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Resumo

Objetivo: A campilobacteriose é uma das principais doenças entéricas do mundo. Ocorre
não só no homem mas também em primatas não humanos, sendo desta forma importante
no monitoramento sanitário de colônias de animais provenientes de criatórios científicos. É
causada por bactérias do gênero Campylobacter, cuja detecção em biotérios possibilita não
só controlar a doença e prevenir sua disseminação, mas assegurar a qualidade das pesqui-
sas que serão realizadas nestes biomodelos. Com base na importância deste isolamento,
nosso objetivo foi a verificação do status sanitário de uma colônia de criação de Macaca
mulatta, usando como referência a presença de Campylobacter spp. Métodos: Durante o
manejo médico anual coletaram-se 52 swabs fecais de primatas não humanos adultos, o
que representou um percentual de 10% da colônia total. Esse material foi submetido ao
esquema de semeadura/incubação e identificação de Campylobacter sp. seguindo as reco-
mendações de cultivo microbiológico, incluindo o isolamento, prova de Gram e testes
bioquímicos. Todo o processo levou de cinco a sete dias e foi realizado em atmosfera de
microaerofilia. Resultados: Em 14 indivíduos foram isoladas bactérias do gênero
Campylobacter. Destes, sete eram portadores de Campylobacter coli, seis portadores de
Campylobacter jejuni e em um indivíduo não foi possível definir a espécie de Campylobacter

isolada. Conclusão: Apesar da baixa prevalência (27%), esses resultados reforçam a ne-
cessidade de constante monitoramento microbiológico dos primatas pertencentes à colô-
nia, visando não só a qualidade dos animais fornecidos, mas minimizando o risco de conta-
minação dentro da colônia e de contágio pelos profissionais que lidam com os animais, já
que o Campylobacter possui importante potencial zoonótico
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INTRODUÇÃO

As bactérias do gênero Campylobacter são micro-

aerófilas, morfotintorialmente se apresentam como

bastonetes Gram-negativos, encurvados, em forma de S ou

de forma espiralada, não são esporuladas e medem 0,2 a

0,5 μm de diâmetro de largura e 0,5 a 5,0 μm de compri-

mento; podem se apresentar com formas cocoides nos cul-

tivos antigos e geralmente são móveis graças a um flagelo

localizado em uma ou nas duas extremidades da célula.(1-3)

São quimiorganotróficos, têm metabolismo respiratório; são
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incapazes de utilizar açúcares (nem oxidação nem fermenta-

ção); apresentam na sua bioquímica de identificação a

prova citocromo oxidase positiva; produção da enzima

catalase variável; não hidrolisam a gelatina nem a ureia

(com exceção às linhagens atípicas do Campylobacter lari

e l inhagens do Campylobacter sputorum biovar

Paraureolyticus) e são desprovidos de lipase.(4)

Este gênero foi proposto em 1963 por Sebald e Véron

para uma bactéria conhecida pelo nome de "Vibrio fetus".

Na década de 70, incluíram no gênero Campylobacter novas

espécies e, em função de suas características fenotípicas,
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elas foram repartidas em três grupos: os que produzem a

enzima catalase e não produzem H2S (Campylobacter fetus

subsp. fetus e Campylobacter fetus subsp. venerealis); os

que produzem a enzima catalase e produzem H2S (C. coli

e C. jejuni) e os que não possuíam a enzima catalase

(Campylobacter sputorum subsp. bubulus e Campylobacter

sputorum subsp. sputorum).(5) Atualmente, esse gênero conta

com 32 espécies e 13 subespécies.(6)

O reconhecimento nos últimos anos de algumas es-

pécies como patógenos humanos reforçou também a im-

portância do Campylobacter na medicina veterinária, já que

alguns são reconhecidamente agentes de importantes

zoonoses (doenças transmitidas de animais vertebrados ao

homem) como C. jejuni, C. coli e C. fetus subsp. fetus. Es-

tudos em modelos animais têm ajudado a elucidar alguns

dos mecanismos patogênicos desses agentes, especial-

mente quanto aos fatores de virulência.(7)

Campylobacteriose e a sua ocorrência em

Primatas não Humanos (PNH)

A campilobacteriose já era uma doença conhecida

desde o século XIX, entretanto só foi reconhecida como

zoonose e estudada em detalhe a partir da década de 1970.

A doença tem distribuição mundial e pode causar desde

diarreias autolimitadas até graves enterocolites.(8) Em hu-

manos já foi identificado como causador da síndrome de

Guillain-Barré e também como causador de septicemias

fatais, sendo considerada pela OMS e pelo CDC como uma

das principais doenças diarreicas do mundo.(9,10)

A doença foi detectada e descrita pela primeira vez em

animais de laboratório, em 1982, por Fox e colaboradores.(11)

O mecanismo de virulência primária utilizado pelo

Campylobacter spp. para produzir colite ainda é obscuro. No

entanto, já é reconhecida participação de enterotoxinas e

citocinas no processo de "invasão" bacteriana no organismo.(12)

A partir do final da década de 1980 surgiram os primei-

ros relatos de infecções de animais do gênero Macaca com

C. jejuni,(13) tendo sido descrita no mundo e em diferentes lo-

calidades no Brasil a susceptibilidade à bactéria C. jejuni, por

diferentes espécies do gênero Macaca de centros de cria-

ção em cativeiro destinadas ao uso como biomodelos.(3,14,15)

Paul-Murphy,(16) em 1993, fez a primeira correlação de

casos de enterocolites geradas por infecções bacterianas

em Macaca mulatta. Estudos seguintes demonstraram que

as enterocolites recorrentes causadas por Campylobacter

spp. eram a principal causa de morbidade em colônias de

primatas não humanos mantidos em cativeiro.(17)

Segundo Pielsticker e colaboradores,(18) apesar de al-

guns animais portarem Campylobacter sp. de forma

assintomática, outros podem desenvolver os sintomas clás-

sicos da doença, não tendo ainda sido explicada a razão

desta variação na ocorrência, pois, em contrapartida, já hou-

ve também alguns registros de animais da espécie Macaca

mulatta desenvolvendo a forma grave da doença, inclusive

com septicemia.(19) A imunidade pode ser um fator impor-

tante na manifestação da campilobacteriose nestes animais,

pois os filhotes desmamados com menos de seis meses

são mais susceptíveis a desenvolver a forma grave e geral-

mente evoluem a óbito.(20,21)

Em função dos relatos associados à presença deste

microrganismo em animais de cativeiro, foi reforçada a ne-

cessidade de se pesquisar este agente e acompanhar o

"status" sanitário, fazendo avaliações clínicas e micro-

biológicas periódicas em animais mantidos em instalações

de criação,(22) de forma a viabilizar a experimentação cientí-

fica com estes animais, já que a presença de tais infecções

também pode interferir no desenvolvimento das pesquisas

de medicamentos e vacinas, além de gerar resultados duvi-

dosos.(23) Segundo Sasseville e Diters,(24) as análises perió-

dicas deste "status" sanitário têm permitido verificar que os

animais infectados na colônia são fonte potencial de conta-

minação para os animais saudáveis e os tratadores que fa-

zem o manejo e têm contato direto.

Detecção do agente bacteriano

A detecção de Campylobacter sp. em amostras de fe-

zes pelo método "ouro", preconizado pelo Ministério da Saú-

de,(25) consiste na cultura em meio ágar seletivo, a 42ºC e

atmosfera com oxigênio reduzido pela passivação do cobre.

Os métodos moleculares, apesar de eficientes,(6) ain-

da são bastante custosos e, além de necessitar de um la-

boratório adaptado para essa metodologia, possuem, se-

gundo Gandra,(26) menor sensibilidade quando comparados

às demais metodologias.

Os imunoensaios poderiam ajudar em tal questão de-

vido à redução do tempo de execução em relação à cultura

e o custo/facilidade de realização em relação aos métodos

moleculares, mas também possuem problemas de acurácia

por apresentarem resultados falsos positivos e negativos.(27)

Além disso, em alguns testes, antes de detectar o antígeno,

a amostra deve passar por um meio de enriquecimento ou

processo de filtração, o que eleva o tempo de detecção a

patamares próximos aos da cultura clássica.(28)

Com base nos recursos disponíveis e na necessida-

de da detecção de Campylobacter spp. para verificação

do status sanitário de uma colônia de criação de Macaca

mulata, foi realizada, por metodologia clássica de cultivo, a

pesquisa da presença deste microrganismo.

MATERIAL E MÉTODOS

As amostras de PNH adultos (a partir de 1 ano de vida),

foram coletadas pela equipe do setor de criação do Instituto

de Ciência e Tecnologia em Biomodelos (ICTB) pertencente à
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Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz) durante o manejo médico

anual realizado no período de Abril a Julho de 2016 (Comis-

são de ética no uso animal - CEUA -Fiocruz - licença LW 5/16).

Com os animais anestesiados, retirou-se material fecal

por meio da utilização de swabs estéreis que, após introdu-

ção na ampola retal, foram acondicionados em meio de trans-

porte Cary & Blair. Foram coletados, no total, 52 swabs fecais

(10% da colônia) e enviados para o Setor de Campylobacter

do Laboratório de Zoonoses Bacterianas do IOC- Fiocruz.

Posteriormente foram semeados em meio de cultura

seletiva à base de ágar Columbia, acrescido com 0,4 g%

de carvão ativado, 0,5 mL% de solução redutora de oxigê-

nio (FBP-0,5mL% de sulfato ferroso, bissulfito de sódio e

piruvato de sódio) e 0,5mL% de solução de antibiótico (cefa-

lotina 81mg+ lactato de trimetoprim 25mg + vancomicina

50 mg + actidione 10mg + colistina 11mg + água destilada

25 mL). As placas contendo os meios semeados por esgo-

tamento foram incubadas a 42ºC por 48 horas (temperatura

ideal para isolamento de Campylobacter termofílico), em

atmosfera ideal de microaerofilia, gerada pelo método da

passivação de cobre.(29)

Após a incubação, o diagnóstico inicial foi realizado com

base na morfologia colonial (transparentes com brilho d'água)

e características morfotintoriais em microscopia de campo cla-

ro, a partir do método de Gram, seguindo a descrição de

Lauria-Filgueiras e Hofer.(1) A identificação presuntiva das

amostras foi obtida pela observação de bastonetes curvos ou

em forma de "S", Gram-negativos ou presença de células

cocoides, características de amostras em estágio degenerativo.

Quando as amostras apresentaram colônias típicas e

morfologia esperada, foi realizada, para diagnóstico confir-

matório, uma série de testes bioquímicos clássicos (Qua-

dro 1) para confirmação do gênero bacteriano e identifica-

ção ao nível de espécie.(25,29)

Quadro 1 - Perfil Bioquímico das espécies do gênero Campylobacter
* (reação fraca); S (sensível); + (positivo); v (reação variável); R (resistente);  - (negativo); ND (não determinado); ** TSI (Ágar três açúcares e ferro)
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Antes da avaliação bioquímica, uma alíquota da amos-

tra foi armazenada em tubo contendo água peptonada pH

7,0-7,2 com 20% de glicerol e estocada a -70C seguindo

as recomendações de Esteves.(4)

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A partir da realização da técnica clássica de cultivo,

não foi possível demonstrar em 38 (73%) das amostras de

M. mulatta a presença de Campylobacter spp., já que não

foi detectado nenhum tipo de crescimento nos meios seleti-

vos. Neste grupo de primatas, somente 14 (27%) animais

apresentaram cultivo positivo para o gênero; destes, em

13,46% das amostras foi encontrada C. coli, 11,54% apre-

sentaram C. jejuni e, em 1,92%, não foi possível definir a

espécie (Tabela 1).

reu isolamento de Campylobacter, não foi detectado nenhum

sintoma clínico mais severo, já que muitos animais possu-

em diarreia recorrente, sugerindo alguma forma de adapta-

ção dos animais a esse microrganismo. Por outro lado, esta

possível simbiose(32) do microrganismo com os primatas

estudados não minimiza o fato de que Campylobacter spp.

continua presente nestas colônias, possibilitando infecções

cruzadas e possível interferência nos procedimentos expe-

rimentais. O que reforça mais ainda mais a necessidade de

monitoramento microbiológico constante destes animais, não

só para melhoria do status sanitário da colônia e garantia

da qualidade dos animais fornecidos, mas também para

evitar o risco de contaminação dos profissionais que lidam

com esses primatas.

Abstract

Objective: Campylobacteriosis is one of the major enteric diseases in

the world. It occurs not only in humans but also in non-human primates,

being thus important in the health monitoring of colonies of animals

from scientific breeding grounds. It is caused by bacteria of the genus

Campylobacter, whose detection in animal breeding laboratory, allows

not only to control the disease and prevent its dissemination, but to

ensure the quality of the research that will be carried out on these

biomodels. Based on the importance of this isolation, our objective was

to verify the health status of a colony of Macaca mulatta, using as

reference the presence of Campylobacter spp. Methods: During the

annual medical management, 52 fecal swabs were collected from adult

non-human primates, representing a percentage of 10% of the total

colony. This material was submitted to the sowing / incubation scheme

and identification of Campylobacter sp. following the recommendations

of microbiological cultivation, including isolation, Gram-test and

biochemical tests. The entire process took from 5 to 7 days in

microaerophilic atmosphere. Results: Campylobacter were isolated in

14 specimens. Of these, seven were C. coli carriers, six  C. jejuni carriers

and in one specimen it was not possible to define the Campylobacter

species isolated. Conclusion: Despite the low prevalence (27%), these

results reinforce the need for constant microbiological monitoring of

primates belonging to the colony, aiming at not only the quality of the

animals provided, but minimizing the risk of contamination within the

colony and of contagion by professionals dealing with animals, since

Campylobacter has an important zoonotic potential.
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