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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a capacidade de aderéncia e invasdo de amostras de
Campylobacter sp. isoladas de bezerros, suinos, frangos, caes e primatas ndo humanos utilizando ensaio
com gentamicina. Sessenta e trés amostras foram testadas quanto a sua capacidade de aderéncia e invasao,
pelo ensaio com gentamicina, em células HelLa.Sessenta e trés amostras foram testadas quanto a sua
capacidade de aderéncia e invasdo, pelo ensaio com gentamicina, em células HeLa. Os resultados
demonstraram que amostras de C. jejuni, C. coli e C. fetus subsp. fetus, isoladas de fezes de animais séo
capazes de aderir e invadir as células HelLa, porém nenhuma amostra de C. fetus subsp. fetus isolada de
trato genital bovino foi capaz de invadir as células HelLa

Palavras-Chave: Campylobacter, aderéncia, invaséo.

ABSTRACT
The aim of the present study was to evaluate the adhesiveness and invasiveness of Campylobacter sp.
isolated from calves, swine, broilers, dogs and non-human primates by the gentamicin assay. Sixty-three
Campylobacter sp. strains were tested for “in vitro” adherence and invasiveness in HeLa cells. Our results
demonstrate that C. jejuni, C. coli e C. fetus subsp. fetus isolated from animals has were able to adhere to
and to invade HelLa cells.

Keywords: Campylobacter, adhesiveness, invasiveness

INTRODUCAO

Animais domésticos e selvagens podem ser
considerados importantes  reservatérios de
Campylobacter spp. e possiveis fontes de
infeccdo para 0 homem.

Varios estudos “in vitro” para a determinacao da
capacidade de aderéncia e invasdo de
Campylobacter sp., principalmente C. jejuni e
C. coli, em culturas de células tém sido
realizados. Esses estudos sdo importantes, pois a
aderéncia e a colonizagdo dos tecidos animais
sdo passos fundamentais para o estabelecimento
de uma infeccéo.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a
capacidade de aderéncia e invasdo de amostras
de Campylobacter sp. isoladas de bezerros,
suinos, frangos, cdes e primatas ndo humanos
utilizando ensaio com gentamicina.

MATERIAIS E METODOS

Sessenta e trés amostras foram testadas quanto a
sua capacidade de aderéncia e invasdo, pelo
ensaio com gentamicina, em células Hela.
Dentre as 63 amostras testadas, 4 foram isoladas
de frangos (3 C. jejuni e 1 C. coli), 4 de cées
(todas C. jejuni), 16 de primatas ndo-humanos
(7 C. jejuni e 9 C. cali), 9 de suinos (4 C. jejuni
e 5 C. coli), 18 de fezes de bezerros e 12 de
trato genital bovino (todas C. fetus subsp. fetus).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Trinta e duas amostras testadas (51%) aderiram
e dentre essas, treze invadiram as células HeLa.
Uma entre quatro (25%) amostras isoladas de
caes foram invasivas em células Hela, assim
como 4 (25%) isoladas de primatas ndo-
humanos (2 C. jejuni e 2 C. coli), 1 C. coli (11%)
isolada de suino e 7 (39%) de fezes de bezerro
(todas C. fetus subsp. fetus). Apenas 25% das
amostras isoladas de frangos e cdes e 23% das
amostras isoladas de suinos foram capazes de
aderir as células, enquanto 65% das amostras
isoladas de fezes de bezerros e 83% das
amostras isoladas do trato genital bovino
apresentam essa capacidade. Cinco entre 19
amostras (26%) de C. jejuni foram capazes de
aderir e 3 (16%) de invadir as células Hela.
Entre as amostras de C. coli, 6 (40%) foram
aderentes e 3 (20%) invasivas enquanto entre as
29 amostras de C. fetus subsp. fetus, 21 (76%)
foram capazes de aderir e 7 (24%) de invadir.
Entre todas as amostras de Campylobacter sp.
testadas, 51% foram capazes de aderir e 21%
aderiram e invadiram as células HelLa. Os
resultados obtidos nesse estudo diferem dos
resultados obtidos por outros pesquisadores.
Existem poucos estudos de aderéncia e invasao
em células epiteliais utilizando amostras de
Campylobacter sp. isoladas de animais e poucas
amostras sdo analisadas. Pode ser que haja



diferenca no uso de células de origem humana
quando se avalia a capacidade de aderéncia e
invasdo de amostras de Campylobacter isoladas
de animais. Outro motivo provavel que
justifigue o baixo nimero de amostras de
Campylobacter sp. aderentes e invasivas pode
estar relacionado com a quantidade de vezes que
as amostras testadas foram repicadas em
laboratdrio.

CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que amostras de C.
jejuni, C. coli e C. fetus subsp. fetus, isoladas de
fezes de animais sdo capazes de aderir e invadir
as células HelLa, porém nenhuma amostra de C.
fetus subsp. fetus isolada de trato genital bovino
foi capaz de invadir as células HelLa



1) INTRODUCAO

As espécies do género Campylobacter tém recebido a atencdo dos pesquisadores nas ultimas
trés décadas, pois é cada vez mais frequente o isolamento dessas espécies no homem, em
animais e alimentos. Campylobacter sp. sdo considerados parte da microbiota intestinal
indigena da maioria dos animais domésticos e selvagens e podem ser transmitidas ao homem
pela contaminacdo fecal de alimentos e da dgua. A infec¢cdo com amostras de C. jejuni também
esta relacionada com o desenvolvimento da sindrome de Guillain-Barré. As espécies C. jejuni e
C. coli sdo agentes causadores de enterocolites no homem e C. fetus pode causar bacteremia em
individuos imunodeficientes e aborto e infertilidade nos animais.

Muitos patdgenos entéricos, inclusive Campylobacter sp., tentam evadir-se do sistema de defesa
do organismo hospedeiro e penetram em células epiteliais, causando doencas. A penetracdo na
mucosa intestinal causa inflamacdo e bacteremia, sugerindo entdo que a invasdo celular é um
importante mecanismo de viruléncia para Campylobacter sp. A aderéncia em células epiteliais é
um pré-requisito para invasdo e esse processo de invasao inclui a entrada da bactéria no interior
da célula, multiplicacdo intracelular e muitas vezes, morte celular. A capacidade de aderéncia e
invasdo de amostras de Campylobacter sp. isoladas de homens e animais tem sido testada " in
vitro” em diversas linhagem celulares. Essa interacdo da Campylobacter sp. com as células
epiteliais ainda ndo é totalmente entendida.

Apesar da importancia como patégeno humano e veterinario, muito pouco é conhecido sobre os
fatores de viruléncia de microrganismos do género Campylobacter, principalmente de amostras
isoladas de animais, pois a maioria dos estudos sdo realizados com amostras isoladas de seres
humanos.



2) LITERATURA CONSULTADA

Os microrganismos do género Campylobacter sdo bastonetes Gram-negativo, espiralados, em
forma de virgula, “S” ou “asa de gaivota”. Sao microaerofilos, necessitando de uma atmosfera
rica em CO, (10%) e reduzida concentracdo de O, (5%) para seu crescimento. Possuem um ou
dois flagelos polares e giram em torno do proprio eixo. Sua motilidade caracteristica € melhor
observada em microscopia de contraste de fase ou de campo escuro. Este género bacteriano ndo
fermenta nem oxida nenhum tipo de carboidrato. Algumas espécies sdo termofilicas, crescendo
a uma temperatura de incubacdo de 37°C a 42°C (Smibert, 1978).

Campylobacter sp. tem sido reconhecido como um importante patégeno no homem e em
animais e pode ser transmitido ao homem por animais infectados, constituindo agente de
importante zoonose. Aves domésticas e selvagens, suinos, bovinos, cdes e gatos, podem ser
considerados importantes reservatorios de Campylobacter sp. e possiveis fontes de infecgdes
para 0 homem. A transmissdo para 0 homem ocorre pela ingestdo de alimentos e agua
contaminados, incluindo leite ndo pasteurizado e carne de aves mal cozidas, ou por contato
direto com material fecal contaminado de animais ou pessoas (Tauxe, 1997).

As infeccBes causadas por Campylobacter sp. no homem podem ser classificadas em dois tipos:
infeccdo intestinal e infeccdo extra-intestinal (Blaser, 1990). Dentre as espécies causadoras de
infecces intestinais foram classificadas: C. jejuni subsp. jejuni, C. jejuni subsp. doylei, C. coli,
C. upsaliensis, C. lari, C. fetus subsp. fetus e C. hyointestinalis. As infec¢Oes extra-intestinais
seriam causadas por: C. jejuni subsp. jejuni, C. upsaliensis, C. lari, C. fetus subsp. fetus, C. fetus
subsp. venerealis, C. sputorum, C. curvus e C. retus.

Mais recentemente, 0s interesses cientificos aumentaram em relacdo as infeccbes por
Campylobacter sp., pois passaram a ser vistos como um amplo problema de satde publica.
Algumas espécies do género Campylobacter sdo agentes causadores de enterocolites no homem
em muitos paises industrializados e em desenvolvimento. Infec¢Oes entéricas por C. jejuni e C.
coli estdo entre os principais problemas de saude publica nos paises industrializados (Tauxe,
1992; ACMSF, 1993). Nestes paises, 0 nimero de casos de infeccdo intestinal por essas duas
espécies de Campylobacter é significativamente maior que outros patdgenos entéricos,
incluindo Samonella sp. (ACMSF, 1993). Nos paises em desenvolvimento, a infeccdo é
freqlientemente relatada em criancas e, muitas vezes, é assintomatica, sendo reflexo da
aquisicdo de imunidade pela frequente exposicdo & Campylobacter sp. (Ketley, 1997).

As subespécies de Campylobacter fetus, Campylobacter fetus subsp. fetus e Campylobacter
fetus subsp. venerealis, sdo responséveis por diferentes doengas em hospedeiros mamiferos
(Thompson e Blaser, 2000). C. fetus subsp. fetus tem sido estabelecido como importante
patégeno veterinario, causando aborto em ovinos e bovinos, e como patdgeno entérico no
homem, causando bacteremia e outras infeccGes sistémicas, especialmente em pacientes
imunossuprimidos (Dekeyser, 1984; Ohya et al., 1993). C. fetus subsp. venerealis coloniza o
trato reprodutivo de bovinos e causa altas taxas de repeticdo de cio, a intervalos aumentados e
irregulares, podendo ainda levar a aborto e esterilidade (Dekeyser, 1984; Thompson e Blaser,
2000).

Estudos microbiologicos realizados no estado de Minas Gerais - Brasil, que isolaram
Campylobacter sp. de frangos, bezerros, sagiis e criangas com menos de 5 anos, com e sem



diarréia, demonstraram a alta frequéncia de infec¢do por bactérias do género Campylobacter em
nosso meio (Mendes et al., 1985; Carvalho, 1992; Lage et al., 1992).

Muito pouco é conhecido sobre a relacdo parasito-hospedeiro e os fatores de viruléncia de
microrganismos do género Campylobacter, principalmente de amostras isoladas de animais
domésticos (Ketley, 1997). Os estudos de patogenicidade de amostras de Campylobacter sp.
demonstram diversos fatores associados a patogenicidade destas bactérias: capacidade de
invadir células epiteliais (Fauchere et al., 1986), producao de enterotoxina (Ruiz-Pal&cios et al.,
1983) e de citotoxina (Wassenaar, 1997). Dentre estes fatores, a capacidade de adeséo e invaséo
em células epiteliais é considerado 0 mais importante mecanismo patogénico da diarréia por
Campylobacter sp. (Ketley, 1997).

Vérios estudos “in vitro” para a determinagdo da capacidade de aderéncia e invasdo de
Campylobacter sp., principalmente C. jejuni e C. coli, em culturas de células tém sido
realizados. Esses estudos sdo importantes, pois a aderéncia e a colonizac¢do dos tecidos animais
sdo passos fundamentais para o estabelecimento de uma infeccdo. A adesdo de microrganismos
na superficie mucosa é o passo principal na patogenia de muitas infecgdes intestinais e um pré-
requisito para a invasdo celular. Em grande parte das vezes, a invasdo celular consiste na
entrada da bactéria no interior da célula epitelial, multiplicacdo intracelular e destruicdo da
célula (Tay et al., 1996).

A habilidade da C. jejuni de se ligar a linhagens de células epiteliais “in vitro” ¢
significativamente afetada pelo estagio de crescimento e temperatura de crescimento da bactéria,
mas ndo pela composi¢do do meio de crescimento. Para determinar a influéncia do tempo de
crescimento de C. jejuni e a habilidade de aderir em células INT 407, Konkel et al. (1992)
cultivaram esses organismos em agar de infusdo de célebro -cora¢do (Brain Heart Infusion —
BHI) acrescido de sangue por varios periodos. O maximo de aderéncia foi observado em
culturas de 24 horas. Entretanto, houve apenas uma pequena reducéo de aderéncia em bactérias
cultivadas por 48 horas. O maximo de aderéncia também foi observado em bactérias cultivadas
a 37°C. As bactérias crescidas a 42°C tiveram uma diminuicio de 66% e as bactérias crescidas a
30°C uma diminuicéo de 91% na capacidade de adesdo em relagdo as bactérias cultivadas a
37°C. Uma diminuicdo no nimero de bactérias internalizadas também ocorre quando o ensaio
de aderéncia é realizado a 4°C, quando comparado ao ensaio realizado & 37°C. Nenhuma
diferenca significativa foi observada entre bactérias crescidas em meio liquido BHI e agar
sangue Mueller-Hinton (MH) (Konkel et al., 1992).

Em monocamadas de células INT 407, ndo h& diferenca significativa no nimero de bactérias
aderidas durante as 3 primeiras horas de infeccdo. O aumento na multiplicidade da infeccéo
aumenta o numero de células atacadas. Isso s6 ndo acontece, quando a multiplicidade da
infeccdo é menor que 1000 bactérias/célula (Konkel et al., 1992).

C. jejuni isolado de pacientes com febre e diarréia € capaz de invadir mais efetivamente células
de linhagem epitelial de origem humana como células INT 407, Hep-2 e HeLa. As células de
linhagem epitelial de origem ndo-humana, Vero, MDBK e CHO-K1, sdo menos efetivas para a
realizacédo do teste de invasdo (Konkel et al.,1992).

Muitas técnicas foram desenvolvidas para diferenciar a capacidade de bactérias
enteropatogénicas de aderir e invadir células epiteliais. Fauchére et al. (1986) utilizaram um
teste “in vitro ”para avaliar a associacdo em células HelLa de C. jejuni e C. coli isolados de



pacientes. Apos a infeccdo as células foram coradas com Giemsa para quantificar o nimero de
bactérias associadas. Menos da metade das amostras de C. jejuni e C. coli isoladas de fezes
humanas podem se associar com células eucarioticas “in vitro”. Fernandez e Trabulsi (1995)
também utilizaram essa técnica para observar a capacidade de invasdo em células HelLa de
amostras de C. jejuni e C. coli. Todas as amostras isoladas de animais foram capazes de invadir
as células HelLa. Outros pesquisadores tém utilizado testes similares para avaliar a capacidade
associativa e invasiva de amostras de Campylobacter sp. Manninen et al. (1982), em Toronto,
Canada, testaram amostras de C. jejuni isoladas de fezes de animais e de criancas, em células
HelLa. Todas as amostras foram capazes de aderir e invadir as células HelLa. Entretanto,
Manninen et al. (1982) descreveram que a técnica de coloragdo por Giemsa dificulta a
quantificagdo de bactérias intracelulares por elas serem muito pequenas e corarem muito pouco,
podendo ser confundidas com o citoplasma celular.

A coloragéo pela prata também é descrita por alguns autores para observacdo da capacidade de
adesdo em células epiteliais por bactérias enteroinvasivas. Lindblom et al. (1990) utilizaram a
coloragéo pela prata e 0 ensaio com gentamicina para observar a capacidade de aderéncia e
invasdo em células HEp-2 de 200 amostras de C. jejuni e C. coli isoladas de pacientes suecos
com enterocolites aguda. Todas as amostras foram capazes de aderir as células Hep-2 e 39% das
amostras foram consideradas invasivas.

Fernandez et al. (1997) utilizaram a técnica de coloracdo pelo laranja de acridina em solucgdo de
Gey e cristal violeta e, por microscopia de fluorescéncia, puderam observar C. jejuni verde
fluorescente no interior de células Hep-2. Essa técnica é muito utilizada para a determinacdo de
bactérias internalizadas e ndo permite a observacéo das bactérias associadas (Miliotis, 1991).

Graham (2002) investigou a capacidade de aderéncia e invasdo de amostras de C. fetus em
células INT 407, por imunofluorescéncia e ensaio com gentamicina. Todas as amostras foram
detectadas intracelularmente usando ambas as técnicas. Entretanto, Manninen et al. (1982)
descreveram que o processo de coloragdo por imunofluorescéncia requer um grande ndmero de
lavagens resultando na diminui¢do de bactérias na superficie celular. Konkel e Joens (1989)
também condenam o método, por se gastar muito tempo contando as bactérias intracelulares, e
classificam o ensaio com gentamicina como sendo mais facil e de grande acurécia.

O ensaio utilizando gentamicina é realizado por muitos pesquisadores para quantificar o nimero
de bactérias associadas e intracelulares (Melo et al., 1989; Konkel et al., 1992; Russel e Blake,
1994; Wooldridge et al., 1996). A concentracdo de 250ug/ml de gentamicina em meio essencial
minimo (MEM) mata todas as bactérias extracelulares apos 3 horas de exposicdo. Paralelamente,
a mesma amostra deve ser testada utilizando MEM sem gentamicina, permitindo assim o
calculo de amostras aderidas. Apds lise celular e contagem de unidades formadoras de col6nia
(UFC), o nimero de bactérias intracelulares e associadas pode ser calculado por diferenca
(Biswas et al., 2003).

A maior parte dos estudos sobre os fatores associados a patogenicidade de Campylobacter sp.
sdo de amostras isoladas de pacientes humanos. Muito pouco € conhecido sobre a capacidade de
aderéncia e invasdo de amostras isoladas de animais domésticos.



3) OBJETIVOS
Os objetivos deste trabalho foram:

- Avaliar a capacidade de aderéncia e invasdo de amostras de Campylobacter sp. isoladas de
fezes de animais;

- Comparar a capacidade de aderéncia e invasao entre as espécies de Campylobacter isoladas de
fezes de diferentes animais;

- Comparar a capacidade de aderéncia e invasdo entre as amostras de C. fetus subsp. fetus
isoladas de fezes e do trato genital de bovinos.
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4) MATERIAL E METODOS
4.1) Amostras bacterianas

Foram testadas 63 amostras de Campylobacter sp. (Tabela 1) isoladas de fezes de bezerros com
e sem diarréia, de “swab” retal de frangos e de suinos, de fezes de cdes e de primatas das
colecbes do Laboratorio de Bacteriologia Aplicada, do Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva da Escola de Veterinaria e do Departamento de Microbiologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), da Fundacéo
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-RJ) e do Animal Disease Research Institute, Canada. Como controle
positivo foi utilizada a amostra de C. jejuni 84sp (invasiva) e como controle negativo a amostra
de C. coli, ndo invasiva, 49sp (Carvalho et al., 2001). As amostras isoladas ja haviam sido
identificadas por técnicas de rotina (Vandamme e Goossens, 1992; Hum et al., 1997).

4.2) Cultivo das amostras
As amostras bacterianas foram cultivadas em agar BHI (Difco - USA) acrescido de 10% de
sangue equino, a 37° C em microaerofilia (5% O,, 5% H,, 10% CO,e 80% N,) por 48 horas. A

pureza das amostras foi comprovada pela coloragédo por fucsina e analise em microscopia éptica.

Para manutencdo, as amostras foram conservadas a -70° C em caldo tioglicolato (Merck -
Alemanha) com 20% de glicerol (Mills e Gherna, 1988).

11



Tabela 1- Amostras de Campylobacter sp. isoladas de animais, utilizadas neste estudo.

Amostras Espécie Origem Referéncia
LBA 85 C. coli Frango LBA, 1990
LBA 152 C. coli Sufno LBA, 1990
LBA 166 C. coli Suino LBA, 1990
LBA 168 C. coli Sufno LBA, 1990
LBA 183 C. coli Suino LBA, 1990
LBA 195 C. coli Suino LBA, 1990
Q 247 C. coli primatas ndo-humanos Lauria-Filgueiras, 2000
R107 C. coli primatas ndo-humanos Lauria-Filgueiras, 2000
R192 C. coli primatas ndo-humanos Lauria-Filgueiras, 2000
R226 C. coli primatas ndo-humanos Lauria-Filgueiras, 2000
R268 C. coli primatas ndo-humanos Lauria-Filgueiras, 2000
R27 C. coli primatas ndo-humanos Lauria-Filgueiras, 2000
R37 C. coli primatas ndo-humanos Lauria-Filgueiras, 2000
R46 C. coli primatas ndo-humanos Lauria-Filgueiras, 2000
T44 C. coli primatas ndo-humanos Lauria-Filgueiras, 2000
LBA 206 C. fetus subsp. fetus Bezerro Lage, 1992
LBA 207 C. fetus subsp. fetus Bezerro Lage, 1992
LBA 301 C. fetus subsp. fetus Bezerro Lage, 1992
LBA 319 C. fetus subsp. fetus Bezerro Lage, 1992
LBA 322 C. fetus subsp. fetus Bezerro Lage, 1992
LBA 334 C. fetus subsp. fetus Bezerro Lage, 1992
LBA 339 C. fetus subsp. fetus Bezerro Lage, 1992
LBA 354 C. fetus subsp. fetus Bezerro Lage, 1992
LBA 356 C. fetus subsp. fetus Bezerro Lage, 1992
LBA 363 C. fetus subsp. fetus Bezerro Lage, 1992
LBA 367 C. fetus subsp. fetus Bezerro Lage, 1992
LBA 368 C. fetus subsp. fetus Bezerro Lage, 1992
LBA 383 C. fetus subsp. fetus Bezerro Lage, 1992
LBA 392 C. fetus subsp. fetus Bezerro Lage, 1992
LBA 393 C. fetus subsp. fetus Bezerro Lage, 1992
LBA 401 C. fetus subsp. fetus Bezerro Lage, 1992
LBA 389 C. fetus subsp. fetus Bezerro Lage, 1992
EV5 C. fetus subsp. fetus feto bovino Leite, 1977
T5738 C. fetus subsp. fetus lavado prepucial LBA, 1990
Curvelo C. fetus subsp. fetus lavado prepucial LBA, 1990
Fundacdo C. fetus subsp. fetus mucosa cérvico vaginal LBA, 1990
Gaucho C. fetus subsp. fetus lavado prepucial LBA, 1990
Grécia C. fetus subsp. fetus mucosa cérvico vaginal LBA, 1990
Magneto C. fetus subsp. fetus lavado prepucial LBA, 1990
Olinda C. fetus subsp. fetus mucosa cérvico vaginal LBA, 1990
ADRI 1810 C. fetus subsp. fetus trato genital ADRI
ADRI 1811 C. fetus subsp. fetus trato genital ADRI
ADRI 1812 C. fetus subsp. fetus trato genital ADRI
ADRI 1813 C. fetus subsp. fetus trato genital ADRI
LBA 84 C. jejuni Frango LBA, 1990
LBA 86 C. jejuni Frango LBA, 1990
LBA 88 C. jejuni Frango LBA, 1990
LBA 112 C. jejuni Céo LBA, 1990
LBA 113 C. jejuni Céao LBA, 1990
LBA 116 C. jejuni Céao LBA, 1990
LBA 119 C. jejuni Céao LBA, 1990
LBA 151 C. jejuni Suino LBA, 1990
LBA 154 C. jejuni Suino LBA, 1990
LBA 156 C. jejuni Suino LBA, 1990
LBA 199 C. jejuni Suino LBA, 1990
LPB 4810 C. jejuni primatas ndo-humanos Carvalho, 1992
LPB 4815 C. jejuni primatas ndo-humanos Carvalho, 1992
R270 C. jejuni primatas ndo-humanos Lauria-Filgueiras, 2000
R31 C. jejuni primatas ndo-humanos Lauria-Filgueiras, 2000
SQ308 C. jejuni primatas ndo-humanos Lauria-Filgueiras, 2000
LBA 208 C. jejuni Bezerro Lage, 1992
LPB 4792 C. jejuni primatas ndo-humanos Carvalho, 1992
LPB 4820 C. jejuni primatas ndo-humanos Carvalho, 1992

ADRI — Animal Disease Research Institute, Canada.
LBA - Laboratério de Bacteriologia Aplicada, EV / UFMG

LPB- Laboratério de Pesquisa em Bacteriologia, FM / UFMG
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4.3) Células HeLa

Foram empregadas células HeLa (CCL2 - ATCC - USA), mantidas em meio minimo essencial
(MEM - Sigma - USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB — Gibco - USA), 200
Ul/mL de penincilina G (Sigma - USA) e 50 ug/mL de estreptomicina (Sigma - USA). As
células foram cultivadas em garrafas plasticas em atmosfera de 5% de CO, a 37°C por 24 a 48
horas. Apds a obtencdo de uma monocamada confluente na superficie da garrafa, as células
eram tripsinizadas, diluidas 1:3 em MEM com 5% de SFB e antibi6ticos e incubadas novamente
nas mesmas condi¢oes.

4.4) Ensaio de Aderéncia e Invasibilidade

Dezoito horas antes do inicio do experimento era preparada uma suspensao de células HeL.a em
MEM, suplementado com 5% de SFB, sem antibiético, na concentragdo de 4 X 10° células/mL.
Em cada pogo da placa de 48 pocos (Corning Incorporation - USA) foram adicionados 550uL
da suspensao celular e a placa foi incubada a 37°C, em atmosfera imida com 5% CO.,.

Apos a incubagdo das células HeLa, o meio foi descartado e cada pogo foi lavado 10 vezes com
500uL de PBS pH 7,2.

As amostras bacterianas foram suspensas em PBS ap6s o crescimento em agar BHI e a
concentracdo foi ajustada para 10° UFC/mL, equivalente ao tubo 3 da Escala de MacFarland.
Essa suspensdo foi centrifugada (14000 X g por 10 min) e o sedimento ressuspenso em um
mesmo volume de MEM com 5% de SFB e sem antibi6ticos. Foram entdo inoculados 140uL da
suspensdo bacteriana, em quadriplicata, na placa de 48 pogos. A multiplicidade de infecgdo
empregada foi de 1000 bactérias/célula.

As placas com as células e as suspensdes bacterianas foram incubadas a 37°C, em atmosfera
Umida com 5% de CO,, por trés horas, para permitir a adesdo bacteriana nas células.

Apos a incubacdo, o meio foi descartado e os pocos foram lavados 10 vezes com 500uL de PBS
pH 7,2. Em dois pogos foram adicionados 140uL de MEM com 5% SFB + 250ug/ml de
gentamicina e nos outros dois pogos foi colocado 140ul de MEM com 5% SFB e sem
antibidtico. As placas foram incubadas novamente a 37°C em atmosfera imida com 5% de CO,
por mais trés horas. O meio foi descartado e os pogos lavados 10 vezes com 500uL de PBS pH
7,2. As células foram lisadas pela adicdo de 200pL de Triton X100 (LKB Bromma - Suécia) na
concentragdo de 0,1% por pogo, por 10 min.

Foram realizados dois testes por amostra e todos os testes foram realizados em duplicata.
4.5) Determinacdo da concentragdo bacteriana.

A determinacdo da concentracdo das suspensdes bacterianas foi realizada em placa de agar BHI
com 5% de sangue de cavalo, em duplicata, pelo “drop count method” (Miles ¢ Misra, 1938).
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4.6) Calculo da capacidade de aderéncia e invasao

Uma amostra foi considerada como ndo aderente e ndo invasiva (Ad” / Inv’) quando ndo houve
crescimento bacteriano nas contagens bacterianas realizadas a partir dos pogos sem e com
gentamicina.

Uma amostra foi considerada como aderente e ndo invasiva (Ad* / Inv’) quando houve
crescimento bacteriano na contagem bacteriana realizada a partir dos pogos sem gentamicina,
mas ndo houve crescimento bacteriano ou o numero bactérias foi igual ou inferior ao do
controle negativo (49 sp) nos pogos com gentamicina.

Uma amostra foi considerada como invasiva (Ad* / Inv") quando houve crescimento na
contagem bacteriana realizada a partir dos pogos sem gentamicina e quando o numero de
bactérias na contagem dos pocos com gentamicina foi maior que o controle negativo (49 sp).

As percentagens de aderéncia e invasdo foram calculadas segundo Tay et al. (1996). A
percentagem de aderéncia de cada amostra foi calculada utilizando as contagens bacterianas do
indculo e dos pogos sem gentamicina:

% de aderéncia = numero de bactérias intracelulares + bactérias aderentes/ mL X 100
ndmero de bactérias do inoéculo / mL

A percentagem de invasdo de cada amostra foi calculada utilizando a contagem bacteriana do
indculo e dos pogos com gentamicina:

% de invasdo = nuUmero de bactérias intracelulares / mL X 100
ndmero de bactérias do in6éculo / mL

4.7) Analise estatistica

A associacdo entre a capacidade de aderéncia e invasdo em células HeLa por amostras isoladas
de animais foi analisada pelo o teste do ¥ ou pelo teste de Fisher, quando adequado.
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5) RESULTADOS

Os resultados de aderéncia e invasdo em células HelLa por amostras de Campylobacter sp.
isoladas de animais estdo demonstrados na Tabela 2. A amostra de C. jejuni, 84sp, foi utilizada
como controle positivo, sendo seu percentual médio de internalizagdo de 0,005%. O controle
negativo utilizado no ensaio foi a amostra C. coli 49sp, que demonstrou percentual médio de
internalizacdo (0,000051%). Todas as amostras que apresentaram percentual de invasdo maior
que o indice determinado pelo controle negativo foram consideradas invasivas. A habilidade de
aderir e invadir células HelLa variou muito entre as amostras estudadas. A percentagem de
internalizagdo variou entre 0,000128% e 0,55814% e a percentagem de aderéncia variou entre
0,0000053% e 2,09302%.

As amostras de C. fetus subsp. fetus isoladas de fezes tiveram a maior média tanto no percentual
de aderéncia quanto no percentual de invasdo. Ao contrario, as amostras da mesma espécie,
porém isoladas do trato genital de bovinos apresentaram uma média as menores médias de
aderéncia e invasdo celular comparadas com as outras amostras testadas (Fig. 1).

0,40 -
0,35 A
0,30 A
0,25 A
0,20 ~
0,15 ~
0,10 -
0,05 A
0,00

Média dos percentuais

Aderéncia Invasado

Figura 1 — Média dos percentuais de aderéncia e invasdo em células HeLa das amostras de
C. jejuni [, C. coli M, C. fetus subsp. fetus (fezes) M e C. fetus subsp. fetus (trato genital)[]
isoladas de animais.

Entre as 63 amostras isoladas, 32 amostras (51%) foram capazes de aderir ou invadir as células
Hela. Destas, 19 amostras (59%) aderiram e ndo invadiram (Ad"/ Inv’) e 13 amostras (41%)
aderiram e invadiram (Ad" / Inv*) as células HeLa. Quase a metade das amostras testadas (49%)
n&o foi capaz nem de aderir, nem de invadir as células HeLa (Tab. 2).
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Tabela 2- Aderéncia e invasdo de amostras de Campylobacter sp. isoladas de animais em

células Hela.
ESPECIE ORIGEM Ad/inv . Ad7iny 2 AV o
C. jejuni frango 2 1 0 3
cado 3 0 1 4
suino 4 0 0 4
bezerro 0 1 0 1
primatas néo-
humanos 5 0 2 7
Sub-total 14 2 3 19
C. coli frango 1 0 0 1
suino 3 1 1 5
primatas ndo-
humanos 5 2 2 9
Sub-total 9 3 3 15
C. fetus subsp.
fetus bezerro (fezes) 6 4 7 17
bovinos (trato genital) 2 10 0 12
Sub-total 8 14 7 29
Total 31 19 13 63

1- Amostras ndo aderentes e ndo invasivas

2- Amostras aderentes e ndo invasivas

3- Amostras aderentes e invasivas.

Nenhuma das amostras de Campylobacter sp. isoladas de fezes de frangos foi capaz de invadir
(Ad* / Inv®) as células HeLa. Dentre as quatro amostras de Campylobacter sp. isoladas de caes
apenas uma (C. jejuni) foi considerada invasiva (Ad* / Inv"), assim como apenas uma amostra

(C. coli) isolada de suino (Tab. 2 e Fig.2).

16



C. jejuni

Bezerro |

Suino |

Primatas |
Cao |

Origem

. coli

vs)
(@]

Primatas [ |

Suino [ |

Origem

Frango |

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 2 — Percentual de amostras de C. jejuni e C. coli, ndo aderentes (Ad7/ Inv) [,
aderentes (Ad*/ Inv) [ e invasivas (Ad" / Inv")ll em células HeLa segundo a origem da
amostra.

Dentre as 19 amostras de C. jejuni testadas, duas (10,5%) foram capazes de aderir (Ad*/ Inv) e
trés (15,7%) invadiram (Ad" / Inv") as células HeLa. Dentre as 15 amostras de C. coli, trés
aderiram (Ad’/ Inv)) e outras trés (20,0%) invadiram (Ad" / Inv’) as células HeLa. Das 29
amostras de C. fetus testadas, 14 foram capazes apenas de aderir (Ad*/ Inv’) e 7 foram capazes
de invadir (Ad" / Inv") células HeLa (Tab.2 e Fig.3).

Mais da metade das amostras de C. jejuni e C. coli, 73% e 60% respectivamente, ndo aderiram,
nem invadiram (Ad7/ Inv’) as células HeLa. Porém, apenas 28% das amostras de C. fetus subsp.
fetus néo tiveram esse potencial. Entre as amostras de C. fetus subsp. fetus de origem intestinal,
35% néo aderiram, nem invadiram (Ad7/ Inv’) as células HeLa assim como 17% das amostras
isoladas do trato genital.
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Figura 3 —
Percentagem de amostras de Campylobacter sp. aderentes e invasivas (Ad" / Inv")[] ,
aderentes e ndo invasivas (Ad*/ Inv’)[@ e amostras ndo aderentes e néo invasivas (Ad/ Inv’
B . em células Hela, isoladas de animais.

Tabela 3 - Aderéncia e invasao em células HeLa por amostras de Campylobacter sp.
isoladas de primatas ndo-humanos.

Espécie Origem Ad/Inv ' AdInv?  Ad'/Inv*? Total
C. jejuni Macaca mulatta 1 0 0 1
Macaca fascicularis 2 0 0 2
Callithrix penicillata 0 2 2 4
Sub-total 3 2 2 7
C. coli Macaca mulatta 2 1 5
Macaca fascicularis 3 1 4
Sub-total 5 2 2 9
Total 8 4 4 16

1- Amostras ndo aderentes e ndo invasivas
2- Amostras aderentes e ndo invasivas
3- Amostras aderentes e invasivas

Podemos observar na tabela 3 que dentre as 16 amostras isoladas de fezes de primatas néo-
humanos, duas das sete amostras de C. jejuni e duas das nove amostras de C. coli foram
invasivas (Ad* / Inv®). Dentre as sete amostras de C. jejuni testadas, quatro foram isoladas de
Callithrix penicillata em um surto de diarréia, no Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias
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Biologicas da UFMG e trés foram isoladas de Macaca mulatta e Macaca fascicularis, no Centro
de Criagdo de Animais de Laboratorio (Cecal) da FIOCRUZ-RJ durante 0 manejo, assim como
todas as 9 amostras de C. coli.

Metade amostras de C. jejuni isoladas de Callithrix penicillata aderiram e invadiram as células
HeLa. As amostras de C. jejuni isoladas de primatas ndo-humanos no Cecal (FIOCRUZ-RJ),
sendo duas isoladas de Macaca mulatta e uma isolada de Macaca fascicularis, ndo foram
capazes de aderir nem invadir as células HeLa (Ad"/ Inv’).

Duas das nove amostras de C. coli isoladas de primatas ndo-humanos do Cecal (FIOCRUZ-R)J)
aderiram e invadiram (Ad"* / Inv*) células HelLa, sendo que uma foi isolada de Macaca mulatta e
a outra foi isolada de Macaca fascicularis. Duas amostras, isoladas de Macaca mulatta, apenas
aderiram (Ad*/ Inv’) enquanto 5 amostras, sendo 3 isoladas de Macaca fascicularis e 2 isoladas
de Macaca mulatta, ndo aderiram nem invadiram (Ad / Inv) as células HelLa.

A figura 4 apresenta os resultados da capacidade de aderéncia e invasdo de amostras de C. fetus
isoladas de fezes e trato genital de bovinos.

Entre as amostras de C. fetus subsp. fetus isoladas de fezes de bezerros, 24% aderiram (Ad" /
Inv), 41% foram capazes de invadir (Ad" / Inv*) e 35% ndo aderiram e nem invadiram (Ad" /
Inv’) as células HelLa. Porém, 83% das amostras de C. fetus subsp. fetus isoladas do trato genital
de bovinos aderiram (Ad* / Inv?) mas nenhuma das amostras testadas foi capaz de invadir as
celulas HeLa (fig.4).
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Figura 4 — Percentagem de amostras de C. fetus subsp. fetus isolados de fezes e aparelho
genital de bovinos capazes de aderir (Ad*/ Inv)[] e invadir (Ad"/ Inv") [l e ndo aderir
nem invadir (Ad/ Inv) [ as células HeLa.

N&o houve diferenca significativa entre a capacidade de aderéncia e invasdo entre amostras de C.
jejuni e C. coli isoladas de animais. Apenas houve diferenca significativa quanto a frequiéncia de
amostras de C. fetus subsp. fetus isoladas de trato genital de bovinos e amostras de C. fetus
subsp. fetus isoladas de fezes de bezerros (Teste Exato de Fisher, P = 0,0039) que apresentaram
capacidade de aderéncia e invaséo.
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6) DISCUSSAO

O ensaio de aderéncia e invasdo utilizado no presente estudo é geralmente aceito como um
modelo “in vitro” para determinar a capacidade de aderéncia e invasdo "in vivo" de varios
patégenos entéricos. Este ensaio é capaz de diferenciar as amostras que invadem as células
epiteliais, pois as bactérias que estdo aderidas, e ndo invadem, sdo mortas pela gentamicina, que
ndo penetra na célula epitelial (Konkel e Joens, 1989).

A invasdo de células eucariticas é um passo critico na patogénese de muitas infeccOes
bacterianas. Wooldridge e Ketley (1997) descreveram que no género Campylobacter, C. jejuni e
C.coli demonstravam capacidade de invadir células epiteliais tanto “in vivo” quanto “in vitro”.
Em 2002, Graham demonstrou, utilizando o ensaio com gentamicina e técnica de
imunofluorescéncia, que além de C. jejuni e C. coli, C. fetus também era capaz de aderir e
invadir células epiteliais.

Outros autores testaram a capacidade de aderéncia e invasdo de amostras de Campylobacter sp.
isoladas do homem em células de origem intestinal humana INT 407 e Caco-2 (Russel e Blake
Jr, 1994; Harvey et al., 1999; Graham, 2002; Nadeau et al., 2003). No presente estudo, foram
utilizadas células HeLa, originérias do trato genital humano, e as amostras de C. jejuni, C. coli e
C. fetus subsp. fetus testadas foram isoladas de animais, 0 que pode ter ocasionado algumas das
diferencas encontradas no presente estudo.

O percentual de invasdo do controle negativo (0,000051%) utilizado no presente estudo para
determinar a capacidade de invasdo foi maior que o indice utilizado por Tay et al. (1996), que
em seu estudo empregaram células Hep-2 e a amostra de E. coli K12, como controle negativo, e
consideraram como invasivas as amostras que apresentassem um percentual de invaséo superior
a 0,0000039%.

A habilidade de aderir e invadir células HeLa variou muito entre as amostras estudadas. Tay et
al. (1996) realizaram estudo similar, testando isolados clinicos e isolados de aves domésticas da
Malésia, em células HEp-2. Eles encontraram indices de internalizacdo, de amostras isoladas de
aves domésticas, variando de 0,00078% a 0,0091%, e indices de aderéncia variando de
0,000006% e 0,045%. Todas as seis amostras isoladas de aves domésticas, testadas por eles,
aderiram e quatro (67%) invadiram as células Hep-2. As amostras isoladas de animais, testadas
em nosso estudo, com indices mais baixos, tanto de aderéncia como de invasdo, apresentaram
percentagens muito proximas as encontradas por Tay et al. (1996), porém algumas amostras
apresentaram percentual de aderéncia e invasdo superiores. Nadeau et al. (2003) testaram a
capacidade de aderéncia e invasdo em células INT-407 de 173 amostras de C. jejuni e C. coli
isoladas de aves domésticas do Canada. Utilizando o ensaio com gentamicina, eles concluiram
gue 19% das amostras eram invasivas. Em nosso estudo, uma de quatro (25%) amostras isoladas
de frango foi capaz de aderir e nenhuma foi capaz de invadir células HeLa. A diferenca
encontrada entre os resultados pode estar relacionada com o numero reduzido de amostras
testadas, com os diferentes tipos de células utilizadas nos testes e ainda com diferencas
geogréficas dos animais dos quais as amostras de Campylobacter sp. foram isoladas.

Os resultados deste trabalho demonstram gque menos da metade das amostras de C. jejuni e C.
coli isoladas de animais foram capazes de aderir (Ad*/ Inv) as células HeLa, em concordancia
com o estudo de amostras C. jejuni e C. coli isoladas do homem realizado em células HeLa por
Fauchére et al. (1986). Entretanto, outros pesquisadores tém concluido que todas as amostras de
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C. jejuni e C. coli isoladas de animais foram capazes de aderir e invadir células HelLa
(Fernandez e Trabulsi, 1995; Manninem et al., 1982). A utilizacdo de técnicas diferentes, como
coloracdo com Giemsa e técnicas de imunofluorescéncia, respectivamente, além do pequeno
nimero de amostras testadas nesses estudos, pode ter ocasionado as diferengas encontradas.

Konkel e Joens (1989) e Fernandez e Trabulsi (1995) testaram a capacidade de aderéncia e
invasdo em células Hep-2 e Hela, respectivamente, de amostras de C. jejuni e C. coli isoladas
de suinos e consideraram todas as amostras invasivas, apesar dos baixos indices de invasdo.
Apenas 20% das amostras de C. coli isoladas de suinos testadas em nosso estudo, foi capazes
de invadir (Ad*/ Inv®) células HeLa. Entretanto nenhuma amostra de C. jejuni isolada de suinos
foi capaz de aderir, nem invadir as células HeLa.

Muito pouco se conhece sobre a patogenicidade das amostras de Campylobacter sp. isoladas de
primatas. Carvalho (1992) testou a capacidade de aderéncia e invasdo em células Hep-2 de
amostras de C. jejuni isoladas de primatas ndo-humanos (Callithrix penicillata) em um surto de
diarréia, no biotério do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFMG, e descreveu que 80% das
amostras testadas foram capazes de associar e invadir monocamadas de células Hep-2. Em
nosso estudo foram incluidas 4 amostras de C. jejuni isoladas de Callithrix penicillata por
Carvalho (1992) e 50% dessa amostras aderiram e invadiram as células HeLa. A diferenca dos
resultados encontrados pode estar relacionada com nimero de amostras utilizadas nesse estudo
ou ainda pela perda de viruléncia dessa amostras ha manutencao e repique no laboratorio.

Nenhuma das amostras de C. jejuni isoladas de primatas ndo humanos durante o manejo
zootécnico no Centro de Criagdo de animais de Laboratorio (CECAL) da Fundagdo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ-RJ) foi capaz de aderir e invadir as células HeLa. Entre as amostras de C. coli,
isolados desses primatas, 22% foram capazes de aderir e invadir (Ad*/ Inv*) e mais da metade
das amostras (55%) nao foi capaz nem de aderir e nem invadir (Ad"/ Inv’) as células HeLa.

A diferenca dos resultados encontrados entre as amostras de C. jejuni isoladas de primatas nao-
humanos em nosso estudo pode estar relacionada com diferenca geografica dos animais. Outra
hipotese para a diferenga dos resultados obtidos é a presenca de um surto de diarréia quando as
amostras de C. jejuni isoladas Callithrix penicillata por Carvalho (1992) enquanto as amostras
de C. jejuni e C. coli isoladas de Macaca mulatta e Macaca fascicularis foram obtidas durante o
manejo, onde nao foram identificados casos de diarréia.

Entre os poucos trabalhos que testaram a capacidade de aderéncia e invasibilidade em células
HeLa de amostras de Campylobacter sp, alguns autores descrevem sobre a capacidade de
aderéncia e invasdo de amostras isoladas de cées (Manninen et al., 1982; Fernandez e Trabulsi,
1995). Fernandez e Trabulsi (1995) testaram a capacidade invasiva em células HeLa de uma
amostra de C. jejuni e uma amostra de C. coli isoladas de cdes e ambas foram consideradas
invasivas. Manninen et al. (1982) também testou apenas uma amostra de C. jejuni isolada de céo
e essa amostra invadiu as células HeLa. Em nosso estudo foram testadas 4 amostras de C. jejuni
isoladas de cées e apenas 25% foram capazes de aderir e invadir (Ad*/ Inv®) as células HeLa.

Tanto C. fetus subsp. fetus quanto C. fetus subsp. venerealis podem causar doencas nos bovinos,
entretanto os nichos sdo diferentes. C. fetus subsp. venerealis habita o trato genital e causa
problemas, como repeticdo de cio, aborto ou sub-fertilidade. C. fetus subsp. fetus coloniza o
trato intestinal e pode atingir a placenta causando abortos esporadicos (Thompson e Blaser,
2000). A capacidade de aderéncia e invasibilidade das amostras de C. fetus subsp. fetus isoladas
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de fezes de animais estudas no presente trabalho ndo correspondem aos achados de Graham
(2002). O autor testou amostras de C. fetus subsp. fetus de referéncia e isolados clinicos de
pacientes humanos e considerou todas as amostras positivas para aderéncia e invasdo em
diferentes tempos de incubacdo. A diferenca no percentual de aderéncia e invasdo das amostras
de C. fetus subsp. fetus isoladas de fezes e de trato genital de bovinos (P = 0,0039) pode estar
relacionada com diferencas de patogenicidade entre as duas sub-espécies de C. fetus.

Provavelmente, as amostras de C. fetus subsp. fetus isoladas de trato intestinal tem capacidade
de invadir células epiteliais devido a necessidade de colonizar o intestino dos animais e evadir-
se dos movimentos peristalticos intestinais. Para que haja a translocagdo pela barreira mucosa
intestinal, é necessaria interacdo com as células epiteliais (Graham, 2002). Entretanto, quando as
amostra de C. fetus subsp. fetus estdo colonizando o trato genital, estio em um ambiente onde
n&o h& necessidade de invasdo, apenas a aderéncia as células epiteliais permite a colonizagao.

Os resultados obtidos nesse estudo diferem dos resultados obtidos por outros pesquisadores.
Primeiramente, existem poucos estudos de aderéncia e invasdo em ceélulas epiteliais utilizando
amostras de Campylobacter sp. isoladas de animais e ainda assim sdo utilizadas poucas
amostras. A maior parte autores que pesquisaram a capacidade de aderéncia e invasdo em
celulas epiteliais de origem humana, como a célula HeLa, testaram amostras de Campylobacter
isoladas do homem. Konkel et al. (1992) descreveram que ndo h& diferenca significativa na
capacidade de invasao por amostras de Campylobacter em células de origem humanas (INT 407,
Hep-2 e Hela), porém eles testaram somente amostras isoladas do homem. Pode ser que haja
diferenca no uso de células de origem humana quando se avalia a capacidade de aderéncia e
invasdo de amostras de Campylobacter isoladas de animais. Possivelmente células de linhagem
ndo humana possam expressar diferentes tipos ou quantidades de proteinas de superficie. Seriam
necessarios estudos que utilizem células de origem animal (Vero, MDBK e CHO-K1) e humana
(INT 407, Hep-2 e HelLa) e amostras isoladas de animais para se verificar a real diferenga na
capacidade de aderéncia e invasdo dessas amostras. Outro motivo provavel que justifique o
baixo nimero de amostras de Campylobacter sp. aderentes e invasivas pode estar relacionado
com a quantidade de vezes que as amostras testadas foram repicadas em laborat6rio. Konkel e
Joens (1989) descreveram que isolados clinicos recentes de Campylobacter sp. tém maior
capacidade de invasdo em células epiteliais e que passagem “in vitro” reduz essa capacidade nas
amostras.
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7) CONCLUSOES
Os resultados do presente trabalho permitem concluir que:

- Amostras de C. jejuni, C. coli e C. fetus subsp. fetus isoladas de fezes de animais tem
capacidade de aderir e invadir células HeLa;

- Apenas amostras de C. jejuni isoladas de primatas e cdes, amostras de C. coli isoladas de
primatas ndo-humanos e suinos e amostras de C. fetus subsp. fetus isoladas de fezes de bezerro
foram capazes de invadir as células HelLa;

- Nenhuma amostra de C. fetus subsp. fetus isolada de trato genital bovino foi capaz de invadir
as células Hel.a;

- Houve diferenca significativa entre a capacidade de aderéncia e invasdo das amostras de C.
fetus subsp. fetus isoladas de trato genital e amostras isoladas de fezes de bovinos (P = 0,0039).
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