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RESUMO 
 

Campylobacter jejuni e Campylobacter coli são importantes agentes etiológicos de doença 

diarréica na população mundial. A infecção por Campylobacter sp. é usualmente identificada por 

cultivo microbiológico que leva aproximadamente 72 horas para identificação do gênero. Nosso 

objetivo principal foi pesquisar a prevalência de C. jejuni e C. coli em população infantil, com idade 

entre 2-36 meses, da área urbana de Fortaleza/CE, Brasil, em estudo do tipo epidemiológico 

observacional caso-controle, utilizando, como ferramenta de detecção, a reação em cadeia da 

polimerase (PCR). Outros objetivos consistiram em: investigar o impacto nutricional da infecção 

(casos) ou da colonização (controles) por Campylobacter sp.; determinar a presença de três genes de 

virulência para a toxina citoletal distensora (CDT) de C. jejuni e avaliar a ocorrência de inflamação 

intestinal nas infecções causadas por Campylobacter sp. A população estudada consistiu de 83 casos e 

83 controles, sendo os casos, crianças com histórico de diarréia nos 14 dias pregressos à seleção para o 

estudo. Foram avaliados parâmetros sócio-econômicos através de questionário epidemiológico. 

Medidas antropométricas foram coletadas para determinação de escores-z no intuito de avaliar o perfil 

nutricional das crianças. A detecção de Campylobacter nas amostras congeladas foi realizada por 

ensaio imuno-enzimático (ELISA) e PCR. Pela PCR também investigamos a presença dos genes cdtA, 

cdtB e cdtC da CDT de C. jejuni. A avaliação da inflamação intestinal foi realizada pela pesquisa de 

lactoferrina fecal (LFF), através de ELISA semiquantitativa. Foi detectado, por PCR, C. jejuni em 

9,6% dos casos (8/83) e 7,2% dos controles (6/83). C. coli foi detectado em 6,0% dos casos (5/83) e 

1,2% dos controles (1/83). Os genes cdtA, cdtB e cdtC foram encontrados em 50% das amostras hipO+ 

(7/14). Houve diferença significativa (p<0,05) dos escores WAZ e WHZ entre casos e controles 

portadores de C. jejuni, sendo que casos portadores apresentaram média inferior de WAZ e WHZ, 

quando comparados com os controles portadores. No grupo Casos, os portadores de C. jejuni 

apresentavam valor médio de WHZ inferior ao valor médio apresentado pelos casos não-portadores. 

Mais de 80,0% das crianças estudadas apresentaram inflamação intestinal caracterizada por elevados 

níveis de LFF, independente da presença de diarréia e Campylobacter sp. Em conclusão, nossos 

achados corroboram dados da literatura científica relacionados à prevalência de C. jejuni e C. coli na 

população infantil, existência de portadores assintomáticos e associação entre a detecção do 

microorganismo e desnutrição. Além disso, nossos dados apontam para ocorrência de variabilidade 

genética dentre as cepas de C. jejuni detectadas na população estudada em relação à presença ou 

ausência dos genes de CDT.  
 

Palavras-chave: Diarréia Infantil. Campylobacter jejuni. Campylobacter coli. Desnutrição. Inflamação 
intestinal. Toxina citoletal distensora. 
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ABSTRACT 

 

Campylobacter jejuni and Campylobacter coli are important etiologic agents of worldwide diarrheal 

disease. Campylobacter sp. infection is usually identified by a 72 hour microbiological culture that 

identifies the genus of the responsible organism. Our main goal was to investigate the prevalence of C. 

jejuni and C. coli in children, aged 2-36 months, from urban Fortaleza, CE, Brazil, in an observational 

epidemiological case-control study using, as a tool of detection, the polymerase chain reaction (PCR). 

Our other goals were to investigate the nutritional impact of infection (cases) or colonization (controls) 

for Campylobacter sp., to determine the presence of three virulence genes of C. jejuni cytolethal 

distending toxin (CDT), and to evaluate the occurrence of inflammation in intestinal infections caused 

by Campylobacter sp. The study population consisted of 83 cases and 83 controls, where the cases 

consisted of children with a history of diarrhea in the 14 days prior to selection for the study. We 

assessed socioeconomic parameters through an epidemiological questionnaire. Anthropometric 

measurements were collected to determine z-score parameters for assessing the nutritional status of the 

children. Detection of Campylobacter from frozen samples was performed by enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) and PCR. Also, using PCR technology, we investigated the presence of 

C. jejuni genes cdtA, cdtB and cdtC. Intestinal inflammation was assessed by semi-quantitative ELISA 

detection of fecal lactoferrin (LFF). PCR technology detected C. jejuni in 9.6% of the cases (8/83) and 

7.2% of the controls (6/83), while C. coli was detected in 6.0% of the cases (5/83) and 1.2% of the 

controls (1/83). CDT genes were found in 50% of hipO+ samples (7/14). There was a significant 

difference (p <0.05) in the weight for age z-scores (WAZ) and the weight for height z-scores (WHZ) 

between case and control carriers of C. jejuni, where case carriers showed lower average WAZ and 

WHZ than control carriers. Moreover, in the case group, carriers of C. jejuni showed a lower WHZ 

average than that of non-carrier cases of C. jejuni. More than 80.0% of the children studied had 

intestinal inflammation characterized by high levels of LFF regardless of the presence of diarrhea and 

Campylobacter sp. In conclusion, our findings corroborate data in the scientific literature related to the 

prevalence of C. jejuni and C. coli in pediatric populations, the existence of asymptomatic carriers and 

an association between the detection of the microorganism and malnutrition. In addition, our data 

suggest a genetic variability among the strains of C. jejuni detected in the study population, related to 

presence o absence of CDT genes.  

 

Keywords: Childhood diarrhea. Campylobacter jejuni. Campylobacter coli. Malnutrition. Intestinal 
inflammation. Cytolethal distending toxin.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Doenças diarréicas: Impacto no mundo e no Brasil 

 

 

As doenças diarréicas constituem um grande problema de saúde pública, 

principalmente na população infantil. É a segunda causa mais freqüente de morte em crianças 

com idade inferior a 60 meses (WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO, 1999), sendo 

responsável por 16% das 10,4 milhões de mortes de crianças com menos de 5 anos de idade 

ocorridas anualmente em todo o mundo (WHO, 2004). 
 

A Organização Mundial de Saúde (WHO) define como diarréia três ou mais 

evacuações líquidas por dia. A diarréia pode ser causada por razões variadas, entretanto, a 

maioria dos episódios em países em desenvolvimento é de origem infecciosa (ALAM; 

ASHRAF, 2003; WHO 2008). Quando é um sintoma de infecção gastrointestinal, pode ser 

causada por uma variedade de agentes etiológicos como bactérias, vírus e parasitas intestinais 

(MONKEMÜLLER; WILCOX, 2001; PODEWILS et al., 2004; QADRI, 1990).  
 

Existem três formas clínicas de diarréia: diarréia aguda, diarréia invasiva e diarréia 

persistente. A diarréia aguda é a mais comum em indivíduos imunocompetentes e pode ser 

líquida, com impacto na hidratação do paciente, ou disentérica, quando as fezes são 

sanguinolentas e com presença de muco, além de forte componente inflamatório associado 

(ALAM; ASHRAF, 2003). 
 

A infecção intestinal por agentes etiológicos diversos é usualmente disseminada por 

água ou alimentos contaminados, de pessoa a pessoa ou resultado de higiene precária. A 

diarréia leva à perda de fluidos, desidratação e pode ser muito impactante em crianças 

malnutridas ou indivíduos com imunidade comprometida (RICE et al., 2000; WHO, 2008). 
 

A partir da década de 80, a implantação da terapia de rehidratação oral (TRO) gerou 

uma redução importante na mortalidade ocasionada pelas doenças diarréicas (LIMA; 

GUERRANT, 1992; PETRI Jr. et al., 2008; THAPAR; SANDERSON, 2004). Estudos no 

Brasil, Egito, México e Filipinas confirmaram o impacto positivo do uso de TRO. Em 1980, o 
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número anual de mortes em crianças menores de 5 anos por diarréia era de 4,6 milhões e em 

2000, esse número caiu para 1,5 milhão de mortes (VICTORA et al., 2000). 

 No Brasil, a diarréia era responsável por 17,3% dos óbitos infantis entre 1985-1987, 

caindo para 4,2% em 2003-2005. No entanto, a proporção de mortes por diarréia é, ainda 

hoje, quatro vezes maior na região Nordeste quando comparada à região Sudeste, 

evidenciando diferenças regionais quanto ao acesso e qualidade da atenção à saúde 

(COMISSÃO NACIONAL SOBRE DETERMINANTES SOCIAIS DA SAÚDE, 2008). 
  

Apesar do declínio sobre a mortalidade, o impacto da diarréia sobre a morbidade ainda 

persiste (GUERRANT et al., 2002; KOSEK; BERN; GUERRANT, 2003; LIMA; 

GUERRANT, 2004; THAPAR; SANDERSON, 2004). 
  

O primeiro relatório da WHO sobre o impacto global das doenças, realizado em 1990, 

introduziu uma medida chamada DALY (disability-adjusted life years, inabilidade ajustada 

em anos de vida), medida única para quantificar o impacto de doenças, injúrias e fatores de 

risco que ultrapassa os limites da avaliação de impacto por mortalidade e morbidade. O 

DALY é baseado na quantidade de anos de vida perdidos por morte prematura e na 

quantidade de anos de vida vividos em condição inferior à de saúde plena. Um DALY 

representa a perda de um ano de vida saudável (WHO, 2004). 
 

Quando avaliadas em relação ao DALY, as doenças diarréicas continuaram em 

segundo lugar no ranking mundial das doenças mais impactantes, contribuindo com 72,8 

milhões de anos de vida saudável perdidos, ficando à frente de doenças como desordens 

depressivas, doença cardíaca isquêmica, vírus da imunodeficiência humana 

adquirida/síndrome da imunodeficiência adquirida (HIV/AIDS), prematuridade neonatal, 

acidentes automobilísticos e tuberculose; perdendo apenas para as doenças respiratórias 

(WHO, 2004). 
 

Além do grande impacto sobre os anos de vida saudáveis perdidos, as doenças 

diarréicas têm sido implicadas em outras duas questões que representam um grande desafio à 

saúde pública: o ciclo vicioso diarréia-desnutrição e o prejuízo cognitivo (LIMA et al., 2000; 

PETRI Jr. et al., 2008; SANTOS et al., 2008; WALKER et al., 2007). 
 

O ciclo vicioso diarréia-desnutrição foi postulado nas últimas décadas e pode ser 

compreendido da seguinte maneira: um passo limitante da nutrição normal é a função 

absortiva intestinal. Indivíduos desnutridos são mais gravemente afetados pelas infecções 
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intestinais e essas, por conseguinte, limitam a capacidade absortiva intestinal (BLACK; 

BROWN; BECKER, 1984; CAUFIELD et al., 2004; GUERRANT et al., 1992a; LIMA et al., 

1992, 2000; MATA, 1992; MOORE et al., 2000; RICE et al., 2000; WEISSTAUB; ARAYA, 

2008). Assim sendo as infecções intestinais são tanto causa como conseqüência da 

desnutrição (GADEWAR; FASANO, 2005; GUERRANT et al., 2008). 
 

Quanto ao impacto na função cognitiva, doenças diarréicas e desnutrição têm sido 

associadas com déficit cognitivo em crianças (BERKMAN et al., 2002; LORNTZ et al., 

2006). Escores de teste de inteligência não-verbal obtidos por crianças de 6-10 anos de idade 

foram inversamente correlacionados com o número de episódios de diarréia ocorridos nas 

mesmas crianças 4-7 anos antes (NIEHAUS et al., 2002). Foi observada também uma redução 

na fluência verbal semântica no subconjunto de crianças que mais apresentaram quadros de 

diarréia em seus primeiros dois anos de vida (PATRICK et al., 2005). 
 

As doenças diarréicas estão ainda associadas com inflamação intestinal em graus 

variados (LUNN, 2000; ALCANTARA et al., 2003; SAMIE et al., 2007a, 2007b).  
 

O baixo desempenho do crescimento durante a infância é um fato freqüente em muitos 

países em desenvolvimento. Um trabalho realizado na Gâmbia associou a baixa estatura com 

ocorrência de enteropatia no intestino delgado, decorrente de infecção intestinal. Dois 

mecanismos estariam relacionados: primeiramente, ocorre atrofia parcial dos vilos intestinais 

que leva à redução da absorção de lactose e outros nutrientes. Em seguida, o dano à mucosa 

intestinal proporciona condições para a translocação de macromoléculas para a corrente 

sanguínea, acarretando em resposta imune inflamatória sistêmica e local (LUNN, 2000). 
 

A avaliação da inflamação intestinal se dá por métodos diretos e menos sensíveis, como a 

procura por leucócitos fecais e também por métodos indiretos incluindo a pesquisa de 

lactoferrina fecal, por ELISA sanduíche. Lactoferrina fecal é uma glicoproteína encontrada 

em leucócitos polimorfonucleares ativados (FRIED et al., 2002). 
 

Quando um processo inflamatório causado por espécies de Salmonella, Shigella, 

Campylobacter jejuni ou Clostridium difficile está presente, na grande maioria dos casos, os 

leucócitos fecais podem facilmente ser detectados por microscopia óptica (GUERRANT et 

al., 1992b). 
 

A pesquisa por lactoferrina fecal tem sido reportada na literatura como um marcador 

útil da presença de leucócitos fecais, mesmo quando a morfologia destes não está bem 
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preservada (GUERRANT et al., 1992b). A lactoferrina fecal demonstrou apresentar maior 

sensibilidade que os leucócitos fecais ou sangue oculto nas fezes no rastreamento de 

patógenos invasivos (HUICHO et al., 1996, 1997; KANE et al., 2003; RUIZ-PELÁEZ; 

MATTAR, 1999; VENKATARAMAN et al., 2003). 

 

 

1.2 Campylobacter sp. 

 

 

1.2.1 O Gênero  

 

 

A família Campylobacteraceae pertence à classe Epsilonproteobacteria da ordem 

Campylobacteriales que inclui dois outros gêneros, Arcobacter e Sulfurospirillum. Os dois 

primeiros gêneros contêm espécies patogênicas para o homem e animais, enquanto o gênero 

Sulfurospirillum está formado por espécies de vida livre isoladas de ambientes aquáticos 

(FERNÁNDEZ, 2008).  
 

Campylobacteraceae é constituída de bacilos Gram-negativos curvos, em forma de S 

ou espiralados, medindo 0,2 a 0,9μm de largura e 0,5-5μm de comprimento. Não formam 

esporos e são móveis por flagelação monopolar ou bipolar monotríquia. Apresentam 

metabolismo do tipo respiratório. A grande maioria é das espécies é microaerófila, sendo que 

algumas ainda podem proliferar em aerobiose e outras em anerobiose. São todas oxidase-

positivas e incapazes de fermentar ou oxidar os hidratos de carbono (FERNÁNDEZ, 2008). 
 

As espécies do gênero Campylobacter são de natureza zoonótica e possuem genomas 

pequenos (1,6-2,0 megabases). Podem estabelecer associação de longo termo com seus 

hospedeiros, algumas vezes, com consequências patogênicas (VANDAMME, 2000). No 

quadro 1, estão listadas as principais espécies encontradas em associação com processos 

infecciosos do ser humano, indicando seus principais reservatórios e dosnças associadas no 

homem e nos animais (adaptado de FERNÁNDEZ, 2008). 
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Quadro 1 - Principais espécies de Campylobacter encontradas em associação com processos 
infecciosos do ser humano  

Espécies Reservatórios Doença no ser humano Doença em animais 

C. fetus subsp. 
fetus 

Bovinos, ovinos Septicemia, enterite, 
aborto, meningite 

Aborto espontâneo 
em bovinos e ovinos 

C. fetus subsp. 
venerealis 

Bovinos Septicemia (rara) Infertilidade 
infecciosa no bovino 

C. upsaliensis Cães, gatos, 
macacos 

Enterite, septicemia Gastroenterite em 
cães e gatos 

C. hyointestinalis 
subsp. 
hyointestinalis 

Suínos, bovinos, 
hamsters 

Enterite, septicemia Enterites em suínos e 
bovinos 

C. concisus Humanos Doença periodontal, 
enterite, septicemia 

Não descrita ainda 

C. sputorum subsp. 
sputorum 

Humanos, bovinos, 
ovinos, suínos 

Abscessos Enterite necrótica em 
suínos 

C. lari Gaivotas, outras 
aves, cães, gatos 

Enterite, septicemia Não descrita ainda 

C. jejuni subsp. 
doylei 

Humanos (com e 
sem diarréia), cães 
e galinhas 

Enterite, septicemia Não descrita ainda 

C. jejuni subsp. 
jejuni 

Aves e mamíferos Gastronterite, septicemia Enterite em cães e 
gatos jovens, aborto 
em ovinos 

C. coli Aves e mamíferos Gastronterite, septicemia Enterite em cães e 
gatos jovens, aborto 
em ovinos 

C. curvus Humanos Infecção da cavidade 
oral, enterite, septicemia, 
peritonite 

Não descrita ainda 

C. gracilis Humanos Infecção gengival, 
infecções de vísceras, 
cabeça e pescoço, 
abcessos 

Não descrita ainda 

C. showae Humanos Placa dentária, infecção 
de canais dentários 

Não descrita ainda 

Fonte: Fernández (2008). 
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Atualmente, o gênero Campylobacter contém dezesseis espécies e seis subespécies. 

Campylobacter jejuni subsp. jejuni, C. jejuni subsp. doylei, C. coli, C. lari, C. upsaliensis e C. 

helveticus formam um grupo geneticamente homogêneo que é o mais comumente isolado de 

amostras diarréicas humanas e animais (ON, 2001; PRASAD; DIXIT; AYYAGARI, 2001). 
 

C. jejuni e C. coli são as espécies do gênero que estão mais associadas com doença 

diarréica (ALTEKRUSE et al., 1999; BUTZLER, 2004; COKER et al., 2002; GILLESPIE et 

al., 2002; SOROKIN et al., 2007), sendo C. jejuni a mais prevalente (ALLOS, 2001). Segue 

adiante (FIGURA 1) foto obtida por microscopia eletrônica de varredura de C. jejuni NCTC 

11168 (LAGIER; PRATT; THREADGILL, 2008). 
 

C. upsaliensis é encontrado em proporções semelhantes em cultura de fezes diarréicas 

como em cultura de sangue de pacientes com bacteremia. Geralmente, os pacientes com 

bacteremia por C. upsaliensis apresentam sérias condições clínicas pré-existentes e a 

bacteremia parece ser secundária à infecção intestinal (JIMENEZ et al., 1999; LABARCA et 

al., 2002).  

 

 

Figura 1 - Campylobacter jejuni NCTC 11168. Microscopia 
eletrônica de varredura 
Fonte: LaGier, Pratt e Threadgill (2008)  

 

 

C. concisus, C. showae, C. curvus, C. rectus, C. gracilis, C. sputorum e C. hominis 

parecem ser espécies filogeneticamente muito relacionadas. A maioria delas ocorre na 
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cavidade oral humana, embora C. hominis tenha sido encontrada somente no intestino 

humano e C. sputorum é também encontrado nos tratos entérico e reprodutivo de vários 

animais (ON, 2001).  
 

Atualmente, C. concisus tem sido associado com diarréia em humanos com freqüência 

cada vez mais elevada. Na Cidade do Cabo, África, em um estudo envolvendo 20.458 

amostras de fezes diarréicas de pacientes pediátricos, C. concisus foi a segunda espécie mais 

prevalente (23,78%; 1.013/4.260) de Campylobacter sp. isolada (MATSHEKA; 

LASTOVICA; ELISHA, 2001; WHO, 2001). Em trabalho na Bélgica, C. concisus foi isolado 

de crianças com e sem diarréia (VANETTERIJCK et al., 1996). 
 

C. fetus subsp. fetus, C. fetus subsp. venerealis, C. hyointestinalis subsp. 

hyointestinalis, C. hyointestinalis subsp. lawsonii são espécies fenotípica e genotipicamente 

semelhantes (ON, 2001).   
 

C. fetus subsp. veneralis é encontrado em desordens do trato reprodutivo de bovinos, 

causando aborto e infertilidade infecciosa (ON, 2001). C. fetus subsp. fetus pode ser 

encontrado em humanos como microorganismo zoonótico oportunista associado com 

bacteremia. Raramente é isolado de pacientes com diarréia (FERNÁNDEZ et al., 2008). 
 

C. hyointestinales subsp. hyointestinalis ocorre em trato entérico suíno e C. 

hyointestinales subsp. lawsonii em estômago de porcos. C. mucosalis era anteriormente 

descrito como C. sputorum subsp. mucosalis e constitui uma espécie de difícil diferenciação 

em relação à espécie C. concisus (KONEMAN et al., 2001). C. lanienae também pertencem 

ao gênero e sua nomeação taxonômica foi sugerida por Logan et al. (2000) e On (2001). 
 

As novas ferramentas moleculares abrem campo para a elucidação do quadro 

taxonômico do gênero, o que acaba por gerar propostas para descrições recentes de novas 

espécies e subespécies (C. peloridis sp. nov., C. lari subsp. concheus subsp. nov. e 

automaticamente C. lari subsp. lari subsp. nov.) (DEBRUYNE et al., 2009).  
 

Campylobacter constitui, portanto, um gênero complexo, ainda não completamente 

compreendido, sendo alvo de intensa investigação no intuito de elucidar certas considerações 

quanto à sua ampla biodiversidade (DEBRUYNE et al., 2009; DUIM et al., 2001; GUPTA, 

2006; LASTOVICA; LEROUX, 2000; ON, 2001; WHO, 2001). 
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1.2.2 Evolução temporal sobre o conhecimento das campilobacterioses 

 

 

Em 1886, Theodor Escherich publicou uma série de artigos nos quais descrevia uma 

bactéria espiral encontrada em associação com o muco do intestino grosso de 16 entre 17 

crianças que morreram em decorrência de doença diarréica. A tentativa de cultivar tal bactéria 

em meio sólido não obteve sucesso (SNELLING et al., 2005).  
 

As dificuldades em isolar o microorganismo a partir de material fecal permaneceram 

até 1972, data do primeiro isolamento a partir desse tipo de amostra. Durante esse longo 

intervalo, vários pesquisadores como McFayden e Stockman (1906), víbrio relacionado a 

aborto epizoótico em cabras, Vinzent et al. (1947), isolamento de víbrios a partir do sangue de 

três grávidas com septicemia, King (1957), descrição de um víbrio causador de enterite em 

crianças, se depararam com o microorganismo em seus estudos sem poderem descrever 

definitivamente o singular “víbrio” que até meados de 1950 só era isolado a partir de amostras 

veterinárias ou a partir de sangue de pacientes que apresentavam bacteremia e/ou aborto 

séptico (BUTZLER, 2004; SKIRROW, 2006; WHO, 2001). 
 

Sebald e Véron (1963) nomearam o gênero Campylobacter, baseados na forma do 

microorganismo (do grego Kampulus, encurvado e Bacter, bactéria) e nas importantes 

diferenças em relação aos víbrios verdadeiros, Vibrio cholerae e Vibrio parahemolyticus. Para 

essa nova denominação foram consideradas as diferenças bioquímicas e antigênicas, além do 

DNA relativamente pequeno com característico perfil citosina-guanosina, variando entre 28 e 

46mol% (ON, 2001; WHO, 2001; FERNÁNDEZ, 2008). 
 

Desde então, o gênero tem sido alvo de grande atenção científica. Principalmente C. 

jejuni e C. coli vêm sendo relacionados como agentes etiológicos importantes de doenças 

diarréicas tanto nem países desenvolvidos como em países em desenvolvimento (ALLOS, 

2001; ALTEKRUSE et al., 1999; BUTZLER, 2004; COKER et al., 2002; GILLESPIE et al., 

2002). 
 

A sequência genômica completa de C. jejuni NCTC 11168 foi publicada em 2000 

(PARKHILL et al., 2000; WELLCOME TRUST SANGER INSTITUTE, 2008). Atualmente 

estão disponíveis, tanto em websites como em publicações, seis genomas de C. jejuni e 
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seqüências de outras quatro cepas de Campylobacter spp. (J. CRAIG VENTER INSTITUTE, 

2008; FOUTS et al., 2005; HOFREUTER et al., 2006; POLY et al., 2007). 

 

 

1.2.3 Características das Campilobacterioses 

 

 

O trato gastrointestinal (TGI) possui uma complexa diversidade de microorganismos. 

Assim, a identificação de um microorganismo em particular no TGI ou nas fezes de um 

paciente com doença intestinal não indica, necessariamente, que o estado clínico resulta da 

presença de tal organismo. Por essa razão, a associação de causalidade é particularmente 

desafiadora para doenças gastrointestinais (LOWE; YANSOUNI; BEHR, 2008).  

Os agentes mais bem estabelecidos de gastroenterites bacterianas agudas são 

Escherichia coli e Campylobacter jejuni, que mostraram ter preenchido o postulado de Koch 

de causalidade em estudos com voluntários humanos (BLACK et al., 1988; LOWE; 

YANSOUNI; BEHR, 2008).  

O postulado de Koch constitui-se de quatro afirmativas que devem ser confirmadas 

para que se estabeleça relação de causalidade entre um microorganismo e uma doença: a) a 

presença do agente deve ser sempre comprovada em todos os indivíduos que sofram da 

doença em questão e, a partir daí, isolada em cultura pura; b) o agente não poderá ser 

encontrado em casos de outras doenças; c) uma vez isolado, o agente deve ser capaz de 

reproduzir a doença em questão após a sua inoculação em animais experimentais; d) o mesmo 

agente deve poder ser recuperado desses animais experimentalmente infectados e de novo 

isolado em cultura pura (BROCK, 1999). 

Na infecção experimental duas cepas de C. jejuni ingeridas por 111 adultos 

voluntários causaram diarréia. Os sintomas relacionados à cepa mais severa variavam de fezes 

pouco consistentes à disenteria, com uma média, por voluntário, de 15 evacuações 

diarréicas/dia e volume total de 1.500 mL/dia. A cepa mais branda gerou uma média de 5 

evacuações diarréicas e um volume total de 500mL de fezes diarréicas. Todos os pacientes 

apresentaram leucócitos fecais. Um ano após, foi realizada infecção experimental em 
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macacos, com caracterização semelhante à infecção humana por C. jejuni (BLACK et al., 

1988; RUSSEL et al., 1989). 

Resumidamente temos que campilobacteriose é uma descrição coletiva para infecções 

causadas por membros do gênero Campylobacter. As campilobacterioses de maior 

importância em saúde pública são as infecções entéricas zoonóticas causadas por 

Campylobacter jejuni e Campylobacter coli (ALTEKRUSE et al., 1999).  
 

Em muitos países industrializados, C. jejuni é a bactéria mais freqüentemente isolada 

de casos de diarréia infecciosa. Em países em desenvolvimento, tanto C. jejuni como C. coli 

são altamente prevalentes, sendo mais comumente associados com diarréia em crianças 

menores de 2 anos de idade e também em portadores assintomáticos (FRIEDMAN et al., 

2000; OBERHELMAN; TAYLOR, 2000). 
 

Tanto as campilobacterioses quanto suas seqüelas são sub-reconhecidas devido à 

inexistência de programas de vigilância específicos. Isso acontece por que as infecções por 

Campylobacter sp. raramente são fatais e também devido ao pequeno número de surtos 

(WHO, 2001).  
 

No entanto, a importância dessa infecção em saúde pública vem crescendo devido à 

uma série de fatores, tais como: 

a) O aumento da incidência de campilobacterioses, principalmente nos países 

desenvolvidos, a partir de 1990 (BAKER; SNEYD; WILSON, 2007; FROST, 2001). 
 

b) As novas espécies que vêm sendo descritas como patógenos humanos (ENGBERG 

et al., 2000; LABARCA et al., 2002; LASTOVICA; SKIRROW; 2000; PRASAD; DIXIT; 

AYYAGARI, 2001). 
 

c) O aumento amplamente reportado do número de cepas resistentes à 

antibioticoterapia (principalmente às fluoroquinolonas) e a implicação decorrente dessa 

resistência em relação aos aspectos clínicos e epidemilógicos da infecção (ALFREDSON; 

KOROLIK, 2007; BAKELI et al., 2008; GIBREEL; TAYLOR, 2006; HAMER; GILL, 2002; 

HANNINEN; HANNULA, 2007; HELMS et al., 2005; NELSON et al., 2004; THE 

CAMPYLOBACTER SENTINEL SURVEILLANCE SCHEME COLLABORATORS, 

2002). 
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d) A infecção em pacientes portadores do vírus HIV que vem elevando as taxas de 

mortalidade relacionadas à infecção pelo gênero Campylobacter (CÁRCAMO et al., 2005; 

JENKIN; TEE, 1998; KOWNHAR et al., 2007; MOLINA et al., 1995; ROBINSON; PUGH, 

2002; SAMIE et al., 2007a; SMITH et al., 2002; SNIJDERS et al., 1997). 
 

e) O estudo de vacinas relativamente avançado. Existem atualmente três potenciais 

vacinas, duas em estudo pré-clínico (uma de C. jejuni atenuado e outra não-celular, 

constituída de uma subunidade da proteína flagelina de C. jejuni) e uma em estudo clínico 

(candidato celular, C. jejuni inativado) (WALKER, 1999, 2005). 

 

 

1.2.4 Transmissão das Campilobacterioses 

 

 

A via de transmissão mais comum das campilobacterioses intestinais é a fecal-oral, 

sendo necessária uma dose de cerca de 500-800 células/mL, valor muito baixo se comparado 

a outros enteropatógenos freqüentes como Shigella spp. (103 células/mL) e Salmonella spp. 

(105 células/mL) (YOUNG; DAVIS; DIRITA, 2007). 
 

A campilobacteriose é uma doença zoonótica e, portanto, os agentes etiológicos vivem 

de forma comensal em outros nichos (ANDRADE et al., 2007; DIAS et al., 1990; FRENCH 

et al., 2009; VANGERWE et al., 2009). C. jejuni e C. coli fazem parte da microbiota 

intestinal normal de vários animais e pássaros, particularmente aqueles envolvidos na cadeia 

alimentar humana (galináceos, suínos, bovinos) e, por isso, a infecção por C. jejuni/coli. é 

também conhecida como uma doença de origem alimentar.  
 

A transmissão, esquematizada a seguir (FIGURA 2) se dá principalmente (mas não 

exclusivamente) pela ingestão de alimentos contaminados, como carne mal cozida de frango, 

leite não pasteurizado e água contaminada com fezes de animais (WHO, 2001; YOUNG; 

DAVIS; DIRITA, 2007).  
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Figura 2 - Vias de transmissão de C. jejuni. A) A bactéria C. jejuni coloniza 
o trato gastrointestinal de galináceos e bovinos. B) Pode ocorrer a 
contaminação da água; o microorganismo possivelmente forma um biofilme 
com amebas de vida livre. C) Pode ocorrer contaminação alimentar. As 
fontes mais freqüentes de contaminação humana são: água contaminada, 
leite cru, carne de frango mal cozida e/ou alimentos. D) Em humanos, o 
microorganismo pode invadir a mucosa intestinal causando diarréia e 
inflamação 
Fonte: Young, Davis e DiRita (2007) 

 

 

1.2.5 Fisiopatologia da Infecção por Campylobacter sp. 

 

 

Campylobacter jejuni e C. coli compartilham a maioria das características 

fisiopatológicas e, portanto, os nomearemos aqui como Campylobacter sp.  
 

Para estabelecer uma infecção Campylobacter sp. deve ultrapassar as barreiras 

mecânicas e imunológicas do trato gastrointestinal (TGI). A camada de muco do TGI se 

presta como uma primeira linha de defesa, mas certas características do microorganismo 

contribuem com a habilidade de Campylobacter sp. em penetrar essa barreira, principalmente 

sua motilidade e sua forma curvada. Depois de penetrar a camada mucóide, Campylobacter 

sp. pode interagir com as células epiteliais (YOUNG; DAVIS; DIRITA, 2007).  
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Campylobacter sp. pode aderir às células epiteliais utilizando diferentes adesinas, no 

entanto, o papel dessas proteínas na infecção ainda é incerto. A estrutura flagelar parece ter 

papel de organela secretora de proteínas, conhecidas como proteínas Cia – antígenos 

invasivos de Campylobacter, que medeiam a invasão às células epiteliais. Os mecanismos 

envolvidos na ação desse grupo de proteínas ainda não estão completamente esclarecidos 

(KOPECKO; HU; ZAAL, 2001; POLY; GUERRY, 2008). 
 

Existem evidências de que C. jejuni pode romper as junções firmes do epitélio 

intestinal, assim a invasão do microorganismo parece ser tanto transcelular (endocitose pela 

célula intestinal) como paracelular (rompimento das junções firmes) (CHEN et al., 2006; 

LAMB-ROSTESKI et al., 2008). As junções firmes (tight junctions) são proteínas que agem 

como barreira paracelular para o movimento de água, solutos e células imunes, estabelecendo 

polaridade e prevenindo a mistura de componentes entre os compartimentos apicais e 

basolaterais dos enterócitos (CEREIJIDO et al., 1998; MADARA, 1998; MITIC; 

ANDERSON, 1998). 
 

Interações entre Campylobacter sp. e células epiteliais, células dendríticas e 

macrófagos podem desencadear a ativação do fator nuclear transcripcional NF-κB, resultando 

na liberação de quimiocinas como CXCL20 e citocinas, principalmente IL-8, que contribuem 

tanto para diarréia inflamatória como para a eliminação do patógeno (CHEN et al., 2006; 

YOUNG; DAVIS; DIRITA, 2007). 
 

A resposta imune específica necessária para a eliminação de Campylobacter sp. é a 

reposta do tipo celular (TH1) e presumivelmente envolve a participação de células dendríticas 

e macrófagos (YOUNG; DAVIS; DIRITA, 2007).  

 

 

1.2.6 Fatores de Virulência do Gênero Campylobacter 

 

 

Propriedades específicas relacionadas aos passos de adesão, colonização, invasão e 

produção de toxinas parecem ser determinantes na infecção por Campylobacter spp. 

(WASSENAAR, 1997). 
 

Vários fatores de virulência têm sido estudados a fim de elucidar as propriedades 

envolvidas no mecanismo de patogenicidade e trazer subsídio à compreenssão sobre a vasta 
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gama de apresentações clínicas associadas com a infecção por Campylobacter spp. (AL-

MAHMEED et al., 2006). A produção de toxinas (enterotoxinas e citotoxinas – QUADRO 2) 

e a capacidade infectiva de certas cepas relacionados a alguns genes (QUADRO 3) parecem 

modular as apresentações clínicas das gastroenterites por Campylobacter (TALUKDER et al., 

2008).  

 

Quadro 2 - Tipos de toxinas produzidas pelo gênero Campylobacter  
Tipo de Toxina Ação Denominação  

Enterotoxinas Proteínas que desregulam adenilato 

ciclase, elevam níveis intracelulares 

de adenosina monofosfato cíclico 

(AMPc) e consequentemente 

aumentam o fluxo de íons e geram 

diarréia aquosa  

CT (toxina colérica), HL (toxina termo-

sensível de E.coli). / Detecção em 

cepas de Campylobacter sp. isoladas da 

Bélgica, EUA, África do Sul, Costa 

Rica, Canadá, Índia (32-100%)  

70KDa, Hela 

Hela e Vero 

Similar à STx (toxina de Shigella) 

Com atividade hemolítica 

Hepatotoxina 

Citotoxinas Proteínas que destroem células-alvo 

Toxina citoletal distensora (CDT) 

Fonte: Wassenaar (1997) 
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Quadro 3 - Genes de virulência do gênero Campylobacter  

Gene Função da proteína codificada Detecção (%) 

flaA 100 

cadF 100 

racR 100 

dnaJ 

Aderência e Colonização 

100 

ceuE Sistema secretor 82,5 

virB11 0 

ciaB 95 

pldA 

Invasão celular 

100 

Fonte: Talukder et al.(2008) 
 

 

Guerrant et al. (1987), seguidos de Johnson e Lior (1988), foram os primeiros grupos 

a descrever a produção de toxina citoletal distensora (CDT) por C. jejuni (GUERRANT et al., 

1987; JOHNSON; LIOR, 1988). Tal toxina gera distensão celular em várias linhagens 

celulares, incluindo as células renais de macaco africano do gênero Cercopithecus (linhagem 

Vero) e células de carcinoma humano (linhagem HeLa) (GUERRANT et al., 1987; 

FERNÁNDEZ; TRABULSI, 1995).  
 

Após um período de distensão lenta que dura 2 a 4 dias , as células se desintegram. 

Johnson e Lior rastrearam a produção da toxina em mais de 500 isolados de C. jejuni, obtidos 

de diferentes países, e demonstraram que 41% das amostras pesquisadas produziam CDT 

(JOHNSON; LIOR, 1988; PICKETT et al., 1996).  
 

A ação dessa toxina se deve ao aprisionamento do ciclo celular na fase G2 da intérfase, 

o que gera um bloqueio da proliferação celular, pois a célula fica impedida de entrar em 

mitose. A CDT entra na célula eucariótica, alcança seu núcleo e quebra o DNA. As células 

afetadas se distendem até entrarem em apoptose (CEELEN et al., 2006; DeRYCKE; 
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OSWALD, 2001; GE; SCHAUER; FOX, 2008; HEYWOOD; HENDERSON; NAIR, 2005; 

PICKETT; WHITEHOUSE, 1999). A CDT é, portanto, uma toxina do tipo cicloestatina ou 

ciclomodulina (OHARA; OSWALD; SUGAI, 2004). O aspecto das células afetadas é 

exemplificado na figura a seguir (FIGURA 3). 

 
 

 

Figura 3 - Alteração celular causada pela toxina citoletal distensora (CDT) 
de C. jejuni em células HeLa. A) Células HeLa normais 72 horas após adição 
de solução sem CDT. B) Células HeLa 72 horas após a adição de CDT 
recombinante. As células encontram-se grosseiramente distendidas 
Fonte: Pickett e Whitehouse (1999).  
Nota: Barra (escala) = 36μm.  

 

A atividade de CDT requer a função de três genes cromossomais adjacentes, cdtA, 

cdtB e cdtC, para que ocorra a formação da holotoxina tripártide que exibe a toxicidade 

celular completa. Lara-Tejero e Gálan, em 2001, demostraram a necessidade das três 

subunidades para o alcance do efeito citotóxico total (LARA-TEJERO; GÁLAN, 2001).   
 

Em modelo murino de infecção entérica, Purdy et al. (2000) demonstraram que C. 

jejuni mutante para o gene cdt apresenta capacidade de invasão reduzida em comparação à 

bactéria selvagem.  
 

Outro gene de virulência ligado à capacidade de invasão de Campylobacter sp. é o 

gene para o marcador associado à invasão (iam). Estudos in vitro demonstraram que esse 

marcador genético cromossomal presente em certas cepas de C. jejuni está associado com 

aderência e invasão (CARVALHO et al., 2001). 
 

Al-Mahmeed et al. (2006) caracterizaram o perfil de dois genes de virulência, cdtB e 

iam, em população do Golfo Pérsico. Cinqüenta das 96 cepas isoladas de C. jejuni (52%) 

foram caracterizadas como cdtB+/iam+, 31% como cdtB+/iam- e 17% como cdtB-/iam-. A 

detecção das cepas positivas para 1 ou para os 2 genes pesquisados foi significativamente 
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maior nas crianças com idade inferior a 3 anos de idade. Foi também demonstrada associação 

entre os portadores de cepas cdtB-/iam- e caráter assintomático da infecção. 
 

Com relação aos plasmídeos, o estudo no gênero Campylobacter ainda é discreto. Em 

2000, foi caracterizado o plasmídeo pVir, relacionado com capacidade de aderência e invasão 

in vitro e virulência in vivo (modelo animal) (BACON et al., 2000). Tracz et al. (2005) 

associaram a detecção de tal plasmídeo às infecções mais invasivas, de caráter disentérico. 
 

Além dos genes de virulência supracitados, uma importante estrutura que possui 

função na interação entre C. jejuni e o ambiente é sua camada externa composta de 

lipooligosacarídeos (LOS). Essa estrutura externa é altamente variável entre as diferentes 

cepas Campylobacter e está relacionada com a virulência da bactéria. Os LOS de C. jejuni 

possuem papel no mimetismo molecular com gangliosídeos do hospedeiro (PERERA et al., 

2007), na evasão à resposta imune do hospedeiro (KARLYSHEV; KETLEY; WREN, 2005) e 

também nos processos de adesão e invasão (FOUTS et al., 2005; KANIPES et al., 2004). 

Recentemente, Jeon et al. (2009); Padilla e Costa (2008) demonstraram que os LOS de 

superfície de C. jejuni contribuem para a resistência ao tratamento com eritromicina e 

possuem papel na transformação natural por aquisição de DNA livre. 

 

 

1.3 Aspectos Epidemiológicos das Campilobacterioses  

 

 

1.3.1 Campilobacterioses Intestinais em Países Desenvolvidos 

 

 

Campylobacter sp. é um dos microorganismos mais amplamente relacionados à 

etiologia de doenças diarréicas em todo o mundo (POLY; GUERRY, 2008). 
 

Nos Estados Unidos e em outras nações industrializadas, Campylobacter jejuni é o 

agente etiológico mais freqüentemente isolado de doença diarréica. Em 1997, C. jejuni ou C. 

coli foi identificado através de vigilância de dados laboratoriais em 25,2 por 100.000 

habitantes (FRIEDMAN et al., 2000). Esse número representa uma pequena fração do número 

total de infecções norte-americanas, visto que muitos doentes não procuram auxílio médico e 

também por que nem toda consulta médica gera um resultado de coprocultura (WHO, 2001). 
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No entanto, estimativas desse país apontam que 1% da população americana é afetada 

anualmente, gerando 13.000 internações hospitalares e 124 mortes anuais (SAMUEL et al., 

2004; CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2006).  
 

Na Nova Zelândia, a incidência reportada de campilobacteriose cresceu 

vertiginosamente nas décadas de 80 e 90: de 14/100.000 habitantes em 1981 para 

120/100.000 habitantes em 1990 e, finalmente, 363/100.000 habitantes em 1998 (BAKER; 

SNEYD; WILSON, 2007; LAKE et al., 2000).  
 

No Reino Unido, Campylobacter jejuni é a causa mais freqüente de infecção 

gastroentérica desde 1981. A estimativa de incidência alcança 420.000 casos/ano (FROST, 

2001; FROST; GILLESPIE; O’BRIAN, 2002; SMITH et al., 2006). Campylobacter coli, por 

sua vez, apesar de constituir um agente etiológico menos relevante das campilobacterioses, 

apresenta um grande impacto na saúde britânica. A estimativa de casos ocorridos em 2000 foi 

de 25.000 casos de diarréia infecciosa por C. coli, aproximadamente 1.000 internações com 

4.000 dias totais de internação e 11 mortes; gerando um custo estimado em 4 milhões de 

libras (TAM et al., 2003). 

 

 

1.3.2 Campilobacterioses Intestinais em Países em Desenvolvimento 

 

 

Em países em desenvolvimento, C. jejuni e C. coli parecem ser hiperendêmicos. Em 

países como Nigéria, Tanzânia, China, Tailândia, Bangladesh e Egito, Campylobacter sp. é 

uma das bactérias mais frequentemente isoladas das fezes de crianças com diarréia (COKER 

et al., 2002; OBERHELMAN; TAYLOR, 2000).  
 

Apesar do grande impacto das campilobacterioses intestinais, não existem programas 

de vigilância nacional em campilobacterioses na grande maioria dos países em 

desenvolvimento, e, portanto, os dados epidemiológicos da infecção são provenientes, 

majoritariamente, de dois tipos de estudos realizados nessas áreas: estudos caso-controle e 

estudos de vigilância baseados em dados laboratoriais concernentes aos patógenos causadores 

de diarréia (LEVINE, 2006; WHO, 2001). 
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Em geral, os países em desenvolvimento apresentam taxas de isolamento de 

Campylobacter sp., a partir de amostras de fezes diarréicas de crianças menores de 5 anos, em 

torno de 5 a 20% (COKER et al., 2002).   
 

Em estudo multicêntrico envolvendo crianças menores de 36 meses de idade, amostras 

de fezes de 3.640 casos de diarréia e 3.279 controles foram coletadas. C. jejuni foi encontrado 

em 11% dos casos (400/3.640) e 7% dos controles (230/3.279) (HUILAN et al., 1991). 
 

No Brasil, estudos caso-controle relacionados à diarréia adquirida em comunidade 

realizados na década de 1980, apresentaram achados similares: em 1984, na cidade de São 

Paulo, González et al. (1984) realizaram a coprocultura de amostras de 125 crianças divididas 

em três grupos; C. jejuni foi isolado em 9,3% dos casos de diarréia aguda, 6,5% dos casos de 

diarréia crônica e 5,3% dos controles. Três anos mais tarde, em Belo Horizonte, Minas Gerais, 

estudo caso-controle envolvendo 98 crianças com diarréia e 30 crianças sem diarréia, todas 

menores de 2 anos de idade, isolou C. jejuni de 11,2% dos casos e 6,6% dos controles 

(MENDES et al., 1987).  
 

Em estudo prospectivo sobre diarréia adquirida na comunidade, na região Nordeste, 

Guerrant et al. (1983), determinaram que C. jejuni foi responsável por 7,5% das diarréias, no 

entanto, no delineamente desse estudo não foi incluída a pesquisa em grupo controle.  
 

Estudos prospectivos com crianças com diarréia atendidas em ambulatório pediátrico, 

sem internação, demonstraram um quadro bastante diverso: em 1998, um estudo prospectivo 

realizado na cidade de São José do Rio Preto, São Paulo; com 196 crianças com menos de 5 

anos de idade com diarréia aguda e 33 crianças sem diarréia, todas atendidas em ambulatório 

pediátrico local, determinou que a prevalência de C. jejuni foi de apenas 0,5% dos casos 

(1/196) e 0% nos controles (ALMEIDA et al., 1998). Em 1999, na capital, São Paulo, 

Toporovsky et al. (1999) encontraram Campylobacter jejuni em 5% dos casos (5/100 

crianças) e 0% dos controles (0/100 crianças). Na capital baiana, em 2005, Diniz-Santos et al. 

(2005) não detectaram Campylobacter spp. em nenhuma amostra estudada (260 amostras).  
 

Alguns trabalhos brasileiros não estão diretamente relacionados à detecção clínica de 

Campylobacter sp., mas sim à diversidade de nichos que o microorganismo pode assumir. 

Lauria-Filgueiras et al. (1998), do Laboratório de Zoonoses Bacterianas do Instituto Oswaldo 

Cruz (FIOCRUZ, RJ), avaliaram a diversidade de C. jejuni e C. coli isolados de três estações 

de tratamento de esgoto no Rio de Janeiro e também a circulação de espécies termofílicas de 
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Campylobacter em primatas não-humanos (ANDRADE et al., 2007; LAURIA-

FILGUEIRAS; HOFER, 1989, 1998).  
 

Dias et al. (1990), em Minas Gerais, avaliaram a presença de C. jejuni tanto em 

carcaças de frango, como nas fezes dos trabalhadores de abatedouro. O grupo isolou C. jejuni 

de 38% das carcaças e 13,3% das fezes dos trabalhadores. 
 

A relativa escassez de dados brasileiros e a grande diversidade dos achados sobre a 

identificação do gênero Campylobacter como enteropatógeno faz vigente a necessidade de 

mais estudos. 

 

 

1.3.3 Diferenças Sócio-econômicas Marcantes 

 

 

Uma diferença marcante entre a epidemiologia de doenças diarréicas causadas por 

Campylobacter spp. em países desenvolvidos versus países em desenvolvimento refere-se às 

espécies C. jejuni e C.coli. Enquanto nos países desenvolvidos, C. coli é o agente etiológico 

em menos de 5% das campilobacterioses intestinais, nos países sul-americanos, C. coli já foi 

isolado em aproximadamente 25% das doenças diarréicas causadas por Campylobacter sp. 

(FERNÁNDEZ et al., 1995; FERNÁNDEZ et al., 2008). 
 

Outra diferença marcante relaciona-se com a idade dos indivíduos acometidos pela 

doença. Nos países desenvolvidos, os adultos jovens representam a população mais 

acometida. Tal fato pode ser explicado pelas vias principais de transmissão nos países 

desenvolvidos, que são consumo de frango mal cozido e viagens turísticas, visto que C. jejuni 

é uma das bactérias mais isoladas em casos de diarréia do viajante. As diarréias do viajante 

acometem cerca de 20-50% dos 35 milhões de turistas dos países industrializados para os 

países em desenvolvimento (ADACHI et al., 2000; GALLARDO et al., 1998). 
 

Nos países em desenvolvimento, a faixa etária mais acometida pelas doenças 

diarréicas causadas por C. jejuni compreende crianças até 3 anos de idade (ALBERT et al., 

1999). Dallal et al. (2006), demostraram que Campylobacter sp. é o agente etiológico mais 

freqüentemente isolado no primeiro ano de vida (73,3%). No segundo ano de vida, sua 

participação como agente etiológico cai para 26,7% e a partir do terceiro ano de vida não é 

mais encontrado (DALLAL; KHORRAMIZADEH; MOEZARDALAN, 2006).    
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1.4 Aspectos Clínicos 

 

 

As enterites por Campylobacter spp. em países em desenvolvimento resultam em 

diarréia aquosa e não-inflamatória, enquanto infecções similares em nações desenvolvidas 

tipicamente resultam em enterite aguda inflamatória (WALLIS, 1994). 
 

 A patogênese da campilobacteriose por C. jejuni é muito influenciada pela virulência 

da cepa e também pela susceptibilidade relativa do hospedeiro, sendo mais grave em 

pacientes desnutridos ou imunologicamente comprometidos (ZILBAUER et al., 2008).  
 

Interessantemente, estudos epidemiológicos apontam a existência de dois tipos de 

doença, dependendo da situação sócio-econômica em que o paciente se insere. Nos países 

desenvolvidos, as campilobacterioses se manifestam como disenteria autolimitada. Nos países 

em desenvolvimento, a diarréia aquosa é predominante e a infecção é mais frequente em 

crianças, que provavelmente se tornam naturalmente imunizadas contra uma infecção na vida 

adulta. Os indivíduos afetados que adquirem a infecção em viagens geralmente apresentam a 

gama de sintomas comuns à sua região de origem. Essa disparidade provavelmente se deve 

aos padrões de resposta imunológica TH1 x TH2 que refletem diferentes níveis de imunidade 

pré-existente, produtos de estímulos imunes diferentes em cada ambiente. O padrão TH1 

medeia uma resposta celular e inflamatória e o padrão TH2 medeia resposta humoral e 

suprime respostas celulares (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2000; OBERHELMAN; 

TAYLOR, 2000; YOUNG; LINDSAY; DIRITA, 2007). 
 

Resumidamente temos que: a doença diarréica aguda é o resultado mais freqüente da 

infecção por Campylobacter spp. Após um período de incubação de aproximadamente 24-72 

horas, os sintomas aparecem, sendo os mais comuns: dor abdominal, febre, vômito e cefaléia 

(ALLOS, 2001). A dor pode ser localizada ou generalizada, difícil de distinguir de quadro de 

apendicite aguda (BLAKELOCK; BEASLEY, 2003). O tipo de diarréia desenvolvida 

apresenta grande variação individual, podendo ser moderada, não-inflamatória e aquosa até 

severa e disentérica (BLASER, 1997). A infecção é auto-limitada e dura aproximadamente 7 

dias em pacientes imunocompetentes (ZILBAUER et al., 2008). 
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Campylobacter jejuni já foi implicado em uma variedade de outras condições clínicas 

que são raras e ainda de limitado impacto em saúde pública: bacteremias, septicemias, 

endocardites, infecção do trato urinário, peritonites, meningites e aborto séptico (BUTZLER, 

2004; WALLIS, 1994; YOUNG; LINDSAY; DIRITA, 2007).  
 

Uma séria complicação de infecção por C. jejuni é a Síndrome de Guillain-Barré 

(GBS). Gastroenterite por C. jejuni é reconhecida como a infecção mais identificada que 

precede a GBS. Com a erradicação da poliomielite, GBS é a atual causa mais freqüente de 

paralisia aguda flácida (NACHAMKIN, 2002). 
 

GBS é uma demielização aguda do sistema nervoso periférico que afeta 1-2 pessoas 

por 100.000 na população norte-americana a cada ano. Os casos de GBS relacionados com 

infecção prévia por C. jejuni nos Estados Unidos são, aproximadamente, 2.400 casos/ano. 

Entre os anos de 2000 e 2004, a incidência variou entre 1,65 e 1,79/100.000 habitantes 

(ALSHEKHLEE et al., 2008).  
 

O risco de desenvolver GBS é aumentado após infecção com certos sorotipos de C. 

jejuni, como HS:19 e HS:41 (PERERA et al., 2007; YUKI; OKADA, 2005; WHO, 2001).  
 

O tratamento de tal síndrome é sintomático e requer cuidados médicos intensivos, 

suporte respiratório e medidas de reconhecimento precoce de falha respiratória. Nos estágios 

iniciais da neuropatia, a troca de plasma abrevia o tempo de recuperação. O tratamento oral ou 

intravenoso com antiinflamatórios esteróides não gera melhora (FRENZEN, 2008; WINER, 

2001). 
 

Apesar da infecção por C. jejuni ser a mais identificada como precessora do 

desenvolvimento de GBS (30% dos casos de GBS são precedidos por infecção por C. jejuni), 

o risco real de se desenvolver GBS após infecção por C. jejuni é pequeno (<1 caso de GBS 

por 1.000 infecções por C. jejuni) (NACHAMKIN, 2002; WHO, 2001). 

 

 

1.5 Identificação de Campylobacter jejuni e Campylobacter coli 

 

 

Uma grande proporção de casos de doença diarréica apresenta etiologia desconhecida 

nos países em desenvolvimento, principalmente pela dificuldade de acesso ao atendimento 
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médico e, quando esse é realizado, os métodos disponíveis, como microscopia e coprocultura, 

possuem baixa sensibilidade e/ou requerem estrutura e pessoal treinado que muitas 

instituições não possuem (AJJAMPUR et al., 2008). 
 

Trabalhos recentes avaliaram a detecção de patógenos pelos métodos convencionais e 

moleculares (AJJAMPUR et al., 2008; AMAR et al., 2004). A adição de técnicas moleculares 

aumentou a identificação de patógenos em 76,5 % das amostras diarréicas em estudo caso-

controle (AJJAMPUR et al., 2008). 
 

Em trabalho realizado por Amar et al. (2004), a detecção de Campylobacter spp. 

(7,6%), Salmonella spp. (4%) e Clostridium perfringens (3%) foi similar pelas técnicas 

convencional e molecular, enquanto a detecção de Crypstosporidium spp. e Giardia spp. 

aumentou 22 vezes em relação à microscopia convencional. 
 

Os métodos tradicionais de identificação para o gênero Campylobacter envolvem o 

uso de meios de cultura seletivos contendo uma série de agentes antimicrobianos para 

suprimir o crescimento de outras bactérias. O cultivo é seguido de testes bioquímicos como 

redução nitrato/nitrito, hidrólise de hipurato e susceptibilidade ao ácido nalixídico. Apesar dos 

meios de cultura serem extremamente úteis para o isolamento inicial de Campylobacter sp., os 

métodos bioquímicos para a identificação são geralmente tediosos e podem gerar resultados 

ambíguos. O isolamento de Campylobacter requer a inoculação de amostra fecal no meio 

seletivo, seguida de incubação em ambiente microaerófilo a 42oC por 48 horas. Uma 

incubação adicional do isolado por 24-48 horas é necessária para a identificação fenotípica 

completa (ABUBAKAR et al., 2007; LASTOVICA; LEROUX, 2000; ON, 1996).  
 

Campylobacter sp. é uma das bactérias mais fastidiosas e de crescimento lento quando 

comparada a outros enteropatógenos. Portanto, o diagnóstico molecular para detecção de 

Campylobacter diretamente de amostras de fezes, dispensando a coprocultura, se faria útil, 

com abreviação do tempo de diagnóstico e conseqüente impacto na decisão sobre o manejo 

clínico do paciente infectado (WAEGEL; NACHAMKIN, 1996). 
 

A reação da polimerase em cadeia (PCR) já vem sendo extensivamente aplicada para a 

detecção de agentes infecciosos (ECHEVERRIA; SETHABUR; SERICHANTALERGS, 

1993; GILBERT; JAMES; SINTCHENKO, 1999). PCR permite a amplificação de uma 

região pré-selecionada de DNA e é uma técnica altamente sensível e específica (LOUIE; 

LOUIE; SIMOR, 2000; NISSEN; SLOOTS, 2002).  
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Uma série de trabalhos vem avaliando a detecção de Campylobacter spp. por técnicas 

moleculares (AMAR et al., 2004; DEBRUYNE et al., 2008; JENSEN et al., 2005; 

KULKARNI et al., 2002; LAWSON et al., 1997; LINTON et al., 1997; WAEGEL; 

NACHAMKIN, 1996) e têm encontrado correlação satisfatória entre os métodos moleculares 

e os convencionais.  
 

Oyofo et al. (1992) revelaram detecção de quantidades tão ínfimas quanto 0,0062 pg 

de DNA purificado de C. coli. A detecção mínima encontrada por PCR foi de 30-60 bactérias 

(C. jejuni) em amostras de fezes humanas. 
 

Um trabalho recente determinou a prevalência de infecção por Campylobacter spp., 

Helicobacter pylori e Arcobacter spp. em amostras fecais provenientes da região de Venda, 

Limpopo, África do Sul, com utilização exclusiva de métodos moleculares específicos 

(SAMIE et al., 2007a). 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

 

Como explanado na introdução, vários aspectos relacionados à doença diarréica 

causada por Campylobacter sp. precisam de melhor caracterização, principalmente na região 

Nordeste, a região brasileira mais acometida por doenças diarréicas na infância (COMISSÃO 

NACIONAL SOBRE DETERMINANTES SOCIAIS DA SAÚDE, 2008). 
 

Quanto aos aspectos epidemilógicos, a relativa escassez de dados brasileiros sobre a 

epidemiologia das campilobacterioses intestinais e a grande diversidade dos achados sobre a 

identificação do gênero Campylobacter como enteropatógeno faz vigente a necessidade de 

mais estudos.  
 

A conhecida sobreposição de efeitos relacionados à desnutrição infantil, inflamação 

intestinal e infeccção entérica por vários microorganismos pode ser avaliada de forma mais 

direcionada aos patógenos C. jejuni e C. coli. 
 

Portanto, o trabalho atual, que pretende avaliar a detecção molecular de C. jejuni e C. 

coli, além de inflamação intestinal e aspectos nutricionais, em um estudo caso-controle com 

crianças da área urbana de Fortaleza, CE, se justifica por todas as questões supracitadas. 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo geral 

 

O objetivo principal do presente estudo foi avaliar a prevalência de Campylobacter 

jejuni e Campylobacter coli como agente etiológico de diarréia em crianças de 2-36 meses, 

residentes em duas comunidades da área urbana de Fortaleza. 

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

a) Investigar a detecção molecular de C. jejuni e/ou C. coli na população estudada. 

 

b) Determinar a variabilidade genética de C. jejuni em relação à presença de um fator 

de virulência, a toxina citoletal distensora. 

 

c) Avaliar a relação entre desnutrição (determinada pelos escores-z) e detecção de 

Campylobacter sp. 

 

d) Avaliar a ocorrência de inflamação intestinal (determinada pela semiquantificação 

de lactoferrina fecal) nas infecções causadas por Campylobacter sp. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 População Estudada 

 

 

Duas comunidades urbanas da cidade de Fortaleza constituíram o local de estudo desse 

trabalho: a comunidade Gonçalves Dias e a comunidade Parque Universitário. 

Fortaleza é a capital do estado brasileiro Ceará. É um município com 313Km2. É 

limitado ao norte pelo Oceano Atlântico, ao sul pelos municípios de Maranguape, Pacatuba e 

Aquiraz; a oeste pelos municípios de Caucaia e Maranguape e a leste pelo município de 

Aquiraz e Oceano Atlântico. A sede municipal se situa a 15 metros de altitude e sua posição 

geográfica é determinada pelo paralelo de 3º43’02’’ de latitude sul em sua intersecção com o 

meridiano 38º32’35’’ de longitude oeste (IBGE, 2008b). A população da cidade é de 

2.431.415 habitantes (IBGE, 2008a). 

A comunidade Gonçalves Dias localiza-se na zona urbana de Fortaleza, nos bairros 

Bela Vista e Rodolfo Teófilo. Seus limites são a Rua Chile à oeste, ao sul a Rua Amazonas, à 

leste a Rua Francisca Clotilde e ao norte a Rua Humberto Monte. O posto de atendimento da 

UPC/IBIMED na comunidade Gonçalves Dias está localizado a aproximadamente 3°74’ ao 

sul da linha do Equador e 38°55’ a oeste do meridiano de Greenwich.  

A comunidade Parque Universitário localiza-se no bairro Pici de Fortaleza. Está 

delimitada pela Avenida Pernambuco a oeste, Ruas Timbaúba e Uruguaiana ao sul, Rua 

Amazonas a leste e pelo Campus do Pici ao sul. A localização geo-referenciada é, 

aproximadamente, 3°44’ ao sul da linha do Equador e 38°34’ a oeste do meridiano de 

Greenwich.  

A delimitação das comunidades foi documentada pela Secretaria de Infra-Estrutura do 

município e gentilmente cedida à UPC-IBIMED pela Secretaria de Administração da 

Prefeitura Municipal de Fortaleza em abril de 2005. 
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As duas comunidades (FIGURA 4) apresentam condições sócio-econômicas similares, 

como, por exemplo: cerca de 60% dos domicílios possuem água encanada, menos de 10% 

possuem sanitário com descarga, 85% das mães não completaram o ensino fundamental e 

75% das famílias vivem com menos de 02 salários mínimos/mês (Dados internos; Setor de 

Segurança e Gerenciamento de Dados - SSGD, UPC/IBIMED, 1998). 

O time de vigilância da Unidade de Pesquisas Clínicas do Instituto de Biomedicina da 

Universidade Federal do Ceará (UPC/IBIMED, UFC) realizou seu trabalho dentro das 

comunidades. A equipe, composta por uma enfermeira e três agentes de saúde, é bastante 

familiarizada com ambas as comunidades, sendo que alguns integrantes possuem residência 

fixa nesses locais.  

Todo o trabalho de seleção e inclusão no estudo (triagem, assinatura do termo de 

consentimento livre e esclarecido), de captação de dados epidemiológicos (entrevista, 

preenchimento da ficha epidemiológica), aferição de medidas antropométricas, instrução 

parental quanto à coleta de amostras fecais e encaminhamento das amostras obtidas para o 

Laboratório de Doenças Infecciosas da UPC/IBIMED foi realizado pelo grupo supracitado. 

 

 

Figura 4 - Delimitação e localização relativa das comunidades Parque Universitário e 
Gonçalves Dias em Fortaleza, CE.  

Fonte: Google Earth, 2008. Organizado por SSGD, UPC/IBIMED. 
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4.1.1 Tipo e Duração do Estudo 

 

 

Esse estudo é do tipo epidemiológico, observacional, analítico, caso-controle. 
 

A duração do estudo, incluindo as etapas de seleção, inclusão, triagem, aplicação de 

questionário epidemiológico, coleta de medidas antropométricas e amostras foi de 16 meses 

(março/2007 a julho/2008). O processamento inicial das amostras foi realizado de forma 

concomitante às coletas. A pesquisa molecular, incluindo as extrações de DNA, ensaios 

imuno-enzimáticos (ELISA) e reações de polimerase em cadeia (PCR) foram realizadas entre 

setembro/2007 e novembro/2008. 

 

 

4.1.2 Critérios de Inclusão 

 

 

Eram três os critérios de inclusão: 

1)   Crianças com idade entre 2 a 36 meses. 

2)   Crianças moradoras das comunidades Gonçalves Dias ou Parque Universitário. 

3)   Obtenção do consentimento escrito do pai ou responsável pela criança. 

 

 

4.1.3 Considerações Éticas 

 

O presente estudo faz parte de um dos objetivos de um estudo maior intitulado 

“Intervenção com Micronutrientes e Impacto em Longo Prazo no Brasil”, que foi aprovado 

com recomendações pela Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP) (registro n°. 

12729, processo n°. 25000.017262/2006-38, parecer n°. 760/2006) em 14 de julho de 2006 e 

recebeu parecer favorável do Comitê de Ética em Pesquisa da UFC (COMEPE/UFC) (ofício 

n°. 550/2006, protocolo n°. 238/05) em 22 de setembro de 2006, após atendimento das 

recomendações exigidas (ANEXOS A e B). O início das atividades foi autorizado pelo 

COMEPE/UFC em 31 de outubro de 2006 (ofício n°. 701/06) (ANEXO C). 
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O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE, contido no ANEXO D) foi 

revisado e aprovado pelo COMEPE/UFC (ofício n°. 550/2006, protocolo n°. 238/05) em 22 

de setembro de 2006 e em 25 de maio de 2007 (complementações, ofício n°. 407/07) 

(ANEXOS B e E). 

Os pais ou responsáveis forneceram o consentimento por escrito, assinando um 

documento que descrevia os objetivos do trabalho, os procedimentos a serem realizados com 

a criança, os riscos e benefícios da participação no estudo, questões relacionadas à 

confidencialidade e telefones de contato em caso de dúvidas. Todos eles receberam uma cópia 

do termo. 

Em relação à confidencialidade, todas as crianças foram identificadas através de 

números codificados, não sendo identificadas pelo nome em nenhum documento do estudo. 

Os dados foram incorporados no banco de dados referente ao projeto duas vezes por duas 

pessoas diferentes do Setor de Segurança e Gerenciamento de Dados (SSGD), da 

UPC/IBIMED, UFC, e as digitações foram comparadas através do Programa Access 

MICROSOFT (New York, NY, USA).  

 

 

4.2  Coleta de Dados e Amostras 

 

 

Toda a coleta de dados e amostras foi realizada pela equipe de trabalho de campo. A 

coleta de dados se deu através de questionário epidemiológico e sua interrogação se dava 

junto ao pai ou responsável pela criança. O questionário era precedido pelo processo de 

triagem e era sucedido pela etapa de coleta do material fecal da criança (ANEXOS F e G). 

 

 

4.2.1 Triagem e Entrevista 

 

 

No processo de triagem, o time de campo considerava os critérios de inclusão: 

residência em uma das duas comunidades estudadas, idade da criança compreendida entre 02 

e 36 meses, assinatura do TCLE pelo pai ou responsável.  
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A ficha epidemiológica que fazia parte do questionário realizado com os responsáveis 

pelas crianças continha informações sócio-demográficas e econômicas. As variáveis 

questionadas foram: Renda familiar; Tempo de moradia no domicílio; Número de 

compartimentos do domicílio; Tipo de casa (taipa ou alvenaria); Origem da água de beber 

(encanada, chafariz, bomba, poço/cacimba, mineral, da torneira); Condicionamento da água; 

Tipo de sanitário, sua localização e compartilhamento; Existência de água e sabão para 

lavagem das mãos; Freqüência de defecação ao redor da casa; Existência de animal (galinha, 

porco, cachorro, gato, pássaros).  
 

As questõe exclusivamente relacionadas às crianças foram: Idade, sexo, peso, altura, 

índice de massa corporal (IMC), circunferência do braço e medida da prega cutânea. 
 

O questionário foi aplicado pelo time de campo e levado ao SSGD, UPC/IBIMED, 

UFC. 

 

 

4.2.2 Medidas Antropométricas e Escores-z 

 

 

A equipe de campo realizou medidas de estatura, peso, circunferência braquial e 

espessura da prega cutânea das crianças incluídas no estudo. A aferição da estatura foi 

realizada com as crianças descalças na posição vertical, utilizando-se um antropômetro com 

precisão de 0,1cm. As crianças menores de dois anos foram medidas deitadas, na posição 

supina (medida do comprimento). Para aferição da massa corporal, as crianças foram pesadas 

trajando roupas leves e descalças, utilizando-se uma balança digital portátil. A circunferência 

do braço foi obtida através do emprego de uma fita métrica flexível, aderida à pele, na altura 

do ponto médio braquial. A medida da espessura da prega cutânea foi medida a partir do 

ponto médio posterior do braço não dominante, com o uso de um paquímetro. 
 

As medidas antropométricas foram convertidas em escores-z pelo SSGD da 

UPC/IBIMED. Os escores-z produzidos foram: HAZ (height-for-age: altura por idade), WAZ 

(weight-for-age: peso por idade) e WHZ peso-por-altura (weight-for-height: peso por altura), 

utilizando software antropométrico.  
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Os escores-z antropométricos correspondem ao número de desvios padrão acima ou 

abaixo do valor médio fornecido pelo National Center for Health Statistics (NCHS, National 

Health and Nutrition Examination Survey, Center for Disease Control and Prevention, 

Hyattsville, MD, USA) e International Reference Population (Global Database on Child 

Growth and Malnutrition, World Health Organization, Genebra, SZ). O cálculo de IMC foi 

realizado dividindo-se o peso (Kg) pela altura (m) ao quadrado.  

 

 

4.2.3 Coleta e Processamento Inicial das Amostras Fecais 

 
 

Após os procedimentos iniciais de seleção e inclusão no estudo (triagem, assinatura do 

TCLE), de captação de dados epidemiológicos (entrevista, preenchimento da ficha 

epidemiológica) e aferição de medidas antropométricas, os pais ou responsáveis recebiam um 

copo plástico e estéril, padrão para a coleta de fezes. Foi dada, pela equipe de campo, a 

orientação quanto ao procedimento adequado de coleta do material fecal de sua criança.  

No dia seguinte, o membro da equipe retornava à residência da criança para o 

recebimento da amostra coletada. Caso a amostra fecal não fosse coletada, o grupo de campo 

retornava à residência por até cinco dias úteis, quando a criança era, então, excluída do estudo 

por falta de material.  

A amostra coletada era armazenada entre 2 e 8°C e, no prazo máximo de quatro horas, 

era transportada em caixa térmica contendo gelo para o Laboratório de Doenças Infecciosas, 

da UPC/IBIMED, da Faculdade de Medicina, da UFC. 

Ao chegar ao laboratório, as amostras eram acondicionadas na temperatura entre 2 e 

8°C até seu processamento. No máximo seis horas após a coleta, os espécimes fecais eram 

examinados quanto à caracterização das fezes (líquidas, semilíquidas, formadas, 

semiformadas) e aliquotados em dois microtubos estéreis identificados por código de barras, 

com capacidade para 1,8mL. As alíquotas eram então colocadas em caixas e era 

confeccionado o mapa de localização das amostras. Após esse passo, as aliquotas eram 

armazenadas em freezer -80°C para posterior extração do DNA fecal e realização dos ensaios 

imunoenzimáticos (ELISA).  
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Uma porção do material não estocado foi empregada no diagnóstico de helmintos e 

protozoários. Inicialmente, foi realizada uma concentração de parasitas fecais com o Kit Fecal 

Parasite Concentrator Kit, EVERGREEN (Los Angeles, CA, USA), segundo instruções do 

fabricante. Tal kit se baseia no método de Ritchie modificado (concentração pelo álcool-éter). 

A identificação de ovos de helmintos e cistos de protozoários nas amostras de fezes foi 

realizada em um esfregaço do material concentrado, com adição de lugol. Outro esfregaço foi 

corado através da técnica de Ziehl-Nieelsen modificada para a pesquisa de Cryptosporidium 

sp.  

Todas as etapas acima descritas, que foram realizadas pela equipe de campo e pelo 

Laboratório de Doenças Infecciosas, estão esquematizadas de forma resumida no fluxograma 

a seguir (FIGURA 5). 
 

 

Figura 5 - Fluxograma representativo das etapas do presente estudo 
relacionadas à seleção, triagem e coleta de dados e amostra. 
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4.3 Definição dos Grupos: Casos X Controles 

 

 

A partir do preenchimento da ficha epidemiológica, os casos foram definidos a partir 

do banco de dados pela resposta parental “sim” à pergunta: “Sua criança apresentou diarréia 

nos últimos 14 dias?”.  
 

Oitenta e quatro crianças apresentavam a resposta “sim” à essa pergunta. Oitenta e três 

crianças tiveram seguimento no estudo como casos. 
 

Duzentas e quarenta e uma (241) crianças apresentavam a resposta parental “não” à 

mesma pergunta. Oitenta e três dessas crianças foram escolhidas aleatoriamente pelo 

programa Excel (Microsoft Office Excel) e tiveram seguimento no estudo como controles. 

 

 

4.4 Extração de DNA Fecal 

 

 

O DNA fecal foi extraído utilizando o QIAamp DNA Stool Mini Kit, QIAGEN® 

(Valencia, CA - USA), segundo instruções do fabricante.  
 

Resumidamente o protocolo se deu da seguinte maneira: aproximadamente 200mg ou 

200μL de fezes foram incubadas com 1,4mL de tampão ASL. A mistura foi agitada 

vigorosamente em vórtex por no mínimo 1 minuto ou até que a mistura estivesse totalmente 

homogeneizada.   
 

A mistura foi incubada por 5 minutos a 95°C. O lisado foi homogeneizado por 15 

segundos e centrifugado por 1 minuto para precipitação das partículas fecais.  
 

Em seguida, 1,2mL do sobrenadante foram transferidos para um novo microtubo de 

2mL contendo InhibitEX, uma resina em forma de comprimido. Resina e lisado são agitados 

vigorosamente até dissolução completa do comprimido. 
 

A mistura foi incubada por 1 minuto à temperatura ambiente a fim de gerar máxima 

adsorção dos inibidores pela matriz e foi submetida a uma nova centrifugação por 3 minutos.  
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Todo o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de 1,5mL e submetido a 

uma centrifugação por 3 minutos, para evitar que a resina contaminasse a próxima etapa. 
 

Foram transferidos 200µL do sobrenadante para um microtubo de 1,5mL contendo 

15µL de proteinase K. Adicionou-se 200µL de tampão AL (constituído de hidrocloreto de 

guanidina). A nova mistura sofreu breve homogeneização e foi levada à incubação por 10 

minutos a 70oC. A adição de 200µL de etanol P.A. finalizou a desnaturação protéica. 
 

Após centrifugação rápida, a mistura foi transferida para um microtubo contendo um 

filtro composto de uma membrana de sílica-gel. O DNA foi adsorvido à membrana durante 

uma breve centrifugação (1 minuto).  
 

O filtro foi transferido para um novo microtubo coletor, sendo o filtrado descartado. A 

membrana foi lavada em dois passos de centrifugação. No primeiro deles, 500µL do tampão 

AW1 foram adicionados à membrana e submetidos à centrifugação durante 1 minuto. A 

membrana foi transferida para um novo tubo coletor e o filtrado foi descartado.  
 

No segundo passo de lavagem, 500µL do tampão AW2 foram adicionados à 

membrana e submetidos à centrifugação durante 3 minutos.  
 

Para a retirada de todo tampão de lavagem antes da eluição final, o filtrado foi 

descartado e o filtro foi colocado de volta ao mesmo tubo coletor e submetido a uma nova 

centrifugação de 1 minuto.  
 

A membrana, contendo o DNA concentrado e purificado, foi transferida para um novo 

microtubo de 1,5mL. Adicionou-se, então, 200µL do tampão de eluição AL e incubou-se por 

1 minuto à temperatura ambiente.  
 

O DNA obtido foi armazenado a -20°C em microtubos identificados por código de 

barras em duas alíquotas contendo 100μL cada uma para posterior análise de quantidade e 

qualidade de DNA extraído e para PCR. 
 

Todas as centrifugações foram realizadas a 20.000g à temperatura ambiente. Cada 

bateria de extração era realizada com 18 amostras. 
 

A função de cada reagente utilizado no kit é descrita sucintamente no quadro 4. 
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Quadro 4 - Função dos reagentes do Kit QIAamp DNA Stool Mini Kit 
QIAGEN para extração de DNA fecal.  
Item Reagente Função 

01 Tampão ASL Promove lise celular 

02 Resina Inhibitex Adsorve inibidores enzimáticos e outras 
impurezas encontradas em alta concetração nas 
fezes. 

03 Proteinase K Promove digestão enzimática. 

04 Tampão AL Promove precipitação de macromoléculas e 
solubilização de lipídes. 

05 Etanol Promove precipitação de ácidos nucleicos. 

06 Membrana de 
sílica 

Mantém o DNA em sua trama para a finalização 
da extração (lavagens e eluição). 

07 Tampão AW1 

08 Tampão AW2 

Por apresentarem características de pH e 
concentração de sais peculiares, o uso desses 
tampões gera remoção de impurezas residuais, 
sem retirar o DNA da membrana. 

09 Eluente AE Solução tampão que retira o DNA da membrana 
sílica e o deixa em condições de uso. Pode ser 
armazenado a -20oC. 

        Fonte: QIAGEN, 2007 - Manual de Instruções. 

 

 

4.5  Ensaio Imunoenzimático (ELISA) 

 

 

4.5.1 ELISA para Campylobacter 

 

 

Para detecção de Campylobacter sp. foi utilizada uma ELISA sanduíche para pesquisa 

de antígeno, Kit Remel ProSpect® Campylobacter Microplate Assay, REMEL™ (Lenexa, 

KS, USA), de acordo com instruções do fabricante.  
 

Esse ensaio em microplaca foi utilizado para detecção de um antígeno de superfície 

específico de Campylobacter sp. (SA, surface antigen), compartilhado por C. jejuni e C. coli 
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(REMEL, 2005). As intruções do Kit trazem uma extensa lista de microorganismos da 

microbiota do cólon humano que, segundo testes do fabricante, não geram reação cruzada 

com o Kit. Essa lista inclui: Helicobacter pylori, H. cinaedi; Campylobacter curvis, C. fetus, 

C. lari, C. rectus, C. spoturum; Arcobacter butzleri; Escherichia coli enteropatogênica 

(EPEC), E. coli enterotoxigênica (ETEC), E. coli enterotoinvasiva (EIEC), E. coli 

enterotohemorrágica (EHEC), E. coli Stx negativa; Escherichia hermenii; Enterobacter 

cloacae; Enterococcus faecallis; Citrobacter braakii; Klebsiella pneumoniae; Proteus 

vulgaris; Pseudomonas aeruginosa; Shigella dysenteriae, S. flexneri e S. sonnei; 

Staphylococcus aureus; Yersinia enterocolitica; Salmonella typhimurium e Serratia 

liquefacians (REMEL®, 2008). 
 

Foram adicionados 600 μL de tampão diluente em microtubos plásticos de 2,0mL 

identificados com o número das amostras. As fezes foram então retiradas do freezer -80ºC e 

homogeneizadas, uma a uma.   
 

Foram adicionados 300mg de fezes ou 300μL (caso as fezes fossem diarréicas) à cada 

tubo contendo o diluente. As amostras preparadas foram então homogeneizadas e deixadas em 

geladeira até o momento de adição à placa de ELISA. 
 

Para cada placa foi realizado um mapa de amostras, para localização das amostras e 

controles (inclusos no kit).  
 

Após a adição das amostras e controles, a placa passou por três incubações sucessivas, 

intercaladas com as etapas de lavagem.  
 

Para a primeira incubação (60 minutos) foram adicionadas as amostras e controles 

negativo e positivo à placa. Quando reagentes, as amostras continham o antígeno de superfície 

que se ligou aos anticorpos da fase sólida (anticorpo policlonal anti-SA). As lavagens 

vigorosas após a incubação removeram os componentes fecais não ligados. 
 

A segunda incubação (30 minutos) foi realizada com a adição do conjugado 

enzimático. O conjugado enzimático é também um anticorpo policlonal anti-SA ligado à 

enzima peroxidase. As lavagens vigorosas após a incubação removeram o conjugado 

enzimático não ligado. 
 

A terceira incubação, com o substrato cromógeno TMB (tetra-metil benzidina), 

ocorreu por 10 minutos. A ação da enzima peroxidase no substrato foi revelada pelo 
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cromógeno, que sofreu um processo de oxidação dando origem a um produto de cor azul na 

amostra reagente. 
 

A solução de parada interrompeu o processo de oxidação e deixou amarela a cor final 

resultante das amostras positivas e do controle positivo. Assim, a última etapa foi a adição da 

solução de parada (ácido sulfúrico 1N) e subseqüente leitura das absorbâncias em 450nm em 

leitor de ELISA Microplate Reader 230S, ORGANON TEKNIKA® (Durham, NC, USA). 
 

Todas as incubações se deram à temperatura ambiente. As lavagens foram realizadas 

de forma vigorosa com tampão para lavagem incluso no Kit.   
 

Os resultados foram interpretados como demonstrado no quadro 5. 

 

Quadro 5 - Interpretação dos resultados do ensaio ProSpect® 
Campylobacter Microplate Assay, REMEL. 

Leitura da 
densidade óptica a 

450nm 

Resultado  Código do resultado 
no banco de dados 

< 0,130 Negativo 0 

0,130 – 0,170 Indeterminado 3 

> 0,170 Positivo 1 

- Não realizado 2 

           Fonte: REMEL (2005) 

 

 

4.5.2 ELISA para Lactoferrina Fecal (LFF) 

 

 

Foi realizada a detecção e semiquantificação da concentraçaõ de LFF em cada amostra 

com utilização do Kit IBD (Inflammatory Bowel Disease) Scan®, TECHLAB™ (Blacksburg, 

VA, USA), segundo instruções do fabricante. 
 

Para o preparo das amostras foram reservados três microtubos plásticos de 2,0mL 

identificados para cada amostra. A identificação se relacionava com o número da amostra e 

com as diluições utilizadas: 1/10, 1/100 e 1/1000. Foram adicionados 450μL de tampão 
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diluente em todos os tubos. As fezes foram então retiradas do freezer -80ºC e 

homogeneizadas, uma a uma.   
 

Foram adicionados 50mg de fezes ou 50μL (caso as fezes fossem diarréicas) ao 

primeiro tubo (“1/10”) de cada amostra. A primeira diluição foi então homogeneizada e foram 

realizadas as diluições seriadas de cada amostra (“1/100” e “1/1000”). 
 

Para cada placa foi realizado um mapa de amostras, para localização das amostras, 

padrões e controles (sendo padrões e controles inclusos nos Kits).  
 

Após a adição das diluições das amostras, dos padrões e dos controles, a placa passou 

por três incubações sucessivas, intercaladas com as etapas de lavagem.  
 

Para a primeira incubação (60 minutos), foram adicionadas às placas as amostras, 

padrões e controles. Quando reagentes, as amostras continham lactoferrina fecal que se ligava 

aos anticorpos da fase sólida (anticorpo policlonal anti-lactoferrina). As lavagens vigorosas 

após a incubação removeram os componentes fecais não ligados. 
 

A segunda incubação (30 minutos) foi realizada com a adição do conjugado 

enzimático. O conjugado enzimático é também um anticorpo policlonal anti-lactoferrina 

ligado à enzima peroxidase. As lavagens vigorosas após a incubação removeram o conjugado 

enzimático não ligado. 
 

A terceira incubação, com o substrato cromógeno TMB (tetra-metil benzidina), 

ocorreu por 10 minutos. A ação da enzima peroxidase no substrato foi revelada pelo 

cromógeno, que sofreu um processo de oxidação dando origem a um produto de cor azul na 

amostra reagente. 
 

A solução de parada interrompeu o processo de oxidação e deixou amarela a cor final 

resultante das amostras positivas. Assim, a última etapa foi a adição da solução de parada 

(ácido sulfúrico 1N) e subseqüente leitura das absorbâncias em 450nm em leitor de ELISA 

Microplate Reader 230S, TEKNIKA (Durham, NC, USA). 
 

Todas as incubações se deram à 37oC. As lavagens foram realizadas de forma vigorosa 

com tampão para lavagem incluso no Kit.  
  

Para que os resultados fossem expressos de forma semiquantitativa, os valores de 

absorbâncias encontrados para os padrões foram levados à construção de uma curva e a 
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equação obtida serviu para a determinação semiquantitativa da concentração de lactoferrina 

fecal em cada amostra. 
 

Os resultados foram interpretados como demonstrado no quadro 6. 

 

Quadro 6 - Interpretação dos resultados semiquantificativos de ELISA 
para LFF, Kit IBD® Scan, TECHLAB.  

Concentração 

 (μg/g de fezes) 

Resultado  Código do 
resultado no 

banco de dados 

0 – 7,00 Negativo 0 

7,01 – 25,00 Positivo Escore 1+ 1 

25,01 – 50,00 Positivo Escore 2+ 3 

> 50,00 Positivo Escore 3+ 4 

- Não-realizado 2 

          Fonte: Adaptado de TECHLAB (2009) 

 

 

4.6 Reação da Polimerase em Cadeia (PCR)  

 

 

4.6.1 Sumário das PCRs realizadas 

 

 

O quadro 7 contém um resumo das reações realizadas: 
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Quadro 7 - Resumo das PCR realizadas no presente estudo 
Item Reação / 

Utilidade 
Gene pesquisado - 

localização 
Microorganismo 

detectado 
Tamanho 

do produto 
amplificado

01 hipO / 
Detecção 

hipO (gene para hipurato 
hidrolase de C. jejuni) – 
localização 
cromossômica 

C. jejuni 176pb 

02 ask / 
Detecção 

ask (gene para aspartato 
quinase de C. coli) –  
localização 
cromossômica 

C. coli 502pb 

03 16S / 
Detecção 

Gene para cadeia 16S do 
RNA ribossomal de H. 
pylori) - localização 
cromossômica 

H. pylori 139pb 

04 cdtA / 
Virulência 

Gene cdtA para toxina 
distensora letal (CDT) 
de C. jejuni - localização 
cromossômica 

C. jejuni 175pb 

05 cdtB / 
Virulência 

Gene cdtB para CDT de 
C. jejuni - localização 
cromossômica 

C. jejuni 418pb 

06 cdtC / 
Virulência 

Gene cdtC para CDT de 
C. jejuni - localização 
cromossômica 

C. jejuni 270pb 

 

 

4.6.2 Cepas padrão 

 

 

As cepas padrão utilizadas nas reações de polimerase em cadeia foram: 
 

1. Campylobacter jejuni (ATCC® 33291) 

2. Campylobacter coli (INCQS 00263) 

3. Helicobacter pylori (gentilmente cedido pela Dra. Lúcia Libanez, Laboratório de 

Gatroenterologista, UPC-IBIMED) 
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4. Escherichia coli enteroagregativa O42 (gentilmente cedida pelo Dr. Richard 

Guerrant, UVa/Virginia, USA). 

5. Escherichia coli CLDT 866/36 (gentilmente cedida pelo Dr. Tomomasa Yano, 

UNICAMP/Campinas). 

6. Bacilo sugestivo de Campylobacter sp. (gentilmente cedido pela Dra. Ila Fernanda 

Nunes Lima, Laboratório de Doenças Infecciosas, UPC-IBIMED). 

 

 

4.6.3 Definição dos Iniciadores das PCRs  

 

 

Toda a literatura científica consultada para a definição dos iniciadores de cada reação 

PCR realizada nesse estudo (BANG et al., 2003; CANER et al., 2008; JENSEN et al., 2005; 

KULKARNI et al., 2002; LAGIER et al., 2004; LAWSON et al., 1999; LINTON et al., 1997; 

LUND et al., 2003; NAKARI; PUHAKKA; SIITONEN, 2008; PERSSON; OLKEN, 2005; 

SAMIE et al., 2007a; YAMAZAKI-MATSUNE et al., 2007; WAEGEL; NACHAMKIN, 

1996) foi sistematicamente revista e sujeita à conferência e análise com o uso da ferramenta 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 

disponibilizada via web pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, Bethesda, MD – USA). 
 

Os iniciadores utilizados encontram-se no quadro 8. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Quadro 8 - Iniciadores utilizados no presente estudo 
Item Gene pesquisado 

(Microorganismo 
detectado, utilidade da 

pesquisa) 

Iniciadores (S: Senso, AS: Anti-senso), 
Seqüência 5’  3’ 

S: ATGATGGCTTCTTCGGATAG 01 hipO (Campylobacter jejuni, 
detecção) 

AS: GCTCCTATGCTTACAACTGC 

S: GGTATGATTTCTACAAGCGAG 02 ask (Campylobacter coli, 
detecção) 

AS: ATAAAAGACTATCGTCGCGTG 

S: GCGACCTGCTGGAACATTAC 03 Cadeia 16S do RNAr 
(Helicobacter pylori, 
detecção) AS: CGTTAGCTGCATTACTGGAGA 

S: TTGGCGATGCTAGAGTTTGG 04 cdtA (C. jejuni, virulência) 

AS: ACCGCTGTATTGCTCATAGGG 

S: CTCGCGTTGATGTAGGAGCTA 05 cdtB (C. jejuni, virulência) 

AS: GCAGCTAAAAGCGGTGGAGTA 

S: AGCCTTTGCAACTCCTACTGG 06 cdtC (C. jejuni, virulência) 

AS: GCTCCAAAGGTTCCATCTTC 

 

Todos os iniciadores foram utilizados em concentração final 0,2μM. As temperaturas 

de anelamento utilizadas (descritas nos itens abaixo) foram definidas após testes de 

padronização. 

 

 

4.7  Detecção do Gene da Hipurato Hidrolase (hipO) de C. jejuni por PCR  

 

 

4.7.1 Obtenção do DNA Bacteriano (C. jejuni) 

 

 

Foi realizado o crescimento bacteriológico da cepa controle Campylobacter jejuni 

ATCC® 33291. 
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A cepa ATCC 33291 de C. jejuni foi gentilmente cedida pelo Laboratório chefiado 

pelo Dr. Richard Guerrant no Centro pela Saúde Global (Center for Global Healh - 

Charlottesville, VA, USA). 
 

O microorganismo foi cultivado em meio de cultura Difco™ Columbia Blood Agar 

como base (Difco BD® 279240, DIFCO-BD® - Sparks, MD, USA) e adição de 5% de sangue 

de carneiro e dos suplementos Campylobacter Growth Suplemment (Oxoid™ SR0232E, 

OXOID® – Cambridge, GBR) e Campylobacter Selective Supplement Blaser-Wang (Oxoid™ 

SR0098E, OXOID®  – Cambridge, GBR), de acordo com instruções do fabricante. 
 

O agente liofilizado foi reconstituído com solução salina estéril e uma alíquota dessa 

solução foi adicionada à placa de meio de cultura em condições padronizadas de 

microbiologia (chama acesa, swab estéril). 
 

A placa foi colocada em uma jarra microbiológica contendo o gerador de 

microaerofilia Microaerobac® (PROBAC - São Paulo, SP, BRA) segundo instruções do 

fabricante. O ambiente microaerófilo é constituído de uma atmosfera de 3 a 5 % de oxigênio 

(O2) e 10% de gás carbônico (CO2). A jarra foi então selada e levada à estufa a 37oC por 48 

horas. 
 

Após o período de crescimento, o microorganismo foi analisado quanto às 

características morfológicas, coloração Gram e teste da oxidase. A morfologia das colônias de 

espécies de Campylobacter em meios sólidos seletivos varia de planas, acinzentadas, 

irregulares, secas ou úmidas a colônias arredondadas, convexas, brilhantes, de bordas inteiras. 

O Campylobacter é um bastonete Gram-negativo que apresenta uma morfologia típica em 

esfregaços corados em forma de S, em asa de gaivota ou em largas espirais (FERNÁNDEZ, 

2008).  
 

O teste da citocromo oxidase foi positivo. A citocromo oxidase é uma enzima da 

classe das oxidorredutases. O reagente tetra metil-p-fenilenodiamina reage diretamente com o 

citocromo c e produz um composto de cor azul (azul-de-indofenol). Foi utilizado 

procedimento indireto com tiras de papel, no qual a colônia escolhida é retirada da placa de 

Petri, esfregada em tira de papel e então são adicionadas algumas gotas da solução reagente 

recém preparada (Reagente SIGMA® 07770). As colônias de bactérias que possuem 

atividade de citocromo oxidase desenvolvem cor azul-escura no sítio de inoculação dentro de 

10 segundos (KONEMAN et al., 2001).  
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Uma porção do cultivo foi retirada da placa de Petri com auxílio de uma alça de 

platina esterilizada em chama e colocada em um tubo para microcentrífuga identificado 

contendo 200 μL de água deionizada MilliQ™, MILLIPORE® (Billerica, MA, USA) estéril. 
 

A extração do DNA de C. jejuni se deu pela incubação da alíquota do microorganismo 

em água fervente e centrifugação para uso do sobrenadante, como se segue: o tubo contendo 

200 μL de água e a porção do cultivo foi levado à incubação por 15 minutos em água fervente 

(100oC). O material foi centrifugado por 3 minutos a 15.000 rpm. O sobrenadante foi 

transferido para um novo tubo de microcentrífuga estéril identificado e o pellet foi descartado.  
 

O sobrenadante obtido foi levado à quantificação por espectrofotometria. Foram 

utilizados 5 μL do material obtido e 95 μL de tampão TE 1X (Tris-HCl 10mM, EDTA 1mM, 

pH 8,00) e essa diluição foi colocada em cubeta de 8,5mm, apropriada para leitura no 

aparelho Eppendorf® BioPhotometer (Eppendorf - Hamburg, DEU).  

 

 

4.7.2 Detecção do Gene (hipO) 

 

 

Para a detecção do gene hipO de C. jejuni, inicialmente foi preparado uma mistura dos 

reagentes necessários à reação. Essa solução inicial continha todos os reagentes para a 

realização da PCR, exceto o DNA das amostras: AmpliTaq Gold® PCR Master Mix 2X, 

APPLIED BIOSYSTEMS® (Foster City, CA, USA); água MilliQ® estéril, e os iniciadores 

hipO, senso e anti-senso, descritos no quadro 5 (item 4.6.3). 
 

A solução contendo os reagentes foi então aliquotada em cada microtubo para PCR, 

sendo 22,5μL em cada tubo, para uma reação final de 25μL. 
 

A PCR para detecção do gene hipO de C.jejuni foi realizada para as 166 amostras do 

estudo. Cada bateria de PCR foi realizada com aproximadamente 45 amostras, estando 

inclusos em cada bateria os controles positivo (DNA extraído de C. jejuni ATCC® 33291) e 

negativos da reação (DNA extraído de C. coli INCQS 00263 para especificidade dos 

iniciadores e água MilliQ® estéril para controle de qualidade da reação). Foram adicionados 

2,5μL de DNA em cada tubo identificado com o número da amostra. 
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Após a adição do DNA extraído de cada amostra, os microtubos foram levados ao 

termociclador MyCycler™ BIORAD® (San Diego, SA, USA), programado de acordo com as 

condições de amplificação otimizadas nesse estudo.  

 

 

4.7.3 Condições para a Amplificação do Produto (hipO) 

 

 

Os parâmetros utilizados para a detecção do gene hipO de C. jejuni encontram-se 

pormenorizados abaixo no quadro 9. Tais parâmetros foram determinados após testes prévios 

de identificação da melhor temperatura de anelamento e otimização da reação. 

 

Quadro 9 - Programação dos ciclos para amplificação na PCR para detecção 
do gene hipO de C. jejuni. 

Passos 

(no de ciclos)

Descrição Temperatura Tempo 

01 (01 ciclo) Desnaturação 95oC 10 minutos 

02 (35 
ciclos) 

Desnaturação 

Anelamento 

Extensão 

95oC 

51oC 

72oC 

30 segundos 

30 segundos 

45 segundos 

03 (01 ciclo) Extensão final 72oC 10 minutos 

 

Após a reação para amplificação, os produtos foram mantidos a -20oC até o momento 

da corrida eletroforética (descrito no item 4.11). 
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4.8 Detecção do Gene da Aspartato Quinase (ask) de C. coli por PCR  

 

 

4.8.1 Obtenção do DNA Bacteriano (C. coli)  

 

 

A cepa INCQS 00263 / ATCC® 33559 foi cedida pelo Instituto Nacional de Controle 

em Qualidade de Saúde da Fundação Oswaldo Cruz (INCQS/FIOCRUZ - Rio de Janeiro, RJ, 

BRA). 
 

O cultivo de tal microorganismo foi realizado da mesma forma descrita para o cultivo 

de C. jejuni (item 4.7.1). 
 

Uma porção do cultivo foi retirada da placa de Petri com auxílio de uma alça de 

platina esterilizada em chama e colocada em um tubo para microcentrífuga identificado 

contendo 100μL de água deionizada (MilliQ®) estéril. 
 

A extração do DNA de Campylobacter coli se deu pelo uso do Kit QIAamp™ DNA 

Stool Mini Kit, QIAGEN® (Valencia, CA, USA), protocolo modificado, com remoção da 

etapa de adsorção de inibidores pela resina Inhibitex.  
 

O DNA de C. coli foi extraído pelo kit QIAamp™ devido ao fato de que várias 

tentativas de extração de DNA do isolado por fervura em água não geraram o resultado 

esperado. Mohran et al. (1998), reportaram diferença na sensibilidade da detecção molecular 

de cepas de C. jejuni e principalmente C. coli quando o método de extração utilizado se 

baseava em fervura do isolado em água. Nesse trabalho, 45 isolados tiveram o DNA extraído 

por dois métodos: fervura em água e extração com proteinase K/SDS. Pelo método de fervura, 

o DNA obtido de 12% dos isolados de C. jejuni e 43% dos isolados de C.coli não gerou 

amplificação por PCR (resultado negativo). Pelo método de extração com proteinase K–SDS, 

todas as amostras foram positivas. 
 

Resumidamente, realizamos: a) incubação dos 100μL da suspensão do cultivo com 

tampão AL por 5 minutos a 95oC; b) digestão enzimática com Proteinase K e Tampão AL por 
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10 minutos a 70oC; c) centrifugação em coluna de sílica-gel para adsorção do DNA pela 

coluna e d) lavagens para retirada de contaminantes (tampões AW1 e AW2).  
 

O DNA eluído em 200 μL de tampão AE foi levado à quantificação como descrito 

para a quantificação do DNA extraído de C. jejuni (item 4.7.1). 

 

 

4.8.2 Detecção do Gene (ask) 

 

 

Para a detecção do gene ask de C. coli, inicialmente foi preparado uma mistura dos 

reagentes necessários à reação. Essa solução inicial continha todos os reagentes para a 

realização da PCR, exceto o DNA das amostras: AmpliTaq Gold® PCR Master Mix 2X, 

APPLIED BIOSYSTEMS (Foster City, CA, USA); água MilliQ® estéril, e os iniciadores ask, 

senso e anti-senso, descritos no quadro 5 (item 4.6.3). 
 

A solução contendo os reagentes foi então aliquotada em cada microtubo para PCR, 

sendo 22,5μL em cada tubo, para uma reação final de 25μL. 
 

A PCR para detecção do gene ask de C.coli foi realizada para as 166 amostras do 

estudo. Cada bateria de PCR para detecção do gene ask foi realizada com aproximadamente 

45 amostras, estando inclusos em cada bateria os controles positivo (DNA extraído de C. coli 

INCQS 00263) e negativos da reação (DNA extraído de C. jejuni ATCC 33291 para 

especificidade dos iniciadores e água MilliQ® estéril para controle de qualidade da reação). 

Foram adicionados 2,5μL de DNA em cada microtubo identificado com o número da amostra. 
 

Após a adição do DNA extraído de cada amostra, os microtubos foram levados ao 

termociclador MyCycler™ BIORAD® (San Diego, SA, USA), programado de acordo com as 

condições de amplificação otimizadas nesse estudo.  

 

 

4.8.3 Condições para a Amplificação do Produto (ask) 

 

 

Os parâmetros utilizados para a detecção do gene ask de C. coli foram iguais aos 

descritos para a detecção de C. jejuni e encontram-se pormenorizados no quadro 6, item 
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(4.7.3). Tais parâmetros foram determinados após testes prévios de identificação da melhor 

temperatura de anelamento e otimização da reação. 
 

Após a reação para amplificação, os produtos foram mantidos a -20oC até o momento 

da corrida eletroforética (descrito no item 4.11). 

 

 

4.9 Detecção do Gene da Cadeia 16S do RNA Ribossomal de H. pylori por PCR 

 

 

Foram testadas 45 amostras na PCR para pesquisa do gene para cadeia 16S de RNA 

ribossômico de H. pylori. As amostras escolhidas foram aquelas positivas para o teste ELISA 

ProSpect® Campylobacter Microplate Assay, sendo 19 casos e 26 controles.  
 

Tal reação foi escolhida a fim de avaliar a especificidade do ensaio ELISA ProSpect® 

quanto ao gênero detectado. Helicobacter é correlato ao gênero Campylobacter, pertencente à 

mesma ordem (Campylobacteriales). 

 

 

4.9.1 Obtenção do DNA Bacteriano (H. pylori) 

  

 

O DNA de Helicobacter pylori foi gentilmente cedido pela Prof. Dra. Lúcia Libanez e 

sua equipe do Laboratório de Gastroenterologia da UPC-IBIMED. 

Comunicação escrita do Laboratório supracitado forneceu um resumo dos 

procedimentos seguidos até a obtenção do DNA: amostras de fragmentos de biópsias gástricas 

contendo H. pylori foram aplicadas em meio de cultura ágar-sangue com suplemento Skirrow 

e condicionados em atmosfera microaerófila. O isolado foi identificado como H. pylori 

através da morfologia das colônias e testes catalase, oxidase e urease positivos. 

Para extração do DNA, as colônias foram retiradas da placa com swab estéril, imersas 

em tampão fosfato e centrifugadas até a formação de precipitado, que foi utilizado para a 

extração do material genômico das amostras com os reagentes do QIAamp™ DNA mini Kit, 

QIAGEN® (Valencia, CA, USA), conforme instruções do fabricante. Após a extração do 

DNA, as amostras foram estocadas a -20ºC. 
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A alíquota de DNA recebida foi levada à quantificação por espectrofotometria que 

ocorreu como descrito para a quantificação de DNA de C. jejuni (item 4.7.1). 

 

 

4.9.2  Detecção do Gene (16S) 

 

 

Para a detecção do gene para cadeia16S do RNA ribossômico de H. pylori (16S) foi 

preparado uma mistura dos reagentes necessários à reação. Essa solução inicial continha todos 

os reagentes para a realização da PCR, exceto o DNA das amostras: AmpliTaq Gold® PCR 

Master Mix 2X, APPLIED BIOSYSTEMS® (Foster City, CA, USA); água MilliQ® estéril, e 

os iniciadores 16S senso e anti-senso, descritos no quadro 5 (item 4.6.3). 
 

A solução contendo os reagentes foi então aliquotada em cada microtubo para PCR, 

sendo 22,5μL em cada tubo, para uma reação final de 25μL. 
 

A PCR para detecção do gene 16S de H. pylori foi realizada para as 45 amostras do 

estudo que foram positivas na ELISA para Campylobacter sp.. Todas as amostras foram 

testadas em uma única bateria, estando inclusos os controles positivo (DNA extraído de 

H.pylori) e negativos da reação (DNA extraído de C. coli INCQS 00263 e DNA extraído de 

C. jejuni ATCC® 33291 para especificidade dos iniciadores e água MilliQ® estéril para 

controle de qualidade da reação). Foram adicionados 2,5μL de DNA em cada tubo 

identificado com o número da amostra. 
 

Após a adição do DNA extraído de cada amostra, os microtubos foram levados ao 

termociclador MyCycler™ BIORAD® (San Diego, SA, USA), programado de acordo com as 

condições de amplificação otimizadas nesse estudo.  

 

 

4.9.3  Condições para a Amplificação do Produto (16S) 

 

 

Os parâmetros utilizados para a amplificação do gene 16S rRNA de H. pylori, diferem 

daqueles utilizados para amplificação de hipO e ask apenas na temperatura de anelamento. 

Resumidamente, utilizamos 3 passos, sendo: 1) 01 ciclo para desnaturação inicial a 95oC por 
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10 minutos; 2) 35 ciclos de 95oC por 30 segundos (desnaturação), 55oC por 30 segundos 

(anelamento) e 72 oC por 45 segundos (extensão) e 3) 01 ciclo de extensão final a 72 oC por 10 

minutos. Tais parâmetros foram determinados após testes prévios de identificação da melhor 

temperatura de anelamento e otimização da reação. 
 

Após a reação para amplificação, os produtos foram mantidos a -20oC até o momento 

da corrida eletroforética (descrito no item 4.11). 

 

 

4.10 Detecção dos Genes cdtA, cdtB e cdtC da Toxina Citoletal Distensora de C. jejuni 

por PCR 

 

 

4.10.1 Obtenção do DNA Bacteriano (E. coli CLDT 866/36) 

 

 

A amostra padrão foi C. jejuni ATCC® 33291, e o DNA utilizado foi o mesmo da 

extração realizada para o controle positivo da reação hipO (4.7.1).  
 

O DNA extraído de Escherichia coli CLDT 866/36 foi utilizado para teste de 

especificidade dos iniciadores. A cepa supracitada foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. 

Tomomasa Yano da UNICAMP, SP. 
 

A cepa foi recebida e levada imediatamente ao cultivo microbiológico em meio ágar 

MacConkey. O ágar MacConkey é um meio de cultura seletivo para isolamento de 

enterobactérias. Os sais biliares e o cristal violeta presentes inibem o crescimento de 

microorganismos Gram-positivos. A presença de lactose e indicador de pH vermelho neutro 

permite a diferenciação entre bactérias capazes ou não de fermentar esse açúcar 

(McAULIFFE, 1998; KONEMAN et al., 2001). 
 

Após cultivo inicial, as colônias foram levadas ao isolamento e identificação em 

API20E, BIOMERIEUX INC.® (Hazelwood, MO, USA) com excelente identificação. A 

extração do DNA foi realizada pela fervura de uma porção do cultivo inicial, como descrito 

para extração de C. jejuni ATCC® 33291 (item 4.7.1). 
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O DNA extraído foi levado à quantificação e armazenado a -20oC até o momento da 

utilização nas reações de PCR. 

 

 

4.10.2  Detecção dos Genes (cdtA, cdtB e cdtC) 

 
 

Para a detecção dos genes cdtA, cdtB e cdtC para CDT de C. jejuni foram preparadas 

três soluções, uma para amplificação de cada gene, contendo os reagentes necessários às 

reações. Cada solução inicial continha todos os reagentes para a realização da PCR, exceto o 

DNA das amostras: GoTaq Green® PCR Master Mix 2X, PROMEGA® (Madison, WI, 

USA); água MilliQ® estéril, e os iniciadores senso e anti-senso (que diferiram entre as três 

soluções) descritos no quadro 5 (item 4.6.3).  
 

As soluções contendo os reagentes foram então aliquotadas em microtubos para PCR, 

sendo 22,5μL em cada tubo, para uma reação final de 25μL. 
 

As PCRs para detecção dos genes para CDT (cdtA, cdtB e cdtC) foram realizadas nas 

17 amostras do estudo que foram positivas na PCR para gene hipO e/ou na PCR para detecção 

do gene ask. Segue abaixo no quadro 10, trazendo esquema ilustrativo do perfil dessas 

amostras: 
 

Quadro 10 - Representação das amostras utilizadas nas amplificações de 
cdtA, cdtB e cdtC. 

Item PCRs positivas Grupo n 

Caso 6  

Controle 5 01 hipO apenas 

Total 11 

Caso 3 

Controle 0 02 ask apenas 

Total 3 

Caso 2 

Controle 1 03 hipO e ask 

Total 3 
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Foram também testadas 07 amostras que tiveram resultado positivo na ELISA 

ProSpect® com resultado negativo nas PCR realizadas anteriormente. Essas 07 amostras 

foram escolhidas aleatoriamente.  
 

Todas as amostras foram testadas em uma bateria única, estando inclusos os controles 

positivo (DNA extraído de C. jejuni ATCC® 33291) e negativos da reação (DNA extraído de 

E. coli CLDT para avaliação da especificidade dos iniciadores e água MilliQ® estéril para 

controle de qualidade da reação).  
 

Como controle da especificidade dos iniciadores, além do DNA de E. coli CLDT 

866/36, foram também testados DNA dos seguintes microorganismos: Escherichia coli 042, 

H. pylori, C. coli INCQS 00263 e um bacilo sugestivo de Campylobacter sp. gentilmente 

cedido pela Dra. Ila Fernanda Nunes Lima.  
 

Foram adicionados 2,5μL de DNA em cada tubo identificado com o número da 

amostra e o gene pesquisado. 
 

Após a adição do DNA extraído de cada amostra, os microtubos foram levados ao 

termociclador MyCycler™ BIORAD® (San Diego, SA, USA), programado de acordo com as 

condições de amplificação otimizadas nesse estudo.  

 

 

4.10.3  Condições para a Amplificação dos Produtos (cdtA, cdtB e cdtC) 

 

 

Os parâmetros utilizados para a amplificação dos genes cdtA, cdtB e cdtC foram os 

mesmos e encontram-se pormenorizados abaixo no quadro 11. Tais parâmetros foram 

determinados após ensaios prévios de identificação das melhores temperaturas de anelamento 

e otimização das reações. 
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Quadro 11 - Programação dos ciclos para amplificação (PCR) para detecção 
dos genes cdtA, cdtB e cdtC. 

Passos 

(no de ciclos) 

Descrição Temperatura Tempo 

01 (01 ciclo) Desnaturação 95oC 5 minutos 

02 (35 ciclos) 

Desnaturação 

Anelamento 

Extensão 

95oC 

56oC 

72oC 

30 segundos 

30 segundos 

45 segundos 

03 (01 ciclo) Extensão final 72oC 5 minutos 

 

 

Após finalizadas as reações para amplificação, os produtos foram mantidos a -20oC até 

o momento da corrida eletroforética (descrito no item 4.11). 

 

 

4.11 Eletroforese dos Produtos Amplificados 

 

Os produtos amplificados de todas as reações foram aplicados em gel de agarose a 

1,2% para visualização dos resultados.  
 

Para as reações de detecção de microorganismo (PCRs para hipO, ask e 16S rRNA), 

10μL do produto de reação de cada amostra foram homogeneizados e misturados com 

aproximadamente 2μL de corante para aplicação 6X (Blue/Orange Loading dye 6X – 

PROMEGA®, Madison, WI, USA). O volume total foi aplicado ao gel horizontal de agarose, 

preparado com Tampão TAE 1X (Tampão Tris-Acetato-EDTA: Tris 2,0M; Ácido acético 

0,8M; EDTA 0,025M; pH 8,0) e 1,2% de agarose ultra-pura (Agarose Ultra-Pure - 

GIBCOBRL®, Gaithersburg, MD, USA).  
 

Para as reações de detecção de genes de virulência (PCRs para cdtA, cdtB e cdtC), foi 

dispensada a etapa de adição de corante para aplicação, visto que a Taq polimerase utilizada 

nessas reações é pronta para aplicação. 
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A corrida eletroforética foi realizada inicialmente a 80V por 5 minutos e 95V por mais 

aproximadamente 30 minutos com fonte PowerPac™ Basic BIORAD® (San Diego, SA, 

USA). Logo em seguida, o gel foi levado à agitação constante por 20 minutos em solução de 

brometo de etídio 1,0 μg/mL; preparada a partir de Brometo de Etídio 1%, FISHER® (Fair 

Lawn, NJ, USA) em Tampão TAE 1X.  
 

As bandas foram visualizadas em transluminador de luz ultravioleta e fotografadas no 

sistema ChemiDoc XRS, BIORAD® (Hercules, CA, USA). 
 

Em todos os géis, um poço foi reservado para a aplicação de uma mistura de 

fragmentos de DNA com tamanhos conhecidos para comparação dos tamanhos dos produtos 

de PCR. Essa solução é um marcador de peso molecular e gera um efeito de escada na 

visualização de bandas. Foi utilizado um marcador de 100pb (Ladder 100bp, 50 lanes – 

PROMEGA®, Madison, WI, USA). 

 

 

4.12 Acondicionamento e Análise Estatística dos Dados 

 

 

Todos os dados gerados foram codificados em planilha Excel, MICROSOFT® (New 

York, NY, USA) e adicionados por dois digitadores independentes.  
 

Os códigos dos resultados de ELISA foram definidos nos itens 4.5.1 e 4.5.2 (quadros 2 

e 3, respectivamente). A codificação para os resultados de PCR foi: 0= Negativo (produto 

com tamanho esperado não visualizado em gel de agarose); 1 = Positivo (produto com 

tamanho esperado visualizado em gel de agarose), 2 = Não realizado. 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o Statistical Package for Social 

Sciences versão 11.0 (SPSS Inc™., Chicago, IL, USA). Para a análise descritiva e estatística 

dos dados foram utilizados tabelas e gráficos e, no caso de variáveis contínuas, empregaram-

se medidas de resumo. Os gráficos foram realizados utilizando-se o software GraphPad 

Prism versão 3.0 (GraphPad Software™, San Diego, CA, USA). Utilizou-se o software 

EpiInfo versão 6.0 (Center for Diseases Control, Atlanta, GA, USA) para o cálculo dos 

escores-z a partir das medidas antropométricas. 
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O teste de Shapiro-Wilk foi empregado para verificar a normalidade dos dados e o 

teste de Levene para checar a igualdade das variâncias. Os testes não pareados t de Student 

foram utilizados para verificar a existência de diferenças entre grupos de dados contínuos e 

com distribuição normal. No caso de não normalidade da distribuição, utilizou-se o teste de 

Mann-Whitney. O nível de significância de 5% foi empregado em todos os testes. 
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1 Caracterização da População  

 

 

A caracterização de toda a população estudada (84 casos e 241 controles) encontra-

se pormenorizada em trabalho recente do Laboratório de Doenças Infecciosas (LIMA, 2008). 
 

 A população alvo de atenção do presente estudo (83 casos e 83 controles) apresenta 

as seguintes características: 
 

Na maioria dos fatores sócio-demográficos estudados (renda familiar, tipo de casa, 

tempo de residência, número de moradores, origem da água de beber, fervura da água antes 

do consumo, condicionamento da água na residência, compartilhamento ou não do sanitário, 

existência de água e sabão no banheiro, freqüência de evacuação ao redor da casa, existência 

de animal) e dos parâmetros individuais (idade das crianças, altura, peso, índice de massa 

corporal e circunferência do braço do indivíduo) não foram observadas diferenças 

significativas entre casos e controles.  
 

Os grupos caso e controle foram semelhantes quanto ao sexo e idade (p=0,533 e 

p=0,1265, respectivamente). Dentre os casos, temos 35/83 meninas (42,2%) e 48/83 meninos 

(57,8%). No grupo dos controles são 44,8% de crianças do sexo feminino e 55,2% de crianças 

do sexo masculino. Nos casos, a média de idade foi de 18,89 meses e nos controles, 16,60 

meses. 
 

Três variáveis estudadas revelaram diferença estatística entre os grupos de casos e 

controles: tipo de sanitário, número de compartimentos do imóvel habitado e prega cutânea do 

indivíduo.  
 

Na variável “tipo de sanitário”, 49,3% dos controles habitavam casas em que o 

sanitário possuía descarga d’água e para 50,7% dos controles, as casas possuíam fossa. Dentre 

os casos, apenas 27,4% das casas habitadas possuíam descarga d’água e 72,6% utilizavam 

fossa como meio sanitário (p= 0,007). 
 



 

 

79

Para a variável “número de compartimentos do imóvel habitado” (p=0,0469), a média 

entre os casos foi de 3,85 compartimentos e entre os controles 4,46 compartimentos. 
 

A prega cutânea dos casos apresentou valor médio de 7,072 cm; e dos controles, 7,763 

cm (p= 0,0374). 
 

Os parâmetros nutricionais, avaliados pelos escores-z HAZ (escore-z altura-por-

idade), WAZ (escore-z peso-por-idade) e WHZ (escore-z peso-por-altura), estão apresentados 

na tabela 1.  
 

Tabela 1 - Comparação dos grupos caso e controle em relação à distribuição dos 
escores-z. 

Escore-z Grupo n Média Desvio 

padrão 

p 

Caso 71 -0,571 1,298 
HAZ 

Controle 73 -0,372 1,193 
0,340 

Caso 71 -0,296 1,343 
WAZ 

Controle 73 0,156 1,318 
0,044 

Caso 71 0,306 1,300 
WHZ 

Controle 73 0,769 1,093 
0,022 

 

 

Houve diferença estatística entre os grupos caso e controle para os escores-z WAZ e 

WHZ. Para o escore-z WAZ, os casos apresentaram uma média de -0,296, e os controles, 

0,156 (p= 0,044). Para o escore-z WHZ, as médias encontradas foram 0,306 para os casos e 

0,769 para os controles (p= 0,022). 
 

 

 

5.2 Dados Laboratoriais do Primeiro Processamento das Amostras 

 

 

Os dados do primeiro processamento laboratorial das amostras são utilizados nesse 

estudo principalmente como ferramenta para caracterizar as amostras. 
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Quanto à característica das fezes, não houve diferença entre os grupos caso e controle 

(p=0,362). No grupo dos casos, 78,8% das fezes eram formadas; 11,3% semiformadas; 3,8% 

não-formadas; 6,3% líquidas. No grupo controle, 84,6% das fezes eram formadas; 3,8% 

semiformadas; 5,1% não-formadas e 6,4% líquidas. 
 

Quanto à presença de outros microorganismos no exame parasitológico de fezes, 

19,5% dos casos e 17,1% dos controles possuíam algum parasita nas fezes, discriminados a 

seguir: Ascaris lumbricoides (9,8% dos casos e 4,9% dos controles), Trichuris trichiura (6,1% 

dos casos e 3,7% dos controles), Entamoeba coli (2,4% dos casos); Giardia lamblia (6,1% 

dos casos, 7,3% dos controles); Hymenolepis nana (1,2% dos controles) e Strongiloides 

stercoralis (1,0% dos controles).  

 

 

5.3 Extração de DNA  

 

 

Todas as amostras fecais dos 83 casos e 83 controles foram extraídas e quantificadas. 

As amostras geralmente apresentavam qualidade e concentração satisfatórias e, em caso 

contrário, era buscada outra alíquota para realização de nova extração.  
 

As amostras padrão foram devidamente identificadas antes da extração (exemplo na 

FIGURA 6).  
 

 
Figura 6: Foto da coloração de Gram de Campylobacter coli 
INCQS 00263 cultivado no Laboratório de Doenças Infecciosas, 
UPC-IBIMED/UFC 

Fonte: Foto gentilmente realizada pelo Dr. Reinaldo Barreto Oriá. 
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DNA das cepas padrão foram extraídos e a quantificação, realizada em 

espectrofotômetro Eppendorf® BioPhotometer (Eppendorf - Hamburg, DEU) com as leituras 

nas absorbâncias 230nm, 260nm, 280nm e 320nm, denunciou que os parâmetros concentração 

e qualidade atingiram níveis satisfatórios, como pode ser evidenciado na tabela 2. 
 
Tabela 2 - Dados relativos à quantificação de DNA extraído das cepas padrão 

Razões 
Item Microorganismo 

Concentração 

(μg/mL) A 260/280 A260/230 
Qualidade 

01 C. jejuni 77,32 2,07 2,04 Satisfatória 

02 C. coli 104,46 1,90 1,91 Satisfatória 

03 H. pylori 102,23 1,94 2,10 Satisfatória 

04 E. coli CLDT 866/36 119,26 1,68 1,91 Satisfatória 

05 E. coli 042 23,44 1,39 0,57 Satisfatória 

06 Bacilo sugestivo de 
Campylobacter sp. 

30,95 1,55 - Satisfatória, 
com 

reservas 

 

 

5.4 ELISA para Campylobacter sp. 

 

 

Foram testados 80 casos e 82 controles com o ensaio ELISA ProSpect para 

Campylobacter sp. Casos e controles foram testados na ELISA para Campylobacter em duas 

ocasiões distintas. Os valores das absorbâncias encontradas a 450nm dos controles positivo e 

negativo foram os seguintes em cada uma das placas: 

a) Placa A (testou a maioria dos casos): Controle positivo: 1,357; Controle negativo: 

0,095 

b) Placa B (testou a maioria dos controles): Controle positivo: 2,097; Controle 

negativo: 0,077 
 

Os resultados obtidos para as amostras seguem na tabela 3. 
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Tabela 3 - Sumário dos resultados para ELISA ProSpect® Campylobacter 
Microplate Assay para os grupos Caso e Controle. 

ELISA 
Grupos 

Positivo (%) Negativo (%) Indeterminado (%)

Casos 19/80 (23,75) 60/80 (75,00) 1/80 (1,25) 

Controles 26/82 (31,71) 44/82 (53,66) 12/82 (14,63) 

Total 45/162 (27,78) 104/162 (64,20) 13/162 (8,02) 

 

Não foram encontradas diferenças significativas entre casos e controles quanto à 

detecção de Campylobacter sp. por ELISA (p= 0,660) (FIGURA 7). 
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Figura 7 - Resultados de ELISA ProSpect® Campylobacter Microplate Assay para os grupos 
Caso e Controle. Foram testadas 162 amostras, sendo 80 casos e 82 controles por ELISA 
ProSpect® segundo instruções do fabricante. A leitura das absorbâncias foi realizada em 
espectrofotômetro de placa Microplate Reader 230S, Organon. Foi detectado Campylobacter 
sp. em 23,75% (19/80) dos casos e 31,71% (26/82) dos controles; sendo que a diferença entre 
os grupos não foi significativa (p=0,660). ELISA: ensaio imuno-enzimático. 

 

 

Foi observada diferença significativa, p=0,0152, das médias do escore-z HAZ entre os 

resultados do ensaio ELISA ProSpect® no grupo dos casos. Segundo os dados observados, as 
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amostras do grupo com diarréia e resultado positivo para ELISA ProSpect® pertencem às 

crianças com um menor valor médio de HAZ quando comparado ao valor médio de HAZ das 

crianças do mesmo grupo cujas amostras foram negativas no ensaio ELISA ProSpect®. 

 

 

5.5 Produtos das PCRs 

 

 

Resumidamente, as amplificações obtidas estão listadas na tabela a seguir (TABELA 

4). 

 

Tabela 4 - Sumário dos resultados de PCR para genes hipO (C. jejuni) e ask (C. coli) nos 
grupos Caso e Controle. 

PCR (Detecção do gene) 
Grupos 

hipO+ (%) ask+ (%) hipO+ e ask+ 

(%) hipO+ ou ask+ (%) 

Casos 6/83 (7,2) 3/83 (3,6) 2/83 (2,4) 11/83 (13,25) 

Controles 5/83 (6,0) 0/83 (0,0) 1/83 (1,2) 6/83 (7,2) 

Total 11/166 (6,63) 3/166 (1,81) 3/166 (1,81) 17/166 (10,24) 

 

Não foram encontradas diferenças estatisticamente significativas quanto à detecção de 

C. jejuni ou C.coli entre casos e controles (FIGURA 8). 
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Figura 8 - Resultados da detecção de C. jejuni e C. coli por PCR. Foram testadas 166 
amostras (83 casos e 83 controles) por PCR para detecção dos genes hipO e ask. 
Foram detectados, no grupo dos casos, 7,2% (6/83) de amostras positivas para C. 
jejuni e 3,6% (3/83) de amostras positivas para C. coli (sendo que a co-infecção foi 
detectada em 2,4%, 2/83, dos casos). Foram detectados, no grupo dos controles, 6,0% 
de amostras positivas para C. jejuni (sendo que a co-infecção C. jejuni e C. coli foi 
detectada em 1,2% dos controles). Não houve diferença significativa entre os grupos 
caso e controle. PCR: Reação da Polimerase em Cadeia. hipO: gene da hipurato 
hidrolase de C. jejuni; ask: gene da aspartato quinase de C. coli. 

 
 

5.5.1 Detecção do Gene hipO de C. jejuni 

 

 

Foram testadas todas as 166 amostras na PCR para o gene hipO. Os produtos de 

amplificação foram visualizados em corrida eletroforética. No grupo dos casos, 8/83 amostras 

(9,6%) apresentaram amplificação do produto. Dentre os controles, 6/83 amostras (7,2%) 

apresentaram amplificação do produto. 
 

Segue abaixo foto de uma revelação da corrida eletroforética para os produtos 

amplificados na PCR para hipO (FIGURA 9). 
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Figura 9 - Foto do resultado da PCR para C. jejuni, gene hipO, 176pb. 
Coluna 1: Marcador molecular, 100pb. Colunas 2,3: Amostras positivas; 
Coluna 4: Amostra negativa. Coluna 5: H2O MilliQ estéril (controle 
negativo); Coluna 6: Controle positivo (DNA extraído de C. jejuni ATCC® 
33291 – extração por fervura em água). PCR: Reação da Polimerase em 
Cadeia; hipO: gene para hipurato hidrolase de C. jejuni. 

 

 

5.5.2 Detecção do Gene ask de C. coli 

 

 

Foram testadas todas as 166 amostras na PCR para o gene ask. Os produtos de 

amplificação foram visualizados em corrida eletroforética. No grupo dos casos, 5/83 amostras 

(6,0%) apresentaram amplificação do produto. Dentre os controles, apenas 1/83 amostras 

(1,2%) apresentou amplificação do produto. 
 

Segue foto de uma revelação da corrida eletroforética para os produtos amplificados 

na PCR para ask (FIGURA 10). 
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Figura 10 - Foto do resultado da PCR para C. coli, gene ask, 502pb. Coluna 1: 
Marcador molecular, 100pb. Colunas 5, 7, 8 e 11: Amostras positivas; Colunas 2, 
3, 4, 6, 9, 10, 12 e 13: Amostras negativas. Coluna 14: H2O MilliQ estéril 
(controle negativo); Coluna 15: Controle positivo (DNA extraído de C. coli 
INCQS 00263 – extração com QIAampStool Mini Kit, protocolo modificado). 
PCR: Reação da Polimerase em Cadeia. ask: Gene da aspartato quinase de C. 
coli. 

 

 

5.5.3 Detecção do Gene da Cadeia 16S de RNA Ribossômico de H. pylori 

 

 

Foram testadas 45 amostras na PCR para pesquisa do gene para cadeia 16S de RNA 

ribossômico de H. pylori. As amostras escolhidas foram todas aquelas positivas para o teste 

ELISA ProSpect™ Campylobacter Microplate Assay, sendo 19 casos e 26 controles. Tais 

amostras foram escolhidas a fim de avaliar a especificidade do ensaio ELISA quanto ao 

gênero detectado. 
 

Os produtos de amplificação foram visualizados em corrida eletroforética. Não 

ocorreu amplificação em nenhuma das amostras testadas, tanto no grupo dos casos como no 

grupo dos controles (positivos no ensaio ELISA para Campylobacter sp.). 
 

Segue foto de uma revelação da corrida eletroforética para os produtos amplificados 

na PCR para detecção de H. pylori (FIGURA 11). 

  1      2     3     4      5     6      7     8     9     10    11   12    13   14   15 

500pb 



 

 

87

 

 

 

 
Figura 11 - Foto do resultado da PCR para H. pylori, gene 16S rRNA, 
139pb. Coluna 1: Marcador molecular, 100pb. Colunas 2 a 13: Amostras 
negativas; Coluna 14: H2O MilliQ estéril (controle negativo); Coluna 15: 
Controle positivo (DNA extraído de H. pylori – extração com kit 
QIAamp). PCR: Reação da Polimerase em Cadeia; 16S rRNA = Gene para 
cadeia 16S de H. pylori. 

 

 

5.5.4 Detecção dos Genes cdtA, cdtB e cdtC de C. jejuni 

 

 

Foram testadas 24 amostras na PCR para pesquisa dos genes para CDT de C. jejuni. 

Esse ensaio foi realizado a fim de pesquisar o perfil genotípico relacionado aos genes 

adjacentes cromossomais para a CDT (cdtA, cdtB e cdtC) considerados genes de virulência. 
 

Dentre as amostras escolhidas estavam:  

1) Todas aquelas positivas na PCR para C. jejuni (gene hipO+: 6 casos e 5 controles), 

positivas para C.coli (gene ask+: 3 casos) e positivas em ambas as amplificações (hipO+; 

ask+: 2 casos e 1 controle; total = 17 amostras – Tabela 4).  

2) Sete amostras escolhidas aleatoriamente (hipO-; ask-, ELISA Campylobacter 

ProSpect positivas). 

3) DNA dos controles microbiológicos (C. jejuni, C. coli, E. coli CLDT, E. coli O42, 

H. pylori, Bacilo sugestivo de Campylobacter sp.). 
 

Os produtos de amplificação foram visualizados em corrida eletroforética. 
 

Três amostras de casos positivas para C. jejuni foram positivas para cdtA, cdtB e cdtC 

(3/8; 37,5%). Dentre os controles, 4/6 amostras foram positivas para cdtA, cdtB e cdtC 

100pb 
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(66,7%). Essa diferença de detecção dos genes para CDT em casos e controles não foi 

significativa (p= 0, 553). 
 

Não ocorreu amplificação de cdtA, cdtB nem cdtC nas amostras com amplificação 

somente do gene para aspartato quinase de C. coli (ask+). Também não ocorreu amplificação 

em nenhuma das 07 amostras testadas que foram positivas somente para ELISA ProSpect® 

Campylobacter Microplate Assay, REMEL. 
 

Dentre os controles microbiológicos, as amostras positivas para cdtA, cdtB e cdtC 

foram: DNA de C. jejuni ATCC® 33291 e DNA de Bacilo sugestivo de Campylobacter. Os 

demais DNA extraídos de controles microbiológicos (C. coli, E. coli 042, E.coli CLDT 

866/36, H. pylori) não geraram amplificação em nenhuma das reações. 
 

A tabela 5 sumariza os resultados de detecção dos genes cdtA, cdtB e cdtC por PCR. 

 

  Tabela 5 - Sumário dos resultados de PCR para detecção dos genes cdtA, 
cdtB e cdtC em amostras positivas para C. jejuni (PCR, hipO+). 

Grupos cdtA+, cdtB+, cdtC+ (%) 

Casos 3/8 (37,5) 

Controles 4/6 (66,7) 

Total 7/14 (50,0) 

 

 

Seguem abaixo fotos da revelação da corrida eletroforética para os produtos 

amplificados na PCR para detecção de cdtA, cdtB e cdtC (FIGURAS 12, 13 e 14, 

respectivamente). 
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Figura 12 - Foto do resultado da PCR para gene cdtA para CDT de C. jejuni, 175pb. 
Colunas 1A, 1B e 15B: Marcador molecular, 100pb. Colunas 5 e 6 (A e B), 7B, 8A, 
9B: Amostras positivas; Colunas 2, 3, 4 e 10 (A e B), 7A, 8B, 9A; 11B;  12 e 13 (A): 
Amostras negativas. Coluna 14A: H2O MilliQ estéril (controle negativo); Coluna 15: 
Controle positivo (DNA extraído de C. jejuni ATCC 33291 – extração por fervura 
em água); Coluna 11A: Bacilo sugestivo de Campylobacter sp.; Colunas 12-14B: 
vazias. PCR: Reação da Polimerase em Cadeia. cdtA: gene para CDT de C. jejuni. 
CDT = toxina citoletal distensora; A= superior; B= inferior. 

 

 

 
Figura 13 - Foto do resultado da PCR para gene cdtB para CDTde C. jejuni, 418pb. 
Colunas 1A, 1B: Marcador molecular, 100pb. Colunas 5 e 6 (A e B), 8A, 9B: 
Amostras positivas; Colunas 2, 3, 4, 7 e 10 (A e B), 8B, 9A; 11B;  12 e 13 (A): 
Amostras negativas. Coluna 14A: H2O MilliQ estéril (controle negativo); Coluna 15: 
Controle positivo (DNA extraído de C. jejuni ATCC 33291 – extração por fervura 
em água); Coluna 11A: Bacilo sugestivo de Campylobacter sp.; Colunas 12-15B: 
vazias. PCR: Reação da Polimerase em Cadeia. cdtB: gene para CDT de C. jejuni. 
CDT = toxina citoletal distensora; A= superior; B= inferior. 
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Figura 14 - Foto do resultado da PCR para gene cdtC para CDT de C. jejuni, 270pb. 
Colunas 1A, 1B: Marcador molecular, 100pb. Colunas 5 e 6 (A e B), 8A, 9B: 
Amostras positivas; Colunas 2, 3, 4 e10 (A e B), 8B, 9A; 11B;  12 e 13 (A): 
Amostras negativas. Coluna 14A: H2O MilliQ estéril (controle negativo); Coluna 15: 
Controle positivo (DNA extraído de C. jejuni ATCC 33291 – extração por fervura 
em água); Coluna 11A: Bacilo sugestivo de Campylobacter sp.; Colunas 12-15B: 
vazias. PCR: Reação da Polimerase em Cadeia. cdtC: gene para CDT de C. jejuni. 
CDT = toxina citoletal distensora; A= superior; B= inferior. 

 

 

5.6 Parâmetros Nutricionais 

 

 

Quanto à avaliação dos escores-z, de acordo com os resultados da análise estatística, 
foram observadas: 

 

1) diferença significativa (p=0,0073) das médias do escore-z WAZ entre os grupos 

para o resultado da PCR hipO positivo (hipO+). Segundo os dados observados, o grupo casos 

apresenta um valor médio inferior ao valor médio encontrado para o grupo dos controles. 

2) diferença significativa (p=0,0209) das médias do escore-z WHZ entre os grupos 

para o resultado da PCR hipO+. Segundo os dados observados, o grupo casos apresenta um 

valor médio inferior ao grupo dos controles. 
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3) diferença significativa (p=0,0003) das médias do escore-z WHZ entre os resultados 

do PCR hipO no grupo dos casos. Segundo os dados observados, os casos hipO+  apresentam 

um menor valor médio de WHZ do que os casos hipO-. 

Os dois primeiros achados foram esquematizadas na figura 15. 

 
 

 
 
Figura 15 - Representação da correlação entre as médias de WAZ e médias de 
WHZ para casos e controles hipO+. A detecção de C.jejuni foi realizada por 
PCR para gene hipO. Os escores-z WAZ e WHZ foram obtidos a partir de 
cálculos realizados com as medidas antropométricas das crianças. Medidas 
antropométricas: medidas de altura, peso, prega cutânea e índice de massa 
corporal (IMC).Escores-z: Parâmetros nuticionais para avaliação de desnutrição 
obtidos a partir de medidas antropométricas. WAZ: escore-z peso-por-idade; 
WHZ: escore-z peso-por-altura; hipO+: amostras positivas para detecção 
molecular de C. jejuni; hipO: gene da hipurato hidrolase de C. jejuni; PCR: 
Reação da Polimerase em Cadeia. 

 

Ao expandimos a análise para portadores de C. coli, ou seja, o grupo analisado passa a 

ser hipO e/ou ask positivo (s), observamos que: 

4) Existe diferença significativa entre os grupos hipO+ e/ou ask+ (portadores) em 

relação aos valores médios de WAZ e WHZ (p=0,036 e p=0,035, respectivamente) onde, 

segundo os dados observados, em média o grupo dos portadores possui valores inferiores que 

o grupo dos não-portadores (hipO- e ask-). 
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p= 0,0073 p= 0,0209 
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5.7 ELISA para Lactoferrina Fecal 

 

 

Foram testadas todas as amostras (83 casos e 83 controles). Para cada placa foram 

adicionados os controles e padrões, e foram geradas quatro equações diferentes para fins de 

semiquantificação da concentração de lactoferrina encontrada em cada amostra, visto que 

foram utilizadas 04 placas para a completude das avaliações. 
 

As equações foram geradas pela adição dos dados de leitura das absorbâncias em 

450nm encontradas com o teste dos padrões de lactoferrina utilizados (6,25ng/mL; 

12,5ng/mL; 25,0ng/mL; 50,0ng/mL e 100,0ng/mL) que foram adicionados em cada uma das 

placas.  
 

Os valores de leitura de absorbância em 450nm de cada amostra foram levados à 

equação da respectiva placa, e assim, foram gerados os valores de concentração. A unidade 

final de concentração gerada pela equação foi μg de lactoferrina/g de fezes.  
 

As equações geradas e os valores de R2 (que indicam qualidade ótima da reta quanto 

mais próximo de 1,000) encontram-se a seguir (FIGURA 16). 
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Figura 16 - Gráficos das equações obtidas pela leitura da absorbância (450nm) dos 
padrões do Kit IBD® Scan, TECHLAB. As esquações foram obtidas pela adição das 
leituras de absorbância a 450 nm dos padrões levados ao ensaio ELISA para LFF 
concomitantemente aos testes das amostras. A concentração das amostras era obtida 
pelo uso da equação gerada em cada ensaio, sendo x a concentração da amostra 
(incógnita) e y a absorbância gerada pelo ensaio da amostra. ELISA: ensaio imno-
enzimático; LFF: lactoferrina fecal, R2: indicador da linearidade da reta; Padrão: 
amostra com concentração conhecida.  

 
 

Os resultados de concentração de lactoferrina das amostras encontram-se de forma 

ilustrativa na figura 17. As diferenças encontradas entre os grupos caso e controle não foram 

siginificativas (p= 0,660).  
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Figura 17 - Resultados de ELISA IBD® Scan para avaliação da inflamação intestinal 
(LFF) nos grupos Caso e Controle. Foram testadas 166 amostras, sendo 83 casos e 83 
controles por ELISA para LFF, segundo instruções do fabricante. A leitura das 
absorbâncias foi realizada em espectrofotômetro de placa Microplate Reader 230S, 
Organon. Os resultados foram semiquantificados e estratificados em 4 faixas de 
concentração de LFF (μg/g de fezes): 0-7,00; 7,01-25,00; 25,01-50,00; >50,00. Não 
houve diferença significativa em relação aos resultados encontrados para os grupos 
caso e controle (p= 0,660). ELISA: ensaio imunoenzimático; LFF: Lactoferrrina fecal. 

 
 

Em relação aos valores semiquantificativos de lactoferrina fecal, quando 

diferenciamos a comparação de casos versus controles para portadores de C. jejuni e/ou C. 

coli (hipO+, ask+ ou hip+ e ask+) versus não-portadores (hipO- e ask-), também não foi 

encontrada diferença significativa entre os grupos caso e controle portadores de C. jejuni e/ou 

C. coli (p=0,800) (FIGURA 18).  
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Figura 18 - Resultados de ELISA IBD® Scan para avaliação da inflamação 
intestinal (LFF) entre os portadores de C. jejuni ou C. coli nos grupos Caso e 
Controle. Foram testadas 166 amostras, sendo 83 casos e 83 controles por ELISA 
para LFF, segundo instruções do fabricante. A leitura das absorbâncias foi 
realizada em espectrofotômetro de placa Microplate Reader 230S, Organon. Os 
resultados foram semiquantificados e estratificados em 4 faixas de concentração 
de LFF (μg/g de fezes): 0-7,00; 7,01-25,00; 25,01-50,00; >50,00. Foi realizada a 
análise dos resultados de LFF semiquantitativa entre as amostras com detecção 
de C. jejuni ou C. coli por PCR. Portadores de Campylobacter jejuni e/ou C. coli 
foram encontrados em 17 amostras. Não houve diferença significativa em relação 
aos resultados encontrados para os indivíduos dos grupos caso e controle 
portadores de Campylobacter sp (detecção molecular) (p= 0,800). ELISA: ensaio 
imunoenzimático; LFF: Lactoferrrina fecal; PCR: Reação da Polimerase em 
Cadeia.  
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6 DISCUSSÃO 

 

 

Em relação à caracterização inicial dos grupos, as crianças com diarréia apresentaram 

escores-z WAZ e WHZ significativamente menores que as crianças do grupo controle.  
 

Desde a década de 80 vem sendo reportado um ciclo vicioso que se estabelece entre 

diarréia e desnutrição, o qual prediz que a desnutrição gera infecções intestinais mais 

impactantes e essas, por conseguinte, limitam a capacidade absortiva intestinal, contribuindo 

para o déficit nutricional (BLACK; BROWN; BECKER, 1984; GADEWAR; FASANO, 

2005; GUERRANT et al., 2008). Nossos dados, portanto, corroboram com esse paradigma.  
 

Além disso, foram observadas diferenças significativas em relação às variáveis “tipo 

de sanitário” e “número de compartimentos do imóvel habitado”. No grupo dos casos, havia 

menor número de casas habitadas com descarga d’água e menor quantidade de 

compartimentos por imóvel habitado. Esses dados vão de encontro à prerrogativa de que 

diarréia está associada com condições de higiene e moradia mais precárias (FERNÁNDEZ et 

al., 2008). 
 

Os métodos de identificação para o gênero Campylobacter envolvem tradicionalmente 

o uso de meios seletivos de cultura seguido de testes bioquímicos, que necessitam de 

aproximadamente 72-96 horas para a identificação fenotípica completa (ABUBAKAR et al., 

2007).  
 

A inovação do presente estudo está na detecção de Campylobacter jejuni e 

Campylobacter coli direto das amostras fecais congeladas e, portanto, inviáveis para detecção 

pelos métodos microbiológicos padronizados. A detecção molecular do gênero 

Campylobacter tem sido descrita como ferramenta plausível e confiável (WAEGEL; 

NACHAMKIN, 1996; LINTON et al., 1997; LAWSON et al., 1999; METHERELL; 

LOGAN; STANLEY, 1999; KULKARNI et al., 2002; PERSSON; OLKEN, 2005; SAMIE, 

2007a; NAKARI; PUHAKKA; SIITONEN, 2008). 
 

Em nosso estudo, também realizamos um ensaio imuno-enzimático (ELISA 

ProSpect® Campylobacter Microplate Assay) para servir de suporte aos achados moleculares. 

Tal ferramenta proporcionou maior robustez aos achados, visto que todas as amostras 
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positivas para PCR (para detecção tanto de hipO quanto de ask) foram também positivas para 

ELISA. 
 

Como mencionado no item 4.6.3, os iniciadores utilizados foram todos analisados com 

a ferramenta BLAST. Todos apresentaram homologia de 100% com os genes pesquisados e 

exclusão de ao menos 15% com outros genes de espécies ou gêneros correlatos. 
 

Na fase inicial de padronização e otimização das reações de amplificação, os 

iniciadores foram testados com DNA bacteriano extraído de cultura microbiológica para 

averiguação das especificidades, principalmente C. jejuni e C. coli entre si. 
  

Os iniciadores utilizados para detecção de C. jejuni são muito específicos. A atividade 

da enzima hipurato hidrolase [N-benzoilglicina amidohidrolase (EC.3.5.1.32)] 

(INTERNATIONAL UNION OF BIOCHEMISTRY AND MOLECULAR BIOLOGY, 2008; 

STEELE et al., 2006) constitui a base para a reação bioquímica crítica que distingue C. jejuni 

das outras 15 espécies conhecidas do gênero Campylobacter (HANI; CHAN, 1995). 
 

O gene que codifica a hipurato hidrolase é único no gênero e cromossomal (CANER 

et al., 2008; HANI; CHAN, 1995; LINTON et al., 1997) e a ausência de polimorfismos indica 

que hipO é um gene altamente conservado nas cepas de C. jejuni. Portanto, a detecção de 

hipO por PCR proporciona um teste útil para identificação dessa espécie (SLATER; OWEN, 

1997).  
 

Quanto ao gene para aspartato quinase (ask) de C. coli, a seqüência foi depositada no 

banco de dados do NCBI por Linton et al. (1997), um dos grupos expoentes na identificação 

molecular tanto de C. jejuni como de C. coli.. 
 

Além disso, foram encontrados na literatura científica, dois trabalhos recentes que, 

buscando elucidar pontos mais avançados sobre a caracterização do gênero (identificação por 

DNA microarray e detecção de genes de virulência), utilizaram a amplificação dos genes 

hipO e ask como testes de segurança para confirmação molecular da identidade de C. jejuni e 

C. coli, respectivamente (TALUKDER et al., 2008; VOLOKHOV et al., 2003). 
 

Vários trabalhos vêm demonstrando a validade da detecção de Campylobacter spp. 

diretamente das fezes por técnicas moleculares em comparação com as técnicas convencionais 

(AMAR et al., 2004; KULKARNI et al., 2000; LINTON et al., 1997; PERSSON; OLKEN, 

2005; VANNIASINKAM; LAISER; BURTON, 1999). Tais trabalhos têm demonstrado 
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resultados altamente satisfatórios (sensibilidade em torno de 98,5%) quando comparados ao 

isolamento microbiológico convencional.  
 

O kit de extração do DNA de fezes utilizado em nosso trabalho é referenciado em 

vários outros estudos, alguns dos quais especificamente delineados para avaliação da 

performance do Kit (McORIST; JACKSON; BIRD, 2002; INGLIS; KALISCHUK, 2003) e 

outros delineados para avaliação da capacidade do mesmo em extrair DNA de Campylobacter 

spp. (COLLINS et al, 2001; FUKUSHIMA; TSUNOMORI; SEKI, 2003; SAMIE et al. 

2007a). Em todos os estudos supracitados, QIAamp Stool DNA Mini Kit alcançou 

performance satisfatória, por vezes superior à obtida por outros kits comerciais. 
 

Encontramos, por PCR, detecção de Campylobacter jejuni em 9,6% dos casos e 7,2% 

dos controles. Campylobacter coli foi detectado por PCR em 6,0% dos casos e 1,2% dos 

controles. Tais índices de detecção são compatíveis com estudos caso-controle realizados no 

Brasil e em outros países em desenvolvimento (GONZÁLEZ et al., 1984; MENDES et al., 

1987; HUILAN et al., 1991; COKER et al., 2002).  
 

Observamos, além disso, que ocorre co-infecção (hipO+, ask+) em uma pequena 

porcentagem de casos (2/83; 2,4%) e controles (1/83; 1,2%). 
 

Em relação aos resultados obtidos pelo ensaio imuno-enzimático, o teste ELISA 

ProSpect® para detecção de Campylobacter sp., observamos uma proporção bem maior de 

casos (19/80; 23,75%) e controles positivos (26/82; 31,71%). 
 

Tal diferença pode ser devida ao fato de o ensaio ELISA geralmente ser menos 

específico que a PCR (ENDTZ et al., 2000; TOLCIN et al., 2000; DEDIST et al., 2003). 

Além disso, o Kit utilizado talvez possa detectar alguma outra espécie de enteropatógeno 

presente nas amostras e não pesquisado no presente estudo. 
 

Pela PCR para H. pylori (um dos poucos microorganismos que conseguimos obter 

para investigar a validade desses testes de reatividade cruzada realizados pelo fabricante), não 

obtivemos nenhuma amplificação das amostras, sugerindo que, realmente não há reação 

cruzada com o anticorpo anti-SA do Kit ELISA ProSpect® e o microorganismo H. pylori. 

Apesar de não termos pesquisado H. pylori nas outras amostras do estudo e tão pouco 

possuirmos dados internos sobre a detecção desse microorganismo a partir de DNA fecal, 

dados da literatura confirmam a possibilidade de detecção de H. pylori a partir de DNA 

extraído de fezes com utilização de método de extração similar ao realizado com as amostras 
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fecais de nosso trabalho (MONTEIRO et al., 2001; SAMIE et al., 2007a; SICINSCHI et al., 

2003). 
 

Ainda concernente à especificidade do ensaio ELISA, outras espécies do gênero 

Campylobacter poderiam estar implicadas na alta positividade encontrada com o uso do 

ensaio imunoenzimático ProSpect®. As instruções do Kit deixam em aberto se C. upsaliensis, 

C. hyointestinales ou C. helveticus geram reação cruzada. O fabricante menciona 

sucintamente que tais espécies podem ou não ser detectadas. 
 

Fernández et al. (2008), em recente estudo no Chile, demonstraram que C. upsaliensis, 

C. lari e C. fetus spp. fetus foram isolados de material fecal de crianças, principalmente 

desnutridas, no Chile. 
 

Nesse estudo chileno, os autores identificaram C. upsaliensis em 13,3% das crianças 

desnutridas e em 2,7% das crianças nutridas; C. lari em 7,6% das crianças desnutridas e C. 

fetus spp. fetus em 1,9% do total de crianças desnutridas. 
 

Levando-se em consideração que nosso estudo possui um alto percentual de crianças 

com escores-z baixos principalmente no grupo dos casos, estudos mais detalhados se fazem 

necessários para fins de investigação da presença de outras espécies de Campylobacter na 

população estudada. Caso ocorra detecção de outras espécies do gênero, poderíamos avaliar a 

contribuição dessas para o percentual de positividade encontrado com o Kit ELISA 

ProSpect® Campylobacter Assay. 
 

Além de C. upsaliensis, outro microorganismo que merece avaliação quanto à sua 

identificação na população de estudo é C. concisus. Tal espécie também tem sido reportada 

em estudos mais recentes como importante agente etilógico de doenças diarréicas em crianças 

com mais de um ano de idade (LASTOVICA; SKIRROW, 2000; MATSHEKA; 

LASTOVICA; ELISHA, 2001). Já possuímos tal microorganismo em nosso laboratório na 

forma liofilizada (também cedido gentilmente pelo INCQS - FIOCRUZ), assim como os 

iniciadores da PCR para sua detecção. Tal microorganismo ainda não foi testado por questões 

peculiares ao seu cultivo. 
 

Outro estudo adicional interessante refere-se à avaliação da qualidade do Kit utilizado 

para extração de DNA, QIAamp DNA Stool Mini Kit. Embora esteja amplamente 

documentada na literatura científica a validade do mesmo para a extração do DNA de fezes 

(GIOFFRÉ et al., 2004; HOLLAND et al., 2000; LI et al., 2003; LIMA, 2008; McORIST; 
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JACKSON; BIRD, 2002; VANDENBERG; VANOORSCHOT, 2002) e utilização do DNA 

obtido para identificação molecular do gênero Campylobacter (COLLINS et al., 2001; 

FUKUSHIMA; TSUNOMORI; SEKI, 2003; INGLIS; KALISCHUK, 2003; SAMIE, 2007a), 

seria interessante avaliar certo número de amostras com diagnóstico microbiológico de 

Campylobacter spp. e posterior extração do material fecal armazenado em freezer -80oC. 
 

Dessa forma obteríamos uma validação adicional da capacidade de manutenção da 

detecção por métodos moleculares diretamente das amostras. Poderiam também ser avaliados 

mais de um Kit e/ou protocolo de extração de DNA das amostras fecais, tomando como 

exemplo alguns testes realizados em nosso laboratório para fins similares (LIMA, 2008). 
 

Em relação à detecção por PCR de Campylobacter sp. entre as crianças do grupo 

controle, detectamos C. jejuni em 6,0% e C. coli em 1,2% dos controles.  
 

A excreção assintomática de Campylobacter sp. é um fato epidemiológico comum 

observado em países em desenvolvimento (FERNÁNDEZ et al., 1995; GONZÁLEZ et al., 

1984; HUILAN et al., 1991; MENDES et al., 1987). 
 

Dados epidemiológicos sugerem que a alta freqüência de portadores assintomáticos 

esteja relacionada com condições sanitárias precárias que promovem mais oportunidades de 

transmissão, gerando infecções repetidas (FERNÁNDEZ et al., 1995).   
 

Em indivíduos superexpostos, há desenvolvimento de imunidade e a infecção passa a 

ser subclínica. Isso ocorre em muitos países em desenvolvimento nos quais as crianças são 

repetidamente infectadas devido às condições sócio-econômicas em que vivem. Tal fato 

também ocorre em certas regiões onde há o costume de ingestão de leite cru (não-fervido, 

não-pasteurizado) e também em trabalhadores do ramo de abate animal (MOORE et al., 

2005). 
 

Os dados do atual trabalho, portanto, corroboram com achados da literatura sobre as 

campilobacterioses intestinais em países em desenvolvimento. 
 

Em relação aos parâmetros nutricionais, avaliados pelos escores-z, demonstramos que:  
 

1) Foi observada diferença significativa das médias do escore-z HAZ entre os 

resultados do ensaio ELISA ProSpect® no grupo dos casos. Segundo os dados observados, as 

amostras do grupo com diarréia e resultado positivo para ELISA ProSpect® pertencem às 
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crianças com um menor valor médio de HAZ quando comparado ao valor médio de HAZ das 

crianças do mesmo grupo cujas amostras foram negativas no ensaio ELISA ProSpect®. 

2) Existe diferença significativa das médias do WAZ e do WHZ entre os grupos para o 

resultado hipO+ onde, segundo os dados observados, o grupo caso apresenta um valor médio 

inferior ao grupo dos controles. 

3) Ocorre diferença significativa das médias do WHZ entre os resultados do grupo dos 

casos, onde, segundo os dados observados, portadores de C. jejuni (hipO+) apresentam um 

menor valor médio do que o grupo hipO-. 

Quando analisamos a detecção de hipO ou ask, ou seja, expandimos o grupo analisado 

para portadores de C. jejuni e/ou C. coli, demonstramos que  

4) Ocorre diferença significativa das médias do WAZ e WHZ entre os resultados do 

PCR hipO+  e/ou ask+, onde, segundo os dados observados, os portadores de C. jejuni ou C. 

coli. (detecção molecular, hipO+  e/ou ask+) apresentam menores valores médios do que o 

grupo dos não-portadores (hipO+  e/ou ask+). 

Dados recentes da literatura sul-americana encontraram associação entre isolamento 

de Campylobacter spp. e desnutrição, em crianças sem diarréia. Fernández et al. (2008), no 

Chile, demonstraram que os portadores de Campylobacter eram significativamente mais 

freqüentes entre o grupo de crianças desnutridas (31,4%; 33/105) que entre o grupo de 

crianças nutridas (9,9%, 11/111). 
 

Estudos africanos demonstraram que, em crianças com diarréia, as taxas de isolamento 

de Campylobacter são maiores entre crianças desnutridas (KAKAI et al., 1995; LLOYD-

EVANS; DRASAR; TOMKINS,1983). 
 

Nosso trabalho encontrou associação entre detecção de Campylobacter sp. e 

desnutrição. 
 

Quanto à inflamação intestinal, sua avaliação, no presente estudo, deu-se através da 

semiquantificação do marcador lactoferrina fecal (LFF). 
 

Não encontramos, no presente estudo, qualquer correlação entre as concentrações de 

LFF das amostras e a detecção molecular de C. jejuni ou C. coli. Não há diferença também 

entre casos e controles. 
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Embora em certas populações a pesquisa de LFF tem se mostrado útil para a 

identificação de pacientes com maior probabilidade de apresentarem gastroenterite bacteriana 

inflamatória (SAMIE et al., 2007a; VENKATARAMAN et al., 2003), o mesmo ensaio parece 

não apresentar o mesmo poder preditivo e/ou associativo no presente estudo. 
 

Samie et al. (2007) encontraram, em amostras fecais provenientes da África do Sul, 

associação entre a infecção por C. jejuni e altos níveis de LFF. Nosso trabalho não encontrou 

tal associação. Esse fato pode estar relacionado tanto com diferenças intrínsecas das 

populações estudadas entre si, visto que na população africana houve também correlação entre 

a detecção de C. jejuni e C. coli com quadro de diarréia (tal associação não foi encontrada em 

nosso trabalho), bem como o fato de que tal estudo não possuía em seu grupo controle 

crianças menores de 3 anos de idade, população descrita como a mais acometida por infecção 

sub-clínica em países em desenvolvimento (COKER et al., 2002; DALLAL; 

KHORRAMIZADEH; MOEZARDALAN, 2006).  
 

Apesar da relativa simplicidade e velocidade com que os resultados das análises em 

larga escala de LFF são concluídos (comparados com a pesquisa de leucócitos fecais por 

microscopia óptica), uma questão prática se interpõe: as características da população de 

estudo, na qual as doenças diarréicas e as infecções subclínicas são frequentes e multifatoriais. 

Nessa situação, o ensaio se torna muito inespecífico para gerar qualquer informação clínica 

relevante (GILL et al., 2003). Um exemplo claro do perfil multifatorial da infecção entérica 

clínica e sub-clínca vem da análise das co-infecções, demonstrada na caracterização da 

população do presente estudo (item 5.2): 19,5% dos casos e 17,1% dos controles possuíam 

algum parasita nas fezes. 
 

Um estudo complementar de grande valia para aprimorar o entendimento sobre a 

inflamação intestinal na população estudada seria a ampliação do desenho do presente estudo, 

com adição de maior número de controles, no intuito de expandir a avaliação inicial. Outra 

proposta seria a busca de controles externos às comunidades estudadas, para avaliação do 

perfil de inflamação intestinal em uma população infantil que supostamente vive em 

condições sócio-econômicas mais favorecidas.  
 

Sobre a pesquisa de fatores de virulência, principalmente de C. jejuni, estudos recentes 

têm gerado evidências muito interessantes sobre os determinantes genéticos da virulência de 

tal microorganismo (AL-MAHMEED et al., 2006; PURDY et al., 2000; TALUKDER et al., 

2008; WASSENAAR, 1997). 
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Bacon et al. (2000) associaram o gene plasmidial pVir com a severidade das 

gastroenterites por Campylobacter. O mesmo gene plasmidial foi associado com disenteria, 

também um sinal marcante de severidade da infecção (TRACZ et al., 2005). 
 

Al-Mahmeed et al. (2006) delinearem um perfil genotípico baseado na detecção dos 

genes cdtB e iam. O marcador associado à invasão (iam) de C. jejuni parece ter participação 

na infiltração e aderência do microorganismo aos enterócitos. O perfil genotípico de C. jejuni 

cdtB+/iam+ mostrou-se estar associado com diarréia infantil em crianças com menos de 3 anos 

de idade. 
 

No presente estudo, os genes para CDT (cdtA, cdtB e cdtC) foram encontrados em 

50% (7/14) das amostras positivas para C. jejuni (hipO+), sendo encontrados em 37,5% dos 

casos (3/8 positivos para hipO) e 66,7% dos controles (4/6 positivos para hipO). Essa 

diferença entre os grupos não foi significativa. 
 

Podemos inferir, portanto, que perfis genéticos diversos de C. jejuni circulam pela 

população estudada, sem necessariamente estarem associados isoladamente com as 

manifestações clínicas. A caracterização genotípica mais aprofundada se mostra, portanto, 

necessária e importante para elucidação desses achados iniciais. 
 

Apesar de termos demonstrado a presença do gene para a holotoxina completa (CDT), 

não caracterizamos a expressão da mesma e nem seu efeito. Experimentos com a utilização de 

RT-PCR (reação em cadeia da polimerase com uso de transcriptase reversa) e estudos em 

cultura de células poderiam preencher essa lacuna, contando com a estrutura já montada para 

tais fins do LDI/UPC-IBIMED. 
 

Moore et al. (2005), sugeriram que, no futuro, com os aprimoramentos na extração de 

DNA das amostras, teríamos testes mais sensíveis de detecção molecular. Eventualmente, o 

crescimento microbiológico poderia ser substituído por amplificação do DNA, meios de 

cultura por reagentes para PCR e estufa por termociclador.  
 

Em contraste com essa sugestão, Foxman e Riley afirmam que técnicas moleculares 

não substituem os métodos convencionais, mas podem ser úteis quando direcionados às 

questões de complicada abordagem pelas técnicas convencionais, como os fatores 

relacionados à interação parasito-hospedeiro e a detecção de microorganismos inviáveis para 

cultivo (FOXMAN; RILEY, 2001).  
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As vantagens da detecção molecular incluem: 

a) Métodos baseados na detecção de ácidos nucléicos são rápidos e específicos. 

b) Há a possibilidade de detecção direta sem necessidade de cultura.  

c) Métodos moleculares podem facilitar a análise dos microorganismos danificados 

de forma subletal, que passariam por maior dificuldade para obtenção de crescimento 

microbiológico. 
 

As desvantagens incluem: 

a) Custo (PCR ainda é uma técnica dispendiosa). 

b) Dificuldade de padronização para realização exclusiva dos métodos moleculares 

(ABUBAKAR et al., 2007; WHO, 2001). 

c) Impossibilidade de obter um isolado para investigações fenotípicas 

complementares (WRIGHT; WYNFORD-THOMAS, 1990). 

d) Necessidade de realizar um ensaio separado para cada microorganismo. 
 

Ainda assim, os estudos genéticos possuem alta relevância na elucidação de questões 

difíceis de avaliar unicamente pelos métodos microbiológicos de rotina. Um exemplo advindo 

do presente estudo é levantado pelo fato de que portadores de Campylobacter sp. não foram, 

no presente trabalho, significativamente mais freqüentes entre casos do que entre controles. 
 

O perfil genético, tanto do microorganismo (genes de virulência, por exemplo) como 

do hospedeiro, podem ajudar a esclarecer tal questão. 
 

Quanto aos determinantes genéticos do hospedeiro, existe uma crescente lista de genes 

com polimorfismos em um único nucleotídeo (single nucleotide polymorphisms - SNPs) que 

alteram os resultados de certas doenças infecciosas. Estudos mostram que o polimorfismo dos 

genes TNF-α (ABRAHAM; KROEGER, 1999; KNIGHT et al., 1999; KROEGER; 

CARVILLE; ABRAHAM, 1997; McGUIRE et al., 1994), ICAM-1 (CRAIG et al., 2000; 

FERNANDEZ-REYES et al., 1997) e iNOS (LEVESQUE et al., 1999) predispõem a um 

curso mais severo da doença na infecção por Plasmodium falciparum (DESSEIN et al., 2001).  
 

Em outros estudos, Williams-Blangero et al. (2002a, 2002b, 2008) relataram a 

importância de determinantes genéticos na susceptibilidade diferencial para infecção e 

reinfecção por Ascaris lumbricoides e Trichiuris trichiura. 

Em estudo realizado com uma população da área rural de Minas Gerais, Bethony et al. 

(2002) demonstraram que fatores genéticos do hospedeiro responderam por 27% da variação 
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da contagem de ovos de Schistosoma mansoni, e os fatores ambientais responderam apenas 

por 12% dessa variação. Tal estudo corrobora estudos genéticos prévios, também relacionados 

ao desfecho da esquistossomíase (DESSEIN et al., 1992, 1999). 

Quanto aos fatores genéticos do microorganismo, propriedades específicas como 

capacidade de adesão, colonização, invasão e produção de toxinas parecem ter papel no 

desencadeamento da infecção entérica. Vários trabalhos vêm buscando a elucidação do papel 

dos genes responsáveis por cada uma dessas etapas. Os genes flaA, cadF, racR e dnaJ, por 

exemplo, parecem estar envolvidos com as etapas de adesão e colonização. Os genes ciaB e 

pldA têm sido descritos como genes relacionados com a capacidade de invasão dos 

microorganismos do gênero Campylobacter (BANG et al., 2003; DATTA; NIWA; ITOH, 

2003; TALUKDER et al., 2008). 
 

Com base na vasta literatura científica sobre o assunto, sugerimos, portanto, que 

fatores genéticos (alguns SNPs do hospedeiro e/ou fatores de virulência do microorganismo) 

podem estar envolvidos no desencadeamento de diarréia, na susceptibilidade a uma resposta 

inflamatória e na correlação em longo prazo com desenvolvimento de sequelas.  
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7 CONCLUSÕES 
 

 

Foi detectado, por PCR, Campylobacter jejuni em 9,6% dos casos e 7,2% dos 

controles e. Campylobacter coli em 6,0% dos casos e 1,2% dos controles.  
 

Os dados sugerem que o ensaio ELISA ProSpect® para Campylobacter sp. é útil 

como teste de rastreamento em amostras congeladas, inviáveis para realização de 

coprocultura, visto que todas as amostras positivas nas PCRs para hipO e/ou ask apresentaram 

também resultados positivos na ELISA para Campylobacter sp.. 
 

A detecção de ambos os microorganismos, C. jejuni e C. coli, em três amostras, sugere 

que ocorre, em menor grau (3,6%), co-infecção na população estudada. 
 

Foram encontrados controles infectados por C. jejuni (7,2%) mostrando que ocorre 

infecção subclínica na população estudada - dado que corrobora a literatura científica sobre a 

prevalência de C. jejuni em controles nos países em desenvolvimento. A identificação 

molecular de C. jejuni entre os controles aponta fortemente para a necessidade de estudos 

complementares que se direcionem tanto ao perfil de genes de virulência de tal 

microorganismo (que por ventura estariam associados com o desencadeamento da doença) 

quanto ao perfil genético da população (que poderia estar associado com a susceptibilidade). 
 

Sugerimos ainda que ocorra diversidade genotípica entre as cepas que infectam a 

população infantil estudada visto que foram detectados os genes cdtA, cdtB e cdtC em 50% 

das amostras em que foram detectadas o gene hipO (C. jejuni). 
 

Em relação aos parâmetros nutricionais, avaliados pelos escores-z, demonstramos que 

existe associação entre desnutrição e detecção de Campylobacter sp..  
 

Não houve associação entre os valores de concentração de lactoferrina fecal e 

detecção de Campylobacter sp. 
 

O presente estudo vem, portanto, colaborar com a demanda de mais estudos sobre 

campilobacteriose intestinal no Brasil. 
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