. por

isolamento de estirpes.

Foi implementada e validada a metodologia de Screening-PCR em pools de amostras, tanto em
amostras de carne de frango como em amostras de superficies de embalagens que
acondicionam carne de frango. Analisaram-se amostras através de amostras compostas, ou seja,
pools. O objetivo consistiu em averiguar se a andlise de uma pool possuia veracidade nos
resultados, ou seja, se o resultado da pool era o somatdrio dos resultados das amostras
individualizadas. Concluiu-se que foi possivel implementar o Screening-PCR fazendo pools de

amostras, tendo a vantagem de serem feitas até 5 amostras numa mesma reagdo.

5.2. Perspetivas Futuras

Futuramente deveria ser feita a quantificacdo de Campylobacter na carne de frango no retalho.
As 59 estirpes isoladas neste estudo podem ser utilizadas em estudos de avaliagdo de resisténcia
de Campylobacter a antimicrobianos, servir para avaliar fatores de viruléncia, comparar com
estirpes isoladas em humanos, animais e no ambiente, entre outros estudos que irdo ajudar ao

conhecimento da epidemiologia da campilobacteriose, facilitando a gestdo do risco.

Seria importante averiguar outros procedimentos para a pesquisa de Campylobacter, de forma

a colmatar ou contornar aspetos menos positivos nos procedimentos que foram usados. Seria
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de grande interesse utilizar uma técnica que conseguisse fazer uma captura das bactérias de
interesse no passo prévio a subcultura do meio de enriquecimento em placas de agar seletivas.
Seria essencial utilizar um meio de cultura, para se fazer o isolamento, que fosse seletivo mas
também diferencial, de forma a que estirpes de géneros e/ou espécies diferentes
apresentassem caracteristicas fenotipicas diferentes assim como um meio de cultura
cromogénico que fosse constituido pelo maior nimero de substratos possivel e cujos resultados

fossem fidedignos.

Para finalizar e perante os resultados obtidos neste estudo, é extremamente importante que
sejam implementadas campanhas de sensibilizacdo de forma a consciencializar os consumidores
para as regras de higiene na manipulacdo de carne de frango e suas embalagens, em todas as

fases do processamento de alimentos desde a sua aquisigdo.
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Anexo A — Diagrama de procedimentos da metodologia usada

10g de amostra

l

90ml de Bolton Broth

l

Incubar numa atmosfera de
microaerofilia a 37°C durante 6h e
perfazer as 48h a 41,5°C

l

Passar para as placas de meios
seletivos, mCCDA e Gelose sangue com
filtro

|

Incubar numa atmosfera de
microaerofilia a 41,5°C durante 48h

l

Coldnias Caracteristicas

l

Confirmagao

l

Identificagdo

|

Expressdo dos Resultados

Figura 14-Diagrama de procedimentos para a dete¢dao de Campylobacter
spp. (Adaptado da ISO 10272-1:2017.

68



Anexo B- Composicdo de meios de cultura e reagentes

Campylobacter- Impacte na saude humana e na segurancga alimentar

Anexos

Bolton Broth

Meio Basico

Digestdo enzimatico de tecido animal — 10,0g;
Hidrolisado de lactoalbumina — 5,0g;

Extrato de levedura — 5,0g;

Cloreto de Sddio - 5,0g;

Piruvato de Sédio —0,5g;

Metabissulfito de Sédio — 0,5g;

Carbonato de Sédio - 0,6g;

C5H5K05 -0,1g;

Hemina (dissolvida em 0,1 % de hidréxido de sédio) — 0,01g;

Agua — 945 ml.

(Preparagdo segundo a I1SO 10272:2017)

Solucdo de Antibidtico

Cefoperazona (CysH26NsNaOsS;) — 0,02g;
Vancomicina (CesH75Cl2NsO24) — 0,02g;
Trimetropim (C17H24N406) — 0,02g;
Anfotericina B—0,01g;

Etanol e dgua destilada 50/50 — 5 ml.

(Preparagdo segundo a I1SO 10272:2017)

Meio completo

Meio basico — 945 ml;
Sangue de Cavalo hemolisado — 50 ml;

Solucdo de Antibidtico — 5 ml.

(Preparagdo segundo a I1SO 10272:2017)

Meio Modified charcoal cefoperazone deoxycholate agar (mCCD agar)

Meio basico:

Extrato de carne —10,0g;
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e Digesta enzimatico de tecido animal — 10,0g;
e Cloreto de Sddio —5,0g;

e (Carvao ativado —4,0g;

e Digesta enzimatico de caseina —3,0g;

e Desoxicolato de sédio — 1,0g;

e Sulfato de ferro (Il) hidratado -0,25g;

e Piruvato de sédio —0,25g;

e Agar-8,0g para 18,0g*

e Agua-1000 ml.

*Dependendo da forga do gel de agar
(Preparagdo segundo a I1SO 10272:2017)

Suplemento de Antibidtico:

e Cefoperazona de sal de sédio — 0,032g;
e Anfotericina B-0,01g;

e Agua-2ml.

(Preparagdo segundo a I1SO 10272:2017)

Meio completo:
e Meio basico —-1000 ml;

e Suplemento de Antibidtico — 5ml.

(Preparacdo segundo a I1SO 10272:2017)

Meio de Gelose de Sangue (Columbia blood agar)
Meio Bdsico
e Digesta enzimatico de tecido animal — 23,0g;
e Amido soluvel — 1,0g;
e C(Cloreto de sédio — 5,0g;
e Agar—8,0g para 18,0g*
e Agua—1000 ml.

*Dependendo da for¢a do gel de agar
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(Preparacdo segundo a I1SO 10272:2017)

Meio completo
e Meio basico — 1000 ml.

e Sangue de cavalo —50 ml.

(Preparacdo segundo a I1SO 10272:2017)

Reagente para a detegdo da atividade da Oxidase
e Dicloridrato de N,N,N’,N’-Tetrametil-1,4-fenilenodiamina — 1,0g;

e Agua—100ml.

(Preparagdo segundo a I1SO 10272:2017)

Anexo C- Tabela dos resultados do Screening-PCR e da |dentificacdo da Espécie

Tabela 10-Tabela dos resultados do Screening-PCR e do Isolamento das estirpes.

Numero da Natureza da Screening-PCR Identificagdo da espécie
Amostra Amostra Campylobacter | Campylobacter | Campylobacter | Campylobacter
jejuni coli jejuni coli

19/13808 carne Positivo Negativo Positivo Negativo
19/13809 carne Positivo Negativo Positivo Negativo
19/19670 carne Negativo Negativo Negativo Negativo
19/19671 carne Negativo Negativo Negativo Negativo
19/27906 carne Positivo Negativo Positivo Negativo
19/27907 carne Positivo Negativo Positivo Negativo
19/28910 carne Negativo Negativo Negativo Negativo
19/28911 carne Positivo Negativo Positivo Negativo
19/34547 carne Negativo Negativo Negativo Negativo
19/34548 carne Negativo Negativo Negativo Negativo
20/1869 carne Positivo Negativo Positivo Negativo
20/1979 carne Negativo Negativo Negativo Negativo
20/1980 carne Negativo Negativo Negativo Negativo
20/1981 carne Positivo Negativo Positivo Negativo
20/1982 carne Negativo Positivo Negativo Positivo
20/1983 carne Positivo Positivo Positivo N3o Isolado
20/1984 carne Positivo Positivo Positivo Positivo
20/1985 carne Negativo Negativo Negativo Negativo
20/1986 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/1987 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
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20/1988 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/4644 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/4645 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/4646 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/4647 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/4648 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/4649 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/4650 embalagem Positivo Negativo Positivo Negativo
20/4651 embalagem Positivo Negativo Positivo Negativo
20/4652 embalagem Positivo Negativo Positivo Negativo
20/4653 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/4655 carne Negativo Negativo Negativo Negativo
20/4656 carne Negativo Negativo Negativo Negativo
20/6071 carne Negativo Negativo Negativo Negativo
20/6072 carne Negativo Negativo Negativo Negativo
20/6073 carne Negativo Negativo Negativo Negativo
20/6074 carne Negativo Negativo Negativo Negativo
20/6075 carne Positivo Positivo N3o Isolado Positivo
20/6076 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/6256 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/6257 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/6258 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/6259 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/6260 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/6261 embalagem Positivo Negativo Positivo Negativo
20/6262 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/6263 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/6264 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/6266 carne Positivo Positivo Positivo Positivo
20/6267 carne Positivo Positivo Positivo Positivo
20/6268 carne Positivo Positivo Positivo N3o Isolado
20/6269 carne Positivo Negativo Positivo Negativo
20/6270 carne Negativo Negativo Negativo Negativo
20/6271 carne Positivo Positivo Positivo Positivo
20/6272 carne Positivo Negativo Positivo Negativo
20/6273 carne Positivo Positivo Positivo Positivo
20/6274 carne Positivo Negativo Positivo Negativo
20/7319 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/7320 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/7321 carne Negativo Negativo Negativo Negativo
20/7322 carne Negativo Negativo Negativo Negativo
20/7910 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/7911 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/7912 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/7913 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
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20/7914 embalagem Positivo Negativo Positivo Negativo
20/7915 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/7916 embalagem Positivo Negativo N3o Isolado Negativo
20/7917 embalagem Positivo Negativo Positivo Negativo
20/7918 embalagem Positivo Negativo N3o Isolado Negativo
20/7020 carne Positivo Negativo Positivo Negativo
20/7921 carne Negativo Negativo Negativo Negativo
20/7922 carne Positivo Positivo Positivo Positivo
20/7923 carne Negativo Negativo Negativo Negativo
20/7924 carne Positivo Negativo Positivo Negativo
20/12224 embalagem Positivo Negativo Positivo Negativo
20/12225 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/12226 embalagem Positivo Negativo Positivo Negativo
20/12227 embalagem Positivo Negativo Positivo Negativo
20/12228 embalagem Positivo Negativo Positivo Negativo
20/12230 carne Negativo Negativo Negativo Negativo
20/13254 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/13255 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/13256 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/13257 embalagem Positivo Negativo Positivo Negativo
20/13258 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/13259 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/13260 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/13261 embalagem Positivo Negativo Positivo Negativo
20/13262 carne Positivo Negativo N3o Isolado Negativo
20/13263 carne Positivo Negativo N3o Isolado Negativo
20/13264 carne Positivo Negativo Positivo Negativo
20/13265 carne Positivo Positivo Positivo N3o Isolado
20/13266 carne Positivo Positivo N3o Isolado Positivo
20/13267 carne Positivo Negativo Positivo Negativo
20/13268 carne Positivo Positivo N3o isolado N3o Isolado
20/13269 carne Positivo Positivo Positivo N3o Isolado
20/13276 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/13277 carne Positivo Negativo Positivo Negativo
20/16211 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/16212 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/16213 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/16214 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/16215 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/16217 embalagem Positivo Negativo Positivo Negativo
20/16218 embalagem Positivo Negativo Positivo Negativo
20/16219 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/16220 embalagem Positivo Negativo Positivo Negativo
20/16221 embalagem Positivo Negativo Positivo Negativo
20/16223 carne Negativo Negativo Negativo Negativo
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20/16224 carne Positivo Negativo Positivo Negativo
20/16683 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/16684 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/16685 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/16686 embalagem Negativo Negativo Negativo Negativo
20/16687 embalagem Positivo Positivo N3o Isolado Positivo
20/16688 carne Positivo Negativo Positivo Negativo
20/16689 carne Positivo Negativo Positivo Negativo
20/16690 carne Positivo Positivo N3o Isolado Positivo
20/16691 carne Positivo Negativo Positivo Negativo
20/16692 carne Positivo Negativo Positivo Negativo
20/16693 carne Negativo Negativo Negativo Negativo
20/16694 carne Positivo Positivo Positivo Positivo
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Anexo D- Visualizagao dos produtos de PCR resultantes do Screening-PCR a partir

do ADN extraido do meio de enriquecimento

Simplex C. jejuni mapA-589 pb

Simplex C. coli ceuE-462 pb

Figura 15-Amplificacdo por PCR de genes mapA e ceuE, de ADN extraido através do método de
extracdo por coluna de silica, a partir das suspensdes de enriquecimento das amostras 19/13808;
19/13809; 19/16670 e 19/16671.

Legenda: Simplex C. jejuni : M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da amostra 19/13808; 2-
ADN da amostra 19/13809; 3- ADN da amostra 19/19670; 4- ADN da amostra 19/19671; 5- ADN da amostra 19/13808 e ADN da
ATCC 33291; 6- ADN da amostra 19/13809 e ADN da ATCC 33291; 7- ADN da amostra 19/19670 e ADN da ATCC 33291; 8- ADN da
amostra 19/19671 e ADN da ATCC 33291; 9 e 10- Controlo positivo ATCC 33291; 11- Branco (agua estéril).

Simplex C.coli: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da amostra 19/13808; 2- ADN da
amostra 19/13809; 3- ADN da amostra 19/19670; 4- ADN da amostra 19/19671; 5- ADN da amostra 19/13808 e ADN da ATCC 33559;
6- ADN da amostra 19/13809 e ADN da ATCC 33559; 7- ADN da amostra 19/19670 e ADN da ATCC 33559; 8- ADN da amostra
19/19671 e ADN da ATCC 33559; 9 e 10- Controlo positivo (ATCC 33559); 11- Branco (agua estéril).
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Simplex C. jejuni mapA- 589 pb

Figura 16-Amplificacdo por PCR do gene mapA, de ADN extraido
através do método de extragdo por coluna de silica, a partir das
suspensdes de enriquecimento das amostras 20/27906 e
20/27907.

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da amostra 19/27906; 2- ADN da amostra
19/27907; 3- ADN da amostra 19/27906 e ADN da ATCC 33291; 4- ADN da amostra 19/27907 e ADN da ATCC 33291; 5- Controlo
positivo (ATCC 33921); 6- Branco (4gua estéril)

Simplex C. coli ceuE-462 pb

Figura 17-Amplificagdo por PCR do gene ceuE de ADN extraido
através do método de extragdo por coluna de silica, a partir das
suspensdes de enriquecimento das amostras 20/27906 e 20/27907.

Legenda: 1- ADN da amostra 19/27906; 2- ADN da amostra 19/27907; 3- ADN da amostra 19/27906 e ADN da ATCC 33559; 4- ADN
da amostra 19/27907 e ADN da ATCC 33559; 5- Controlo positivo (ATCC 33559); 6- Branco (dgua estéril); M- marcador de peso
molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron).
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Simplex C. jejuni mapA- 589 pb

Simplex C. coli ceuE- 462 pb

Figura 18-Amplificagdo por PCR dos genes mapA e ceuE de ADN extraido através do
método de extragdo por coluna de silica, a partir das suspensdes de enriquecimento
das amostras 19/28910 e 19/28911.

Legenda: Simplex C. jejuni: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da amostra 19/28910; 2-
ADN da amostra 19/28911; 3- ADN da amostra 19/28910 (repetigdo); 4- ADN da amostra 19/28911 (repeti¢do); 5- ADN da amostra
19/28910 e ADN ATCC33291; 6- ADN da amostra 19/28911 e ADN ATCC 33291; 7- ADN da amostra 19/28911 (repeti¢do) e ADN
ATCC 33291; 8- ADN da amostra 19/28911 e ADN ATCC 33291; 9- Controlo Positivo (ATCC 33291); 10- Branco (dgua estéril). Simplex
C. coli: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da amostra 19/28910; 2- ADN da amostra
19/28911; 3- ADN da amostra 19/28910 (repeti¢cdo); 4- ADN da amostra 19/28911(repeti¢do) ; 5- Controlo Positivo (ATCC 33559);

10- Branco (agua estéril).

Simplex C. jejuni mapA-589 pb

o pb

Figura 19-Amplificagdo por PCR do gene mapA, de ADN extraido
através do método de extragdo por coluna de silica, a partir das
suspensdes de enriquecimento das amostras 19/34547 e 19/34548.

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da amostra 19/34547; 2- ADN da amostra
19/34548; 3- ADN da amostra 19/34547 e ADN da ATCC 33291; 4- ADN da amostra 19/34548 e ADN da ATCC 33291; 5- Controlo

positivo (ATCC 33291); 6- Branco (agua estéril);
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Simplex C. coli ceuE- 462 pb

Figura 20-Amplificagdo por PCR do gene ceuE, de ADN extraido
através do método de extragdo por coluna de silica, a partir das
suspensdes de enriquecimento das amostras 19/34547 e
19/34548.

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da amostra 19/34547; 2- ADN da amostra
19/34548; 3- ADN da amostra 19/34547 e ADN da ATCC 33559; 4- ADN da amostra 19/34548 e ADN da ATCC 33559; 5- Controlo
positivo (ATCC 33559); 6- Branco (dgua estéril);
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Simplex C. coli ceuE- 462 pb

Figura 21-Amplificagdo por PCR dos genes mapA e ceuE de ADN extraido
através do método de extragdo por coluna de silica, a partir das
suspensdes de enriquecimento das amostras 20/1979; 20/1980;
20/1981 e 20/1982.

Legenda: Simplex C. jejuni: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da amostra 19/1979; 2-
ADN da amostra 19/1980; 3- ADN da amostra 19/1982; 4- ADN da amostra 19/1981; 5- ADN da amostra 19/1979 e ADN da ATCC
33291; 6- ADN da amostra 19/1980 e ADN da ATCC 33291; 7- ADN da amostra 19/1982 e ATCC 33291; 8- ADN da amostra 19/1981
e ADN ATCC 33291; 9- Controlo positivo (ATCC 33291); 10- Branco (dgua estéril).

Simplex C. coli: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da amostra 19/1979; 2- ADN da amostra
19/1980; 3- ADN da amostra 19/1982; 4- ADN da amostra 19/1981; 5- ADN da amostra 19/1979 e ADN da ATCC 33559; 6- ADN da
amostra 19/1980 e ADN da ATCC 33559; 7- ADN da amostra 19/1982 e ATCC 33559; 8- ADN da amostra 19/1981 e ADN ATCC 33559;
9- Controlo positivo (ATCC 33559); 10- Branco (agua estéril);
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10 11 12 13 14

Simplex C. coli ceuE- 462 pb

Figura 22-Amplificagdo por PCR do gene ceuE, de ADN extraido através do método de
extragdo por coluna de silica, a partir das suspensdes de enriquecimento das amostras
20/1869; 20/1983; 20/1984; 20/1985; 20/1986; 20/1987 e 20/1988.

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da amostra 19/1983; 2- ADN da amostra
19/1984; 3- ADN da amostra 19/1985; 4- ADN da amostra 19/1986; 5- ADN da amostra 19/1987; 6- ADN da amostra 19/1988; 7-
ADN da amostra 19/1869; 8- ADN da amostra 19/1983 e ADN ATCC 33559; 9- ADN da amostra 19/1984 e ADN ATCC 33559; 10- ADN
da amostra 19/1985 e ADN ATCC 33559; 11- ADN da amostra 19/1986 e ADN ATCC 33559; 12- ADN da amostra 19/1987 e ADN ATCC
33559 ; 13- ADN da amostra 19/1988 e ADN ATCC 33559; 14- ADN da amostra 19/1869 e ADN ATCC 33559; 15- Controlo positivo
(ATCC 33559); 16- Branco (agua estéril);

9 10 11 12 13 14 15 16

Figura 23-Amplificagdo por PCR do gene mapA de ADN extraido através do método de extragdo por coluna
de silica, a partir das suspensdes de enriquecimento das amostras 20/1869; 20/1983; 20/1984; 20/1985;
20/1986; 20/1987 e 20/1988.

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da amostra 19/1983; 2- ADN da amostra
19/1984; 3- ADN da amostra 19/1985; 4- ADN da amostra 19/1986; 5- ADN da amostra 19/1987; 6- ADN da amostra 19/1988; 7-
ADN da amostra 19/1869; 8- ADN da amostra 19/1983 e ADN ATCC 33291; 9- ADN da amostra 19/1984 e ADN ATCC 33291; 10- ADN
da amostra 19/1985 e ADN ATCC 33291; 11- ADN da amostra 19/1986 e ADN ATCC 33291; 12- ADN da amostra 19/1987 e ADN ATCC
33291 ; 13- ADN da amostra 19/1988 e ADN ATCC 33291; 14- ADN da amostra 19/1869 e ADN ATCC 33291; 15- Controlo positivo
(ATCC 33291); 16- Branco (agua estéril);
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M1 2 3 4,56 7 1112M.23456789101112|\/|
e
Simplex C. jejuni mapA-589 pb Simplex C. coli ceuE-462 pb

Figura 24-Amplificacdo por PCR dos genes mapA e ceuE de ADN extraido através do método de extragdo por
coluna de silica, a partir das suspensdes de enriquecimento das pools das amostras 20/4649 a 20/4653; pool das
amostras 20/4644 a 20/4648); 20/4655 e 20/4656.

Legenda: Simplex C. jejuni : M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da pool ( 20/4649 até
20/4653); 2- ADN da pool (20/4644 até 20/4648); 3- Controlo positivo ( amostra contaminada com 1 ml 10~7); 4- ADN da amostra
20/4655; 5- ADN da amostra 20/4656; 6- ADN da pool ( 20/4649 até 20/4653) e ADN do ATCC 33291; 7- ADN da pool (20/4644 até
20/4648) e ADN do ATCC 33291; 8- Controlo positivo ( amostra contaminada com 1 ml 10~7) e ADN do ATCC 33291; 9- ADN da
amostra 20/4655 e ADN do ATCC 33291; 10- ADN da amostra 20/4656 e ADN do ATCC 33291; 11- Controlo positivo ATCC 33291;
12- Branco (dgua estéril).

Simplex C.coli: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da pool ( 20/4649 até 20/4653); 2- ADN
da pool (20/4644 até 20/4648); 3- Controlo positivo ( amostra contaminada com 1 ml 10~7); 4- ADN da amostra 20/4655; 5- ADN
da amostra 20/4656; 6- ADN da pool ( 20/4649 até 20/4653) e ADN do ATCC 33559; 7- ADN da pool (20/4644 até 20/4648) e ADN
do ATCC 33559; 8- Controlo positivo ( amostra contaminada com 1 ml 10~7) e ADN do ATCC 33559; 9- ADN da amostra 20/4655 e
ADN do ATCC 33559; 10- ADN da amostra 20/4656 e ADN do ATCC 33559; 11- Controlo positivo ATCC 33559; 12- Branco (4dgua

estéril).
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Simplex C. jejuni mapA-589 pb

Figura 25-Amplificacdo por PCR do gene mapA de ADN extraido através
do método de extragdo por coluna de silica, a partir das suspensGes de
enriquecimento das amostras 20/6071; 20/6072; 20/6073; 20/6074;
20/6075 e 20/6076.

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da amostra 20/6071; 2- ADN da amostra
20/6072; 3- ADN da amostra 20/6073; 4- ADN da amostra 20/6074; 5- ADN da amostra 20/6075; 6- ADN da amostra 20/6076; 7-
ADN da amostra 20/6071e ADN do ATCC 33291; 8- ADN da amostra 20/6072 e ADN do ATCC 33291; 9- ADN da amostra 20/6073e
ADN do ATCC 33291; 10- ADN da amostra 20/6074 e ADN do ATCC 33291; 11- ADN da amostra 20/6075 e ADN do ATCC 33291; 12-
ADN da amostra 20/6076 e ADN do ATCC 33291; 13- Controlo positivo ATCC 33291; 14- Branco (dgua estéril).

Figura 26-Amplificagdo por PCR do gene ceuE de ADN extraido através do método de extragdo
por coluna de silica, a partir das suspensdes de enriquecimento das amostras 20/6071;
20/6072; 20/6073; 20/6074; 20/6075 e 20/6076.

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Biorom); 1- ADN da amostra 20/6071; 2- ADN da amostra
20/6072; 3- ADN da amostra 20/6073; 4- ADN da amostra 20/6074; 5- ADN da amostra 20/6075; 6- ADN da amostra 20/6076; 7-
ADN da amostra 20/6071e ADN do ATCC 33559; 8- ADN da amostra 20/6072 e ADN do ATCC 33559; 9- ADN da amostra 20/6073 e
ADN do ATCC 33559; 10- ADN da amostra 20/6074 e ADN do ATCC 33559; 11- ADN da amostra 20/6075 e ADN do ATCC 33559; 12-
ADN da amostra 20/6076 e ADN do ATCC 33559; 13- Controlo positivo ATCC 33559; 14- Branco (agua estéril).
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Figura 27-Amplificacdo por PCR do gene ceuE de ADN extraido através do método de extragdo
por coluna de silica, a partir das suspens&es de enriquecimento das amostras 20/4649; 20/4650;
20/4651; 20/4652; 20/4653; 20/6256; 20/6257; 20/6258; 20/6259; 20/6260; 20/6261;
20/6262;20/6263; 20/6264; 20/6266; 20/6267; 20/6268; 20/6269; 20/6270; 20/6271; 20/6272;
20/6273; 20/6274.

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da amostra 20/4649; 2- ADN da amostra
20/4650; 3- ADN da amostra 20/4651; 4- ADN da amostra 20/4652; 5- ADN da amostra 20/4653; 6- ADN da amostra 20/6256; 7-
ADN da amostra 20/6257; 8- ADN da amostra 20/6258; 9- ADN da amostra 20/6259; 10- ADN da amostra 20/6260; 11- ADN da
amostra 20/6261; 12- ADN da amostra 20/6262; 13- ADN da amostra 20/6263; 14- ADN da amostra 20/6264; 15- ADN da amostra
20/6266; 16- ADN da amostra 20/6267; 17- ADN da amostra 20/6268; 18- ADN da amostra 20/6269; 19- ADN da amostra 20/6270;
20- ADN da amostra 20/6271; 21- ADN da amostra 20/6272; 22- ADN da amostra 20/6273; 23- ADN da amostra 20/6274; 24- ADN
da amostra 20/4649 e ADN do ATCC 33559; 25- ADN da amostra 20/4650 e ADN do ATCC 33559; 26- ADN da amostra 20/4651e
ADN do ATCC 33559; 27- ADN da amostra 20/4652 e ADN do ATCC 33559; 28- ADN da amostra 20/4653 e ADN do ATCC
33559; 29- ADN da amostra 20/6256 e ADN do ATCC 33559; 30- ADN da amostra 20/6257 e ADN do ATCC 33559; 31- ADN da
amostra 20/6258 e ADN do ATCC 33559; 32- ADN da amostra 20/6259 e ADN do ATCC 33559; 33- ADN da amostra 20/6260 e
ADN do ATCC 33559; 34- ADN da amostra 20/6261 e ADN do ATCC 33559; 35- ADN da amostra 20/6262 e ADN do ATCC
33559; 36- Controlo positivo ATCC 33559; 37- Branco (agua estéril).
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Figura 28-Amplificagdo por PCR do gene mapA de ADN extraido através do método de extragdo
por coluna de silica, a partir das suspensdes de enriquecimento das amostras 20/4649; 20/4650;
20/4651; 20/4652; 20/4653; 20/6256; 20/6257; 20/6258; 20/6259; 20/6260; 20/626.

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da amostra 20/4649; 2- ADN da amostra
20/4650; 3- ADN da amostra 20/4651; 4- ADN da amostra 20/4652; 5- ADN da amostra 20/4653; 6- ADN da amostra 20/6256; 7-
ADN da amostra 20/6257; 8- ADN da amostra 20/6258; 9- ADN da amostra 20/6259; 10- ADN da amostra 20/6260; 11- ADN da
amostra 20/6261; 12- ADN da amostra 20/6262; 13- ADN da amostra 20/6263; 14- ADN da amostra 20/6264; 15- ADN da amostra
20/6266; 16- ADN da amostra 20/6267; 17- ADN da amostra 20/6268; 18- ADN da amostra 20/6269; 19- ADN da amostra 20/6270;
20- ADM da amostra 20/6271; 21- ADN da amostra 20/6272; 22- ADN da amostra 20/6273; 23- ADN da amostra 20/6274; 24- ADN
da amostra 20/6263 e ADN do ATCC 33291; 25- ADN da amostra 20/6264 e ADN do ATCC 33291; 26- ADN da amostra 20/6266 e
ADN do ATCC 33291; 27- ADN da amostra 20/6267 e ADN do ATCC 33291; 28- ADN da amostra 20/6268 e ADN do ATCC 33291; 29-
ADN da amostra 20/6269 e ADN do ATCC 33291; 30- ADN da amostra 20/6270 e ADN do ATCC 33291; 31- ADN da amostra 20/6271
e ADN do ATCC 33291; 32- ADN da amostra 20/6272 e ADN do ATCC 33291; 33- ADN da amostra 20/6273 e ADN do ATCC 3329; 34-
ADN da amostra 20/6274 e ADN do ATCC 33291; 35- Controlo positivo ATCC 33291; 36- Branco (agua estéril).
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Figura 29-Amplificagdo por PCR do gene mapA ADN extraido através do método de
extragdo por coluna de silica, a partir das suspensdes de enriquecimento das amostras
20/7319; 20/7320; 20/7321; 20/7322; 20/7910; 20/7911; 20/7912; 20/7913; 20/7914;
20/7915; 20/7916; 20/7917; 20/7918; 20/7319; 20/7920; 20/7921; 20/7922; 20/7923;
20/7924.

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da amostra 20/7319; 2- ADN da amostra
20/7320; 3- ADN da amostra 20/4621; 4- ADN da amostra 20/7322; 5- ADN da amostra 20/7910; 6-ADN da amostra 20/7911; 7-
ADN da amostra 20/7912; 8- ADN da amostra 20/7913; 9- ADN da amostra 20/7914; 10- ADN da amostra 20/7915; 11- ADN da
amostra 20/7916; 12- ADN da amostra 20/7917; 13- ADN da amostra 20/7918; 14- ADN da amostra 20/7919 pool da amostra
20/7913 a 20/7918); 15- ADN da amostra 20/7920; 16- ADN da amostra 20/7921; 17- ADN da amostra 20/7922; 18- ADN da amostra
20/7923; 19- ADN da amostra 20/7924; 20- ADN da amostra 20/7319 e ADN do ATCC 33291; 21- ADN da amostra 20/7320 e ADN
do ATCC 33291; 22- ADN da amostra 20/7321 e ADN do ATCC 33291; 23- ADN da amostra 20/7322 e ADN do ATCC 33291; 24- ADN
da amostra 20/7910 e ADN do ATCC 33291; 25- ADN da amostra 20/7911 e ADN do ATCC 33291; 26- ADN da amostra 20/7912 e
ADN do ATCC 33291; 27- ADN da amostra 20/7913 e ADN do ATCC 33291; 28- ADN da amostra 20/7914 e ADN do ATCC 33291; 29
- Controlo positivo ATCC 33291; 30- Branco (4dgua estéril).
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Figura 30-Amplificagdo por PCR do gene ceuE de ADN extraido através do método de extragdo
por coluna de silica, a partir das suspensdes de enriquecimento das amostras 20/7319; 20/7320;
20/7321; 20/7322; 20/7910; 20/7911; 20/7912; 20/7913; 20/7914; 20/7915; 20/7916; 20/7917;
20/7918; 20/7319; 20/7920; 20/7921; 20/7922; 20/7923; 20/7924.

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da amostra 20/7319; 2- ADN da amostra
20/7320; 3- ADN da amostra 20/4651; 4- ADN da amostra 20/7321; 5- ADN da amostra 20/7322; 6- ADN da amostra 20/7911; 7-
ADN da amostra 20/7912; 8- ADN da amostra 20/7913; 9- ADN da amostra 20/7914; 10- ADN da amostra 20/7315; 11- ADN da
amostra 20/7916; 12- ADN da amostra 20/7917; 13- ADN da amostra 20/7918; 14- ADN da amostra 20/7919 ( pool da
amostra20/7913 a 20/797918); 15- ADN da amostra 20/7920; 16- ADN da amostra 20/7921; 17- ADN da amostra 20/7922; 18- ADN
da amostra 20/7923; 19- ADN da amostra 20/7924; 20- ADN da amostra 20/7915 e ADN do ATCC 33559; 21- ADN da amostra
20/7916 e ADN do ATCC 33559; 22- ADN da amostra 20/7917 e ADN do ATCC 33559; 23- ADN da amostra 20/7918 e ADN do ATCC
33559; 24- ADN da amostra 20/7919 e ADN do ATCC 33559; 25- ADN da amostra 20/7920 e ADN do ATCC 33559; 26- ADN da amostra
20/7921 e ADN do ATCC 33559; 27- ADN da amostra 20/7922 e ADN do ATCC 33559; 28- ADN da amostra 20/7923 e ADN do ATCC
33559; 29 — ADN da amostra 20/7924 e ADN do ATCC 33559; 30- Controlo positivo ATCC 33559; 31- Branco (agua estéril).
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Figura 31-Detecdo de limites de detegdo para amostras alimentares e amplificagdo dos genes mapA e ceuE de
ADN extraido através do método de extragdo - por coluna de silica, a partir das suspensdes de enriquecimento
das amostras 20/12224; 20/12225; 20/12226; 20/12227; 20/12228; 20/12229; 20/12230; 20/6273(repeticdo).

Legenda: Simplex C. jejuni: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da amostra 20/12224; 2-
ADN da amostra 20/12225; 3- ADN da amostra 20/12226; 4- ADN da amostra 20/12227; 5- ADN da amostra 20/12228; 6- ADN da
amostra 20/12229 (pool das amostras 20/12224 a 20/122298); 7- ADN da amostra 20/12230; 8- Amostra contaminada com1 ml de
107° de ATCC 33291 e com 1 ml de 10~® de ATCC 33559; 9- Amostra contaminada com 1 ml de 10~° ATCC 33291 e com 1 ml de
1075 de ATCC 33559; 10- Amostra contaminada com 1 ml de 10~* ATCC 33291 e com 1 ml de 10~* ATCC 33559; 11- ADN da amostra
20/6273 (repeti¢do); 12- ADN da amostra 20/12224 e ADN do ATCC 33291; 13- ADN da amostra 20/12225 e ADN do ATCC 33291;
14- ADN da amostra 20/12226 e ADN do ATCC 33291; 15- ADN da amostra 20/12227 e ADN do ATCC 33291; 16- ADN da amostra
20/12228 e ADN do ATCC 33291; 17 ADN da amostra 20/12229 e ADN do ATCC 33291; 18- Controlo positivo ATCC 33291; 19- Branco
(dgua estéril).

Simplex C. coli: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da amostra 20/12224; 2- ADN da
amostra 20/12225; 3- ADN da amostra 20/12226; 4- ADN da amostra 20/12227; 5- ADN da amostra 20/12228; 6- ADN da amostra
20/12229; 7- ADN da amostra 20/12230; 8- Amostra contaminada com1 ml de 10~¢ de ATCC 33291 e com 1 ml de 10~° de ATCC
33559; 9- Amostra contaminada com 1 ml de 10~° ATCC 33291 e com 1 ml de 1075 de ATCC 33559; 10- Amostra contaminada com
1 mlde10™* ATCC 33291 e com 1 ml de 10~* ATCC 33559; 11- ADN da amostra 20/6273 (repeticdo); 12- ADN da amostra 20/12230
e ADN do ATCC 33559; 13- Amostra contaminada com1 ml de 107 de ATCC 33291 e com 1 ml de 10~® de ATCC 33559 e ADN do
ATCC 33559; 14- Amostra contaminada com 1 ml de 1075 ATCC 33291 e com 1 ml de 10~> de ATCC 33559 e ADN do ATCC 33559;
15- Amostra contaminada com 1 ml de 10™% ATCC 33291 e com 1 ml de 10™* ATCC 33559 e ADN do ATCC 33559; 16- Controlo
Positivo (ATCC 33559); 17- Branco (agua estéril).
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Figura 32-- Amplificagdo por PCR do gene mapA de ADN extraido através do método de extragdo - por
coluna de silica, a partir das suspensdes de enriquecimento das amostras 20/13254; 20/13255; 20/13256;
20/13257; 20/13258; 20/13259; 20/13260; 20/13261; 20/13262; 2063; 20/13264; 20/13265; 20/13266;
20/13267; 20/13268; 20/13269; 20/13277.

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da amostra 20/13254; 2- ADN da amostra
20/13255; 3- ADN da amostra 20/13256; 4- ADN da amostra 20/13257; 5- ADN da amostra 20/13258; 6- ADN da amostra 20/13259;
7- ADN da amostra 20/13260; 8- ADN da amostra 20/13261; 9- ADN da amostra 20/13276; 10- ADN da amostra 20/13262; 11- ADN
da amostra 20/1363; 12- ADN da amostra 20/13264; 13- ADN da amostra 20/13265; 14- ADN da amostra 20/13266; 15- ADN da
amostra 20/13267; 16- ADN da amostra 20/13268; 17- ADN da amostra 20/13269; 18- 20/13277; 19- ADN da amostra 20/13262 e
ADN do ATCC 33291; 20- ADN da amostra 20/13263 e ADN do ATCC 33291; 21- ADN da amostra 20/13264 e ADN do ATCC 33291;
22- ADN da amostra 20/13265 e ADN do ATCC 33291; 23- ADN da amostra 20/13266 e ADN do ATCC 33291; 24-Controlo positivo
(ATCC 33291); 25- Branco (agua estéril).
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Figura 33- Amplificagdo por PCR do gene ceuE de ADN extraido através do método de extragdo - por coluna
de silica, a partir das suspensdes de enriquecimento das amostras 20/13254; 20/13255; 20/13256;
20/13257;20/13258; 20/13259; 20/13260; 20/13261; 20/13262; 20/13263; 20/13264; 20/13265; 20/13266;
20/13267; 20/13268; 20/13269; 20/13277

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da amostra 20/13254; 2- ADN da amostra
20/13255; 3- ADN da amostra 20/13256; 4- ADN da amostra 20/13257; 5- ADN da amostra 20/13258; 6- ADN da amostra 20/13259;
7- ADN da amostra 20/13260; 8- ADN da amostra 20/13261; 9- ADN da amostra 20/13276; 10- ADN da amostra 20/13262; 11- ADN
da amostra 20/1363; 12- ADN da amostra 20/13264; 13- ADN da amostra 20/13265; 14- ADN da amostra 20/13266; 15- ADN da
amostra 20/13267; 16- ADN da amostra 20/13268; 17- ADN da amostra 20/13269; 18- 20/13277; 19- ADN da amostra 20/13267 e
ADN do ATCC 33559; 20- ADN da amostra 20/13268 e ADN do ATCC 33559; 21- ADN da amostra 20/13269 e ADN do ATCC 33559;
22- ADN da amostra 20/13277 e ADN do ATCC 33559; 23- Controlo positivo (ATCC 33559); 24- Branco (dgua estéril).

Simplex C. coli ceuE- 462 pb

Figura 34-Amplificagdo por PCR do gene ceuE de ADN extraido através do método de extragao - por
coluna de silica, a partir das suspensdes de enriquecimento das pools 20/16201; 20/16202; 20/16203
e 20/16204.

Legenda: Simplex C. jejuni: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da pool/ 20/16201; 2- ADN
da pool a 20/16202; 3- ADN da pool 20/16203; 4- ADN da pool 20/16204; 5- ADN da pool 20/16201 e ADN do ATCC 33291; 6- ADN
da pool 20/16203 e ADN do ATCC 33291; 7- Controlo positivo (ATCC 33291); 8- Branco (4dgua estéril).

Simplex C. coli: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da pool 20/16201; 2- ADN da pool a
20/16202; 3- ADN da pool 20/16203; 4- ADN da pool 20/16204; 5- ADN da pool 20/16202 e ADN do ATCC 33559; 6- ADN da pool
20/16204 e ADN do ATCC 33559; 7- Controlo positivo (ATCC 33559); 8- Branco (dgua estéril); 9- ADN da amostra 20/13267

(repeticdo).

89



Campylobacter- Impacte na saide humana e na seguranga alimentar
Anexos

Simplex C. jejuni mapA-589 pb Simplex C. coli ceuE- 462 pb

500 pb

Figura 35-Amplificagdo por PCR dos genes mapA e ceuE de ADN extraido através do método de
extragdo - por coluna de silica, a partir das suspensdes de enriquecimento da pool das amostras
20/16211 a 20/16215; pool das amostras 20/16217 a 20/16221; amostra 20/16223; amostra
20/16224.

Legenda: Simplex C. jejuni: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da poo/ 20/16216 (20/16211
a 20/16215); 2- ADN da pool a 20/16222 ( 20/16217 a 20/16221); 3- ADN da amostra 20/16223; 4- ADN da amostra 20/16224; 5-
ADN da pool 20/16216 e ADN do ATCC 33291; 6- ADN da amostra 20/16223 e ADN do ATCC 33291; 7- Controlo positivo (ATCC
33291); 8- Branco (agua estéril).

Simplex C. coli: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da pool 20/16216( 20/16211 a
20/16215); 2- ADN da pool a 20/16222 (20/16217 a 20/16221); 3- ADN da amostra 20/16223; 4- ADN da amostra 20/16224; 5- ADN
da pool 20/16222 e ADN do ATCC 33559; 6- ADN da amostra 20/16224 e ADN do ATCC 335591; 7- Controlo positivo (ATCC 33291).
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Figura 36-Amplificacdo por PCR do gene mapA de ADN extraido através do método de extragdo - por
coluna de silica, a partir das suspens&es de enriquecimento das amostras 20/16217; 20/16218; 20/16219;
20/16220; 20/16221; pool das amostras 20/16683 a 20/16687; 20/16688; 20/16689; 20/16690; 2016691;
20/16692; 20/16693; 20/16694.

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da amostra 20/16217; 2- ADN da amostra
20/16218; 3- ADN da amostra 20/16219; 4- ADN da amostra 20/16220; 5- ADN da amostra 20/16221; 6- ADN da pool 20/18084
(20/16683 a 20/16687); 7- ADN da amostra 20/16688; 8- ADN da amostra 20/16689; 9- ADN da amostra 20/16690; 10- ADN da
amostra 20/16691; 11- ADN da amostra 20/16292; 12- ADN da amostra 20/16693; 13- ADN da amostra 20/16694; 14- ADN da
amostra 20/16217 e ADN do ATCC 33291; 15- ADN da amostra 20/16218 e ADN do ATCC 33291; 16- ADN da amostra 20/16219 e
ADN do ATCC 33291; 17- ADN da amostra 20/16220 e ADN do ATCC 33291; 18- ADN da amostra 20/16221 e ADN do ATCC 33291,
19- ADN da amostra 20/16688 e ADN do ATCC 33291; 20- Controlo positivo ATCC 33291; 21 e 22- Branco (dgua estéril).
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Figura 37-Amplificagdo por PCR do gene ceuE de ADN extraido através do método de extragdo - por coluna
de silica, a partir das suspensdes de enriquecimento da pool das amostras 20/16683 a 20/16687; amostra
20/16688; 20/16689; 20/16690; 20/16691; 20/16692; 20/16693; 20/16694; pool 20/18086.

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da poo/ 18084 (20/16683 a 20/16687); 2-
ADN da amostra 20/16688; 3- ADN da amostra 20/16689; 4- ADN da amostra 20/16690; 5- ADN da amostra 20/16691; 6- ADN da
amostra 20/16692; 7- ADN da amostra 20/16693; 8- ADN da amostra 20/16694; 9- ADN da pool 20/18086 (20/16688 a 20/16692);
10 - ADN da amostra 20/16689 e ADN do ATCC 33559; 11- ADN da amostra 20/16690 e ADN do ATCC 33559; 12- ADN da amostra
20/16691 e ADN do ATCC 33559; 13- ADN da amostra 20/16692 e ADN do ATCC 33559; 14- ADN da amostra 20/16693 e ADN do
ATCC 33559; 15- ADN da amostra 20/16694 e ADN do ATCC 33559; 16- ADN da pool das amostras 20/16683 a 20/16687 e ADN do
ATCC 33559; 17- ADN da pool das amostras 20/16688 a 20/16692 e ADN do ATCC 33559; 18- Controlo positivo ATCC 33559; 19-

Branco (4dgua estéril);

Simplex C. coli ceuE-462 pb
500 pb -

Figura 38-Amplificagcdo por PCR do gene ceuE e ADN extraido através
do método de extragdo - por coluna de silica, a partir das suspensdes
de enriquecimento das amostras 20/16683; 20/16684; 20/16685;
20/16686 e 20/16687.

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1-ADN da amostra 20/16683; 2- ADN da amostra
20/16684; 3- ADN da amostra 20/16685; 4- ADN da amostra 20/16686; 5- ADN da amostra 20/16687; 6- ADN da amostra 20/16686
e ADN do ATCC 33559; 7- ADN da amostra 20/16687 e ADN do ATCC 33559; 8- Controlo Positivo (ATCC 33559).
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Figura 39-Amplificacdo por PCR do gene mapA de ADN extraido através
do método de extragdo - por coluna de silica, a partir das suspensdes de
enriquecimento das amostras 20/16683; 20/16684; 20/16685; 20/16686
e 20/16687.

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1-ADN da amostra 20/16683; 2- ADN da amostra
20/16684; 3- ADN da amostra 20/16685; 4- ADN da amostra 20/16686; 5- ADN da amostra 20/16687; 6- ADN da amostra 20/16683
e ADN do ATCC 33291; 7- ADN da amostra 20/16684 e ADN do ATCC 33291; 8- ADN da amostra 20/16685 e ADN do ATCC 33291; 9-
Controlo Positivo (ATCC 33291); 10- Branco (agua estéril).
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Simplex C. jejuni mapA-589 pb

Figura 40-Repeti¢cdo da amplificagdo por PCR do gene mapA de
ADN extraido através do método de extragao - por coluna de
silica, a partir das suspensdes de enriquecimento das amostras
20/6075; 20/6269; 20/12226.

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1-ADN da amostra 20/6075; 2- ADN da amostra
20/6269; 3- ADN da amostra 20/12226; 4- ADN da amostra 20/6075 e ADN do ATCC 33291; 5- ADN da amostra 20/6269 e ADN do
ATCC 33291; 6- ADN da amostra 20/12226 e ADN do ATCC 33291; 7- Controlo Positivo (ATCC 33291); 18- Branco (agua estéril).
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Simplex C. coli ceuE- 462 pb

Figura 41-Repeticdo da amplificacdo por PCR do gene ceuE de ADN extraido através do
método de extragdo - por coluna de silica, a partir das suspensGes de enriquecimento das
amostras 20/1982; 20/6075; 20/6271; 20/6273; 20/16690.

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1-ADN da amostra 20/1982; 2- ADN da amostra
20/6075; 3- ADN da amostra 20/6271; 4- ADN da amostra 20/20/6273; 5- ADN da amostra 20/16690; 6- ADN da amostra 20/1982
e ADN do ATCC 33559; 7- ADN da amostra 20/6075 e ADN do ATCC 33559; 8- ADN da amostra 20/6271 e ADN do ATCC 33559; 9-
ADN da amostra 20/6273 e ADN do ATCC 33559; 10- ADN da amostra 20/16690 e ADN do ATCC 33559; 11- Controlo Positivo (ATCC
33559); 12- Branco (agua estéril)
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Anexo E- Visualizagdo dos produtos de PCR resultantes na identificacdo da espécie

das coldnias isoladas

g 100 11 12 13 14 15 16

Simplex C. jejuni mapA- 589 pb

M 17 18 19 20 21 22 M

500 pb

Figura 42-Amplificagdo por PCR do gene mapA de ADN extraido através do método de extragdo - por
fervura das coldnias extraidas das amostras 19/13808; 19/13809; 19/27906; 19/27907; 19/28911;
20/1869; 20/1981; 20/1983; 20/1984; 20/4650.

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da colénia 19/13808; 2- ADN da coldnia
19/13809; 3- ADN da coldnia 19/27906; 4- ADN da coldnia 19/27907; 5- ADN da colénia 19/28911; 6- ADN da colénia 20/1869; 7-
ADN da coldnia 20/1981; 8- ADN da coldnia 20/1983; 9- ADN da coldnia 20/1984; 10- ADN da colénia 20/4650; 11- ADN da coldnia
19/13808 e ADN da ATCC 33291; 12- ADN da coldnia 19/13809 e ADN da ATCC 33291; 13- ADN da coldnia 19/27906 e ADN da ATCC
33291; 14- ADN da coldnia 19/27907 e ADN da ATCC 33291; 15- ADN da coldnia 19/28911 e ADN da ATCC 33291; 16- ADN da colénia
20/1869 e ADN da ATCC 33291; 17-ADN da coldnia 20/1981 e ADN da ATCC 33291; 18- ADN da colénia 20/1983 e ADN da ATCC
33291; 19- ADN da coldnia 20/1984 e ADN da ATCC 33291; 20- ADN da coldnia 20/4650 e ADN da ATCC 33291; 21- Controlo positivo
ATCC 33291; 22- Branco (agua estéril).
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Simplex C. coli ceuE-462 pb

Figura 43-Amplificagdo por PCR do gene ceuE de ADN extraido através do método de extragdo - por
fervura das coldnias extraidas das amostras 20/1982; 20/1983; 20/1984; 20/6075; 20/6266; 20/6267.

Legenda: : M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da coldnia 20/1982; 2- ADN da coldnia
20/1983; 3- ADN da coldnia 20/1984; 4- ADN da coldnia 20/6075; 5- ADN da colénia 20/6266; 6- ADN da col6nia 20/6267; 7- ADN
da coldnia 20/1982 e ADN do ATCC 33559; 8- ADN da coldnia 20/1983 e ADN do ATCC 33559; 9- ADN da coldnia 20/1984 e ADN do
ATCC 33559; 10- ADN da colénia 20/6075 e ADN do ATCC 33559; 11- ADN da colénia 20/6266 e ADN do ATCC 33559; 12- ADN da
coldnia 20/6267 e ADN do ATCC 33559; 13- Controlo positivo ATCC 33559; 14- Branco (dgua estéril);

Simplex C. jejuni mapA-589 pb

Figura 44-Amplificacdo por PCR do gene mapA de ADN
extraido através do método de extragdo - por fervura das
coldnias extraidas das amostras 20/4651; 20/4652.

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da colénia 20/4651; 2- ADN da coldnia
20/4652; 3- ADN da coldnia 20/4651 e ADN da ATCC 33291; 4- ADN da coldnia 20/4652 e ADN da ATCC 33291; 5- Controlo positivo

ATCC 33291; 6- Branco (agua estéril).
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Figura 45-Amplificacdo por PCR do gene mapA de ADN extraido através do método de extragdo
- por fervura das coldnias extraidas das amostras 20/6075; 20/6261; 20/6266; 20/6267; 20/6268;

20/6269.

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN das col6nias 20/6075; 2- ADN das coldnias
20/6261; 3- ADN das coldnias 20/6266; 4- ADN da colénia 20/6267; 5- ADN da coldnia 20/6268; 6-ADN da colénia 20/6269; 7- ADN
da coldnia 20/6075 e ADN da ATCC 33291; 8- ADN da coldnia 20/6261 e ADN da ATCC 33291; 9- ADN da colénia 20/6266 e ADN da
ATCC 33291; 10- ADN da coldnia 20/6267 e ADN da ATCC 33291; 11- ADN da coldnia 20/6268 e ADN da ATCC 33291; 12- ADN da
coldnia 20/6269 e ADN da ATCC 33291; 13- Controlo positivo ATCC 33291; 14- Branco (agua estéril).
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Figura 46-Amplificagdo por PCR do gene mapA de ADN extraido através do método de extragdo - por
fervura das coldnias extraidas das amostras 20/6271; 20/6272; 20/6273; 20/6274; 20/7914; 20/7917;
20/7920; 20/7921; 20/7922; 20/7924.

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da colénia 20/6271; 2- ADN da colénia
20/6272; 3- ADN da coldénia 20/6273; 4- ADN da coldnia 20/6274; 5- ADN da colénia 20/7914; 6- ADN da coldnia 20/7917; 7- ADN
da colénia 20/7920; 8- ADN da coldnia 20/7921; 9- ADN da coldnia 20/7922; 10- ADN da coldnia 20/7924; 11- ADN da coldnia
20/6271 e ADN da ATCC 33291; 12- ADN da coldnia 20/6272 e ADN da ATCC 33291; 13- ADN da colénia 20/6273 e ADN da ATCC
33291; 14- ADN da colénia 20/6274 e ADN da ATCC 33291; 15- ADN da coldnia 20/67914 e ADN da ATCC 33291; 16- ADN da colénia
20/7917 e ADN da ATCC 33291; 17- ADN da coldnia 20/7920 e ADN da ATCC 33291; 18- ADN da colénia 20/7921 e ADN da ATCC
33291; 19- ADN da coldnia 20/7922 e ADN da ATCC 33291; 20- ADN da coldnia 20/7924 e ADN da ATCC 33291; 21- Controlo positivo
ATCC 33291; 22- Branco (agua estéril).
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Simplex C. jejuni mapA- 589 pb

Figura 47-Amplificacdo por PCR do gene mapA de ADN extraido através do método de extragdo - por
fervura das coldnias extraidas das amostras 20/7916; 20/7918; 20/13257; 20/13261; 20/13262;
20/13263.

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da colénia 20/7916; 2- ADN da coldnia
20/7918; 3- ADN da coldnia 20/13257; 4- ADN da coldnia 20/13261; 5- ADN da coldnia 20/13262; 6- ADN da colénia 20/13263; 7-
ADM da coldnia 20/7916 e ADN da ATCC 33291; 8- ADN da col6nia 20/7918 e ADN da ATCC 33291; 9- ADN da coldnia 20/13257 e
ADN da ATCC 33291; 10- ADN da coldnia 20/13261 e ADN da ATCC 33291; 11- ADN da col6nia 20/13262 e ADN da ATCC 33291; 12-
ADN da coldnia 20/13263 e ADN da ATCC 33291; 13- Controlo positivo ATCC 33291 (fervura 19/9/19); 14 — Controlo Positivo 33291
(fervura 9/1/20); 15- Branco (agua estéril).
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Simplex C. jejuni mapA-589 pb
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Figura 48-Amplificagdo por PCR do gene mapA de ADN extraido através do método de extragdo - por fervura das coldnias extraidas
das amostras 20/12226; 20/12227; 20/12228; 20/13264; 20/13265; 20/13266; 20/13267; 20/13268; 20/13269; 20/13277.

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da coldnia 20/12226; 2- ADN da coldnia
20/12227; 3- ADN da coldnia 20/12228; 4- ADN da colénia 20/13264; 5- ADN da coldnia 20/13265; 6- ADN da coldénia 20/13266; 7-
ADN da coldnia 20/13267; 8- ADN da colénia 20/13268; 9- ADN da coldnia 20/13269; 10- ADN da colénia 20/13277; 11- ADN da
colénia 20/12226 e ADN da ATCC 33291; 12- ADN da colénia 20/12227 e ADN da ATCC 33291; 13- ADN da colénia 20/12228 e ADN
da ATCC 33291; 14- ADN da coldnia 20/13264 e ADN da ATCC 33291; 15- ADN da colénia 20/13265 e ADN da ATCC 33291; 16- ADN
da coldnia 20/13266 e ADN da ATCC 33291; 17- ADN da colénia 20/13267 e ADN da ATCC 33291; 18- ADN da coldnia 20/13268 e
ADN da ATCC 33291; 19- ADN da coldnia 20/13269 e ADN da ATCC 33291; 20- ADN da coldnia 20/13277 e ADN da ATCC 33291; 21-
Controlo positivo ATCC 33291; 22- Branco (agua estéril).
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Figura 49-Amplificacdo por PCR do gene mapA de ADN extraido através do método
de extragdo - por fervura das coldnias extraidas das amostras 20/16217; 20/16218;
20/16220; 20/16221; 20/16224.

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da colénia 20/16217; 2- ADN da coldnia
20/16218; 3- ADN da coldnia 20/16220; 4- ADN da coldnia 20/16221; 5- ADN da coldnia 20/16224; 6- ADN da coldnia 20/16217 e
ADN da ATCC 33291; 7- ADN da coldnia 20/16218 e ADN da ATCC 33291; 8- ADN da coldénia 20/16220 e ADN da ATCC 33291; 9- ADN
da coldnia 20/16221 e ADN da ATCC 33291; 10- ADN da coldnia 20/16224 e ADN da ATCC 33291; 11- Controlo positivo ATCC 33291;

12- Branco (4gua estéril).
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Simplex C. jejuni mapA-589 pb

Figura 50-Amplificagdo por PCR do gene mapA de ADN extraido através do método de extragdo - por fervura das
coldnias extraidas das amostras 20/16687; 20/16688; 20/16689; 20/16690; 20/16691; 20/16692; 20/16694.

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da coldénia 20/16687; 2- ADN da coldnia
20/16688; 3- ADN da coldnia 20/16689; 4- ADN da colénia 20/16690; 5- ADN da coldnia 20/16691; 6- ADN da coldnia 20/16692; 7-
ADN da coldnia 20/16694; 8-ADN da coldnia 20/16687 e ADN da ATCC 33291; 9- ADN da coldnia 20/16688 e ADN da ATCC 33291;
10- ADN da colénia 20/16689 e ADN da ATCC 33291; 11- ADN da colénia 20/16690 e ADN da ATCC 33291; 12- ADN da coldnia
20/16691 e ADN da ATCC 33291; 13- ADN da coldnia 20/16692 e ADN da ATCC 33291; 14- ADN da colénia 20/16694 e ADN da ATCC
33291, 15- Controlo positivo ATCC 33291; 16- Branco (agua estéril).
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Figura 51-Amplificagdo por PCR do gene ceuE de ADN extraido através do método de extragdo - por fervura
das coldnias extraidas das amostras 20/6268; 20/6271; 20/6273; 20/7922; 20/13265; 20/13266.

Legenda: M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da colénia 20/6268; 2- ADN da coldnia
20/16271; 3- ADN da coldnia 20/6273; 4- ADN da coldnia 20/7922; 5- ADN da coldnia 20/13265; 6- ADN da coldnia 20/13266; 7-
ADN da coldnia 20/6268 e ADN do ATCC 33559; 8- ADN da coldnia 20/6271 e ADN do ATCC 33559; 9- ADN da coldnia 20/6273 e
ADN do ATCC 33559; 10- ADN da colénia 20/7922 e ADN do ATCC 33559; 11- ADN da coldnia 20/13265 e ADN do ATCC 33559; 12-
ADN da coldnia 20/13266 e ADN do ATCC 33559; 13- Controlo positivo ATCC 33559; 14- Branco (agua estéril).

Simplex C. coli ceuE-462 pb

Figura 52-Amplificagdo por PCR do gene ceuE de ADN extraido através do método de extragao - por fervura
das coldnias extraidas das amostras 20/13268; 20/13269; 20/16687; 20/16690; 20/16694.

Legenda: : M- marcador de peso molecular 100 pb (ADN Ladder 100 pb Bioron); 1- ADN da coldnia 20/13268; 2- ADN da colénia
20/13269; 3- ADN da colénia 20/16687; 4- ADN da colénia 20/16690; 5- ADN da colénia 20/16694; 6- ADN da colénia 20/13268 e
ADN do ATCC 33559; 7- ADN da coldnia 20/13269 e ADN do ATCC 33559; 8- ADN da coldnia 20/16687 e ADN do ATCC 33559; 9-
ADN da coldnia 20/16690 e ADN do ATCC 33559; 10- ADN da coldnia 20/16694 e ADN do ATCC 33559; 11-Controlo positivo ATCC
33559; 14- Branco (agua estéril);
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