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RESUMO

As Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA) sdo consideradas um grande problema de
salde publica mundial e dentre os micro-organismos que podem ser veiculados destacam-se
as bactérias do género Campylobacter spp. Com o objetivo de detectar, caracterizar e avaliar a
incidéncia de Campylobacter spp. em carcacas de frango de corte congeladas e resfriadas
foram analisadas, por trés metodologias distintas (ensaio imunoenzimatico, reagdo em cadeia
da polimerase - PCR e PCR em tempo real ), 86 amostras de carcacas de frangos de corte (43
resfriadas e 43 congeladas) coletadas em um abatedouro de aves sob inspecao federal. Das 86
amostras analisadas pelo método do ensaio imunoenzimatico, apenas quatro (4,65%)
apresentaram resultado positivo para Campylobacter spp., e estas quatro positivas eram
amostras resfriadas. Pela metodologia da PCR nenhuma amostra foi considerada positiva para
este micro-organismo, porém, os iniciadores utilizados nesta metodologia ndo foram
considerados ideais. Entretanto, quando foi utilizada a técnica da PCR em tempo real, 24
(55,81%) amostras resfriadas e 21(48,84%) amostras congeladas apresentaram resultados
positivos para Campylobacter spp. Das amostras analisadas pelo PCR em tempo real, 40
(46,51%) foram positivas para Campylobacter jejuni, 15 (17,44%) foram positivas para
Campylobacter coli e em 10 (11,63%) amostras foram detectados tanto Campylobacter jejuni
qguanto Campylobacter coli. Ndo foram observadas diferencas significativas na presenca de
Campylobacter spp. em carcacas resfriadas e congeladas. Foi concluido que a técnica de PCR

é considerada de eleicdo para deteccdo desse patdgeno em carcacas de frango de corte.

Palavras - chaves: Campylobacter, PCR, frango de corte, DTA



ABSTRACT

Foodborne diseases are considered a worldwide public health problem, and bacteria of the
Campylobacter spp. type are among the micro-organisms that can be transmitted. In order to
detect, describe and measure the presence of Campylobacter spp., 86 chicken carcasses (43
cooled and 43 frozen) collected at a federally inspected slaughterhouse were analyzed. Three
different methods were used (immunosorbent assay, Polymerase Chain Reaction - PCR and
real-time PCR). Of the 86 samples analyzed with the immunosorbent assay only four (4.65%)
tested positive for the Campylobacter spp., and these four positive samples were cooled.
Using the PCR method, no samples tested positive; however, the primers used in this method
were not considered ideal. Nonetheless, when the real-time PCR method was used, 24
(55.81%) cooled samples and 21 (48.84%) frozen samples tested positive for Campylobacter
spp. Out of the samples analyzed in real-time PCR, 40 (46.51%) tested positive for
Campylobacter jejuni, 15 (17.44%) tested positive for Campylobacter coli, and in 10
(11.63%) samples both Campylobacter jejuni and Campylobacter coli were detected. There
was no observable difference in the presence of Campylobacter spp. between cooled and
frozen carcasses. We conclude that the real-time PCR method is optimal for the detection of
this pathogen in chicken carcasses.

Keywords: Campylobacter, PCR, chicken carcass, foodborne diseases
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1. INTRODUCAO

Atualmente o Brasil é o terceiro maior produtor de carne de frango do mundo, ficando atras
apenas dos EUA e da China. Em 2012 a producdo brasileira foi de 12,645 milhdes de
toneladas, e do volume total produzido 8,727 milhdes de toneladas (69%) foi destinado ao
consumo interno e 3,918 milhdes de toneladas (31%) foi destinado a exportacéo. Este volume
exportado colocou o Brasil como maior exportador do mundo de carne de frango (Unido...,
2013). Desta maneira, € possivel observar que o Brasil caminha para se tornar uma lideranca
mundial no agroneg6cio, porém, para se consolidar nessa atividade € preciso ampliar sua
competéncia para atuar de modo eficiente no controle das cadeias de producdo agropecuéria e

para garantir a qualidade e a seguranca dos produtos.

Considerando o desenvolvimento da avicultura e a necessidade de produzir alimentos seguros
e com qualidade, a adocdo de medidas para o controle sanitario das granjas e industrias é
fundamental para evitar surtos de toxinfec¢@es alimentares transmitidas por produtos avicolas.
As doencgas transmitidas por alimentos (DTA) sdo amplamente conhecidas e mais de 250
géneros micro-organismos envolvidos em surtos ja foram identificados. A manifestacdo
clinica mais comum das DTA é diarréia e, devido a sua elevada incidéncia ou por ainda ser
considerada um fato comum, representa um desafio para o seu registro e controle, dificultando

o0 conhecimento dos alimentos e micro-organismos envolvidos nesses incidentes (CVE, 2003).

Dentre os micro-organismos envolvidos em DTA relacionadas a carne de frango, podem ser
citadas as espécies do género Campylobacter. Campylobacter spp. sdo bactérias gram-
negativo responsaveis por causar diarréias em seres humanos, infeccGes oportunistas em
pacientes imunossuprimidos e diarréia e distdrbios reprodutivos em animais domésticos. Ha
relatos da associacdo do Campylobacter spp. com doengas auto-imunes pos-infeccdo
incluindo, artrite, sindrome de Guillain-Barré (SGB) e sindrome de Miller Fisher (Butzler,
2004; Gorman e Adley, 2004). A infeccdo causada por bactérias do género Campylobacter
spp. foi denominada de campilobacteriose e é considerada uma zoonose, por ser uma doenca

transmitida aos seres humanos por animais ou produtos de origem animal (Risk..., 2009).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) Campylobacter spp. é o principal
agente causador de doencas transmitidas por alimentos em seres humanos e € também a
bactéria que mais causa enterites infecciosas no mundo. Em paises desenvolvidos e em

desenvolvimento os casos de campilobacteriose superam 0s casos de enterites causadas por
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Salmonella spp, e segundo a Agéncia Européia de Seguranca dos Alimentos (EFSA), em 2010,
na Unido Européia essa foi a principal zoonose relatada com uma incidéncia que continua a
aumentar (Risk..., 2009; Salmonella..., 2010).

O Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) dos Estados Unidos calcula que
ocorrem 13 casos de campilobacteriose para cada 100.000 habitantes. Segundo o CDC,
muitos casos ndo sdo reportados e estima-se que a campilobacteriose afete mais de 2,4
milhGes de pessoas a cada ano, ou 0,8% da populagdo mundial. Embora comumente nao cause
morte, cerca de 124 Gbitos ocorrem a cada ano por infec¢des causadas por Campylobacter spp
(Campylobacter..., 2010).

Espécies de Campylobacter termofilicas, ou seja, com temperatura ideal de crescimento entre
42 e 43°C tém sido identificadas como a maior causa de gastrenterite bacteriana em seres
humanos em varios paises. As espécies mais frequentemente isoladas sdo C. jejuni, C. coli e
C. lari (Altekruse et al., 1999; Houng et al., 2001; Foster et al., 2004).

As aves, especialmente os frangos de corte, sdo o0s principais reservatorios naturais de
Campylobacter spp. O consumo e a manipulacdo de aves e produtos avicolas tém sido
implicados como os principais veiculos de infeccdo e a prevaléncia de Campylobacter spp em
produtos avicolas é elevada (Jones et al., 1984; Uyttendale et al., 1999; Jorgensen et al.,
2002; Mead, 2004; Hussain et al., 2007).

O efeito do resfriamento e do congelamento na sobrevivéncia de C. jejuni ainda ndo foram
bem elucidados. Alguns estudos confirmam uma reducdo significativa na porcentagem de
carcacas positivas para C. jejuni ap6s o congelamento (Stern et al.,1984, Alter et al., 2005). O
congelamento pode dificultar a sobrevivéncia de Campylobacter spp uma vez que, diversos
fatores, incluindo a formacéo do gelo e a desidratacdo, levam a injuria do micro-organismo,

além do estresse oxidativo que pode induzir a morte da célula (Park, 2002).

Os métodos convencionais de isolamento de Campylobacter spp em alimentos utilizam meios
de enriquecimento seletivo com posterior subcultivo em meios solidos seletivos. Estes
métodos sdo muito demorados e, ap0s o isolamento, a confirmacao requer testes bioquimicos
e sorologicos adicionais. O ensaio imunoenzimatico, baseado na reacdo antigénica, € um
método analitico utilizado para analise de varios micro-organismos em alimentos, entre eles, o
Campylobacter spp. Este ensaio confere especificidade, e agilidade; em 50 horas é possivel
confirmar a presenca ou nao da bactéria. Ja a metodologia da reacdo em cadeia da polimerase

(PCR) tem sido utilizada para a pesquisa do Campylobacter spp. em funcéo de sua rapidez,
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especificidade e sensibilidade e tem sido padronizada para detecgdo, identificacdo e
quantificacdo de Campylobacter spp. em alimentos (Cheng e Griffiths, 2003; Oliveira et al.,
2005; bioMérieux, 2007).

Com base nestes aspectos, 0s objetivos deste trabalho foram avaliar a frequéncia e deteccéo
de Campylobacter spp. em carcagas de frango congeladas e resfriadas, avaliar se a
temperatura de armazenamento da carne influencia na presenga desse micro-organismo e
comparar as metodologias imunoenzimatica, PCR e PCR em tempo real para deteccdo desta

bactéria.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Historico

Os primeiros relatos de uma possivel infeccdo causada por Campylobacter spp. ocorreram no
final do século XIX na Alemanha. Em 1886, Escherich observou micro- organismos
semelhantes a Campylobacter spp. em fezes de criancas e gatos com diarréia e denominou

estas bactérias Vibrio felinus (Butzler, 2004).

Porém, apenas em 1909 foram realizados os primeiros isolamentos de espécies do género
Campylobacter spp, McFaydean e Stockman isolaram bactérias microaeréfilas com
morfologia espiralada de tecidos de fetos bovinos e ovinos abortados. Em 1918, Smith
também identificou micro-organismos similares ao examinar fetos bovinos abortados,

denominando-os Vibrio fetus (Moore, 2005).

Jones e Little, em 1931, isolaram, de bezerros com diarréia, uma bactéria espiralada
microaerofila que causava lesdes no jejuno e a denominaram de Vibrio jejuni. J& Doyle, em
1944, descreveu um vibrion isolado do intestino de suinos com diarréia e 0 denominou de
Vibrio coli. Em 1946, Levy descreveu um surto de diarréia em seres humanos e verificou a
presenca de bactérias com formas curvas e espiraladas em amostra de fezes e de sangue
(Butzler, 2004).

Finalmente, Sébald e Veron, em 1963, sugeriram a criacdo do género Campylobacter, que
significa bactéria encurvada. Nesse género foram englobadas as bactérias anteriormente

denominadas de Vibrio fetus, Vibrio jejuni e Vibrio coli. Esses pesquisadores verificaram que
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estes micro-organismos apresentavam caracteristicas muito diferentes de Vibrio spp., tanto no
metabolismo quanto na composicdo do material genético, o que justificava a separacdo dessas

bactérias em um novo género (Moore, 2005).

Em 1966, com base em estudos filogenéticos, Veron e Chatelain propuseram a inclusdo do
género Campylobacter na familia Spirillaceae. Na década de 1980, Krieg sugeriu que 0
género Campylobacter ndo fosse mais incluido na familia Spirillaceae, por apresentar
caracteristicas filogenéticas incompativeis e, apenas em 1991, os autores Vandamme e De
Ley, incluiram o género Campylobacter na familia Campylobacteriaceae, a qual também

pertence o género Arcobacter (Engberg, 2006)

Atualmente o género Campylobacter compreende 32 espécies e 13 subespécies, sendo as
espécies C. jejuni, C. coli, C. lari e C. upsaliensis conhecidas como termofilicas. S&o
reconhecidas duas subespécies de Campylobacter jejuni como unidades taxondmicas
independentes. S&o elas Campylobacter jejuni subsp. jejuni e C. jejuni subsp. doylei.
Campylobacter jejuni subsp. doylei tem sido isolada do terco inferior do estdmago de
pacientes com Ulcera gastrica e gastrite cronica ativa, além de criancas com diarréia. Ja
Campylobacter jejuni subsp. jejuni apresenta a maior frequéncia de isolamento das espécies
do género, e por isso, na maioria das vezes, é referida na literatura simplesmente como

Campylobacter jejuni (Fernandez, 2008; Euzéby, 2012).

2.2.  Caracteristicas de Campylobacter spp

O género Campylobacter (do grego capilo=curvo e bacter=bastdo) constitue-se de bastonetes
curvos em forma de virgula, ’S”, asa de gaivota ou espiral, cujas dimensdes variam entre 0,2
a 0,9 um de largura por 0,5 a 5 um de comprimento. Sdo bactérias Gram-negativo,
microaerofilas, ndo hemoliticas, ndo esporuladas e as colbnias frequentemente ndo sdo
pigmentadas. Em culturas mais antigas, ou sob condigfes de cultivo adversas, as células de
Campylobacter spp. podem adquirir formas cocoides, 0 que representa um estagio
degenerativo de seu ciclo de vida, sem levar a perda de seu poder infectante (Nachamkin,
2007). A transicdo da morfologia celular espiralada para uma forma cocoide ocorre na fase
estacionaria do crescimento e, durante esse processo, essas bactérias ndo sdo detectaveis por
metodologias convencionais estando na forma viavel mas nao cultivavel (VNC) (Bovill e
Mackey, 1997).
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Segundo Rowe et al. (1998), formas VNC de Campylobacter spp representam uma estratégia
de sobrevivéncia do micro-organismo, induzida pelo estresse causado por escassez de
nutrientes no meio ou temperatura inadequada para crescimento, dentre outros fatores. Ha
caréncia de informacGes sobre a resisténcia das VNC a pH e sanitizantes como cloro e
compostos quartenarios amoniacais, que sdo amplamente utilizados na industria de alimentos

e nas instalagdes das granjas produtoras.

Os micro-organismos do género Campylobacter sdo moveis e possuem um flagelo polar em
uma ou em ambas as extremidades, fazendo que apresentem movimento em forma de “saca-
rolha”. Sao microaerdéfilos, necessitam de 3 a 5% de oxigénio e de 2 a 10% de didxido de
carbono para crescimento, e a temperatura preferencial para seu desenvolvimento é de 42°C.
E um micro-organismo capaz de crescer em pH de 4,9 a 9,0, sendo o pH 6timo de

crescimento entre 6,5 a 7,5 (Humphrey, 2007).

As espécies do género Campylobacter obtém energia a partir de aminoacidos ou componentes
intermediarios do ciclo do &cido carboxilico, ndo utilizam carboidratos como fonte de carbono
e ndo fermentam nem oxidam agucares. No género Campylobacter existem espécies que sdo
catalase positiva e outras negativa, sendo que as principais espécies que sdo as responsaveis
por gastroenterites em seres humanos, C. coli, C. jejuni e C. lari, sdo catalase positiva.
Campylobacter spp. é oxidase positiva, indol negativo e reduz nitrato. Este género ndo produz
hemolise, é extremamente sensivel ao cloreto de sédio, sendo que essa sensibilidade varia de

acordo com a temperatura (Franco e Landgraf, 1996; Jay, 2005).

Campylobacter spp. é considerado um micro-organismo fastidioso, pois sua multiplicacdo
ocorre de forma lenta; acredita-se que esta caracteristica se deve ao pequeno tamanho do
genoma, o qual possui de 1600 Kb a 1700 Kb, correspondendo em tamanho a 30% do genoma
da Escherichia coli. Por possuir 0 genoma relativamente pequeno, o género Campylobacter
apresenta um nimero menor de genes comparados aos outros micro-organismos patogénicos,
isto reflete na necessidade de um meio complexo para o desenvolvimento, o que dificulta a
sobrevivéncia fora do ambiente intestinal dos animais de sangue quente (Vandamme, 2000;
Bhunia, 2008).

Das espécies termofilicas, C. jejuni, C. coli e C. lari sdo considerados espécies mais
importantes como patdgenos para seres humanos. C. jejuni se destaca como a principal
espécie causadora de gastroenterites.Estas espécies patogénicas sdo rapidamente destruidas
pelo calor, ndo sobrevivendo aos processos térmicos utilizados no preparo de alimentos
(Humphrey, 2007; Campylobacter..., 2005).
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Campylobacter spp. estd presente no trato gastrointestinal de grande parte dos animais de
sangue quente, como aves, suinos e bovinos e sua principal via de transmissdo é por
alimentos, carne e seus derivados contaminados e mal cozidos, além da 4gua contaminada. A
contribuicdo relativa de cada uma das fontes acima referidas para o peso global da doenca nédo
é clara, mas acredita-se que o consumo de carne de frango € um dos principais contribuintes.
A ampla ocorréncia da campilobacteriose impede o desenvolvimento de estratégias de
controle ao longo da cadeia alimentar. No entanto, em paises onde as estratégias especificas
foram colocadas em pratica para reduzir a prevaléncia de Campylobacter spp. em frangos, foi

observada uma redugao similar nos casos de infec¢cdo humana (Risk..., 2009).

2.3. Mecanismos de viruléncia e patogenia

O mecanismo pelo qual Campylobacter spp. causa doenca no homem ainda ndo estd
esclarecido, porém sdo reconhecidos como principais fatores de viruléncia a adesdo e invasao
de células epiteliais do hospedeiro e a producédo de toxinas. O passo inicial para que ocorra a
infeccdo é a adesdo. Elementos estruturais como o flagelo, algumas proteinas de membrana
externa e lipopolissacarideos permitem a travessia do muco intestinal e adesdo da bactéria a
célula epitelial. O formato curvo-espiralado da célula e o0 movimento tipico em “saca-rolha”
de Campylobacter spp. facilitam a colonizacdo do epitélio intestinal (Jawets et al., 1998;
Fernadez, 2008).

A invasdo celular tem importante papel na patogenicidade. O mecanismo pelo qual o
Campylobacter spp. invade as células epiteliais ainda ndo é totalmente definido. Acredita-se
que microfilamentos de actina e a formagdo de microtibulos seriam responsaveis pela
internalizacdo. Além disso, certas proteinas sintetizadas apds contato com a célula eucariotica
poderiam facilitar a internalizacdo da bactéria promovendo a inflamacdo e a bacteremia
(Fernandez, 2008).

A caracterizagdo da atividade tdxica de Campylobacter spp. vem sendo estudada, pois
somente a invasdo das células hospedeiras ndo seria capaz de causar os efeitos citopaticos
observados nas enterites. As toxinas tém sido consideradas um dos fatores mais importantes
para justificar esses efeitos, sendo que essas podem ser enterotoxinas e/ou citotoxinas. A
toxina de distenséo citoletal (CDT), codificada pelos genes adjacentes cdtA, cdtB e cdtC, ja

foi caracterizada e detectada em diversas amostras de Campylobacter spp., seu papel como
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fator de viruléncia ainda ndo esta elucidado, mas acredita-se que haja o envolvimento de CDT
no processo de diarréia causando alteracdo nas células das criptas intestinais, levando a uma
erosdo temporaria e subsequente perda da funcao de absorcdo (Wassenaar et al., 1997; Purdy
et al., 2000; Van Vliet e Ketley, 2001; Park, 2002).

2.4.  Epidemiologia

No Brasil, a presenca de Campylobacter spp. tem sido relatada em casos de diarréia aguda ou
cronica e em individuos assintomaticos. Em 2003, foi notificado ao Centro de Vigilancia
Epidemioldgica de Sao Paulo dois surtos de infec¢do causados por Campylobacter spp., um
envolvendo trés pessoas que haviam consumido ovos de Pascoa contaminados, em abril na
cidade de Ribeirdo Preto, e outro, na cidade de Santo André em agosto, onde foi relatada a

ocorréncia da doenca em duas pessoas que haviam ingerido carne de frango (Surtos..., 2003).

Segundo Scarcelli et al. (2005), Campylobacter spp. foi o segundo patégeno mais isolado de
criancas com idade inferior a quatro anos. Estes autores relataram que aproximadamente 25%
dos quadros diarréicos diagnosticados no Laboratorio de Analises Clinicas do Hospital Fleury
em S&o Paulo, no periodo de janeiro de 1998 a abril de 2001 foram causados por essa
bactéria.

Em uma analise epidemioldgica dos surtos de doengas transmitidas por alimentos realizada no
Brasil no periodo de 2000 a 2011, Campylobacter spp. foi considerado pouco frequente,
sendo relatado em apenas 3 surtos durante o periodo estudado, porém estes dados podem ter
sido subestimados devido a dificuldade de diagndstico da doenca, técnicas de cultivo para
bactérias microaerdfilas que ndo sdo feitas na rotina, e por ndo considerar casos isolados
(Dados..., 2011).

Apesar de ser considerada uma doenga comum, 0s surtos de campilobacteriose sdo raros. As
caracteristicas do micro-organismo, a dificuldade de acompanhamento dos casos pela saude
publica e a dificuldade de diagnostico pelos laboratorios podem ser algumas das razdes por

trés da inesperada baixa incidéncia de surtos (Wall et al., 1996; Little et al., 2010).

Mazick et al. (2006) relataram um grande surto de campilobacteriose, ocorrido em maio de

2005 na cidade de Copenhage, Dinamarca. Dos 247 funcionarios de uma empresa que
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comeram na cantina 79 tiveram sintomas da doenca. Os autores observaram que o surto estava

relacionado ao consumo de um prato a base de carne de frango (salada de frango).

No Canada ocorreu um surto causado por Campylobacter jejuni, em junho de 2007. O surto
afetou mais de 200 dos 785 participantes de uma corrida em British Columbia, a provéavel
causa do surto foi a ingestdo de agua e lama contaminadas com fezes de animais pelos

participantes (Stuart et al., 2008).

Calciati et al. (2012) descreveram um surto de campilobacteriose ocorrido na cidade de
Barcelona, Espanha, em 2010. Na ocasiao, 75 criancas desenvolveram a doenca. Das amostras
de fezes coletadas das criangas doentes, 64,4% foram positivas para C. jejuni. Amostras de
agua, frango assado e salada russa foram negativas para todos 0s micro-organismos
pesquisados, porém C. jejuni é considerado sensivel a baixas temperaturas e os alimentos
suspeitos foram mantidos congelados o que pode justificar a dificuldade no isolamento.
Autoridades de vigilancia epidemioldgica detectaram deficiéncias na cozinha da escola e no
processo de manipulacdo de alimentos, como a utilizacdo de mesma superficie para
manipulacdo de alimentos crus e cozidos o que eleva o risco de ocorréncia de contaminacao

cruzada.

Outro surto ocorreu na cidade de Liverpool, Reino Unido, em janeiro de 2011, e todos os
envolvidos se alimentaram em um mesmo restaurante. Das 26 pessoas expostas, 11 pessoas
apresentaram sintomas consistentes que presumissem infeccdo por Campylobacter spp. Das
11 pessoas com sintomas caracteristicos de campilobacteriose, apenas quatro forneceram
amostras de fezes e tiveram a confirmacdo laboratorial da doenca. Agentes de vigilancia
epidemioldgica detectaram o micro-organismo no parfait de figado de frango (Farmer et al.,
2012).

2.5. Campilobacteriose em Aves

Os pombos, gaivotas, pardais, patos, perus e especialmente, o frango , sdo considerados
reservatorios primarios de Campylobacter spp., principalmente C. jejuni e C. lari. Sabe-se
que, nas aves, a colonizacdo € geralmente assintomatica, podendo ser encontrados niveis de
10° Unidades Formadoras de Col6nias (UFC)/g de fezes sem sintomas clinicos da doenca. A
alta incidéncia de C. jejuni em frangos pode ser reflexo da sua temperatura Otima de

multiplicacdo, uma vez que o trato intestinal das aves tem uma temperatura superior a dos
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mamiferos, cerca de 42°C.A alta densidade populacional na criagdo destes animais se tornou
um fator importante para a disseminagdo desse agente entre aves (Park, 2002; Forsythe, 2002;
Zhang, 2008).

A transmissdao de Campylobacter spp. entre aves ocorre principalmente por via horizontal,
através de cama do aviario, de moscas, da agua de bebida, de pessoas e do contato com ratos,
equipamentos contaminados, etc. Cerca de 90% de um lote torna-se infectado dois a quatro
dias apo6s o inicio da eliminacdo da bactéria no ambiente, devido a alta transmissdo via
horizontal desse agente entre aves e por estas eliminarem o micro-organismo por semanas

apos a contaminacdo (Shane e Stern, 2003).

Franchin et al. (2005) analisaram, no sul do pais, as possiveis fontes de contaminacdo por
Campylobacter termofilico em frangos antes do abate. As amostras que apresentaram maior
frequéncia de isolamento de Campylobacter spp. foram amostras de penas (79,2%) seguidas

das amostras de cloaca (75%).

2.6.  Fontes de contaminacéo

Os alimentos de origem animal sdo considerados a principal fonte de infeccdo da
campilobacteriose em seres humanos. Estima-se que 50-70% dos casos tenham origem
alimentar e estejam relacionados ao consumo ou a manipulacdo de carne de frango crua
contaminada, sendo que a contaminacdo de carcacas de frangos em abatedouros é considerado
o principal fator de risco para estas infeccdes (Altekruse et al., 1999; Shane e Stern, 2003;
Rozynek et al., 2005).

Falhas no processo de evisceracdo, mas condicdes de higiene e manipulagdo sdo pontos
criticos na contaminacdo de carcacgas de frango. O controle adequado durante o processo de
abate é importante para reducdo de Campylobacter spp. no produto final (Carvalho et al.,
2002).

Talvez a forma mais importante para o alimento carneo tornar-se veiculo de infeccdo da
campilobacteriose, seja a contaminacdo cruzada durante a manipulagdo dos alimentos. Neste
aspecto, a carcaca de frango congelada assume grande importancia, pois a agua de degelo em
contato com outros alimentos, principalmente os ingeridos in natura, poderia explicar a

origem dos frequentes casos de infeccdo humana (Skirrow, 1991; Scarcelli, 2005).
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Paulsen et al. (2005) analisaram 198 amostras de carne de frango adquiridas em um
supermercado na Austria, e isolaram Campylobacter spp. em 39,4% das amostras analisadas.
Parisi et al. (2007), em pesquisa realizada na Italia avaliaram 30 amostras de carne de frango

do varejo e detectaram Campylobacter spp. em 76% amostras.

Kuana et al. (2008), em Porto Alegre (RS), pesquisaram a presenca de Campylobacter spp.
em 96 carcagas de frango em um abatedouro antes da imersdo no chiller e encontraram uma

alta incidéncia do micro-organismo, 97,9% das amostras foram positivas.

Oliveira e Oliveira (2013) realizaram um trabalho com o objetivo de avaliar a contaminagéo
de carcacas de frangos de corte pelo micro-organismo Campylobacter spp. antes de entrar no
processo de pré-resfriamento (pré-chiller) e ap6s a saida deste (pds-chiller). Neste estudo os
autores encontraram 56,0% de amostras positivas no pré-“chiller” e 44,0% no pds-“chiller”,

demonstrando uma reduc¢do na contagem de Campylobacter spp. ap6s o pré-resfriamento.

Menezes (2013) em Minas Gerais, pesquisou a presenca de Campylobacter spp. em 240
carcacas de frango e encontrou uma baixa incidéncia desse micro-organismo, 2,08% das

amostras foram positivas.

2.7.  Efeito do resfriamento e congelamento na sobrevivéncia do Campylobacter spp.

A reducdo da temperatura prolonga a vida util dos alimentos, devido ao aumento no tempo de
geracdo de micro-organismos, retardando a sua multiplicacdo. A refrigeracdo evita a
multiplicacdo dos micro-organismos termofilos e de muitos mesofilos. A diminuicdo da
temperatura de um alimento abaixo do seu ponto de congelamento faz com que parte da agua
que o alimento contém mude de estado, formando cristais de gelo. A imobiliza¢do da agua na
forma de gelo e 0 aumento na concentracdo de solutos reduzem a atividade de dgua. Quando
os alimentos sdo armazenados em baixas temperaturas uma parte da populacdo bacteriana
pode ndo sofrer nenhuma injuria e continuar viva, outra parte pode ter sofrido injuria subletal

e estar na forma VNC e outra parte pode nédo sobreviver (Fellows, 1994).

Define-se como carne refrigerada, aquela armazenada em temperaturas de 0 a 4°C. O prazo de
vida comercial das carnes resfriadas varia em funcéo das condicdes técnicas de sua obtencéo e
das temperaturas em que sdo mantidas. J& as carnes congeladas sdo aquelas mantidas em

temperaturas abaixo do seu ponto de congelamento (-1,5 °C). O congelamento é a forma de
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conservacao, a longo prazo, que menos deprecia o valor nutritivo e a qualidade sensorial da
carne “in natura”. A carne magra, contendo em torno de 75% de agua inicia seu congelamento
a temperaturas inferiores a -1,5°C. A -5 °C, aproximadamente 75% da agua cristaliza-se, a -10
°C, cerca de 82%, a -20 °C, em torno de 85%, e a -30 °C, aproximadamente 87%. Cerca de
12% da agua total encontra-se de tal forma ligada as proteinas que ndo se congela, ainda que a
temperaturas muito baixas (Pardi et al., 1995).

O efeito do resfriamento e do congelamento na sobrevivéncia de C. jejuni ainda ndo foi bem
elucidado. C. jejuni apresenta uma temperatura 6tima de multiplicacdo entre 37°C a 42°C e
ndo cresce a temperaturas inferiores a 30°C, porém apresenta atividade bioldgica a 4°C e pode
sobreviver na agua por diversas semanas a esta temperatura (HUNT et al., 2001; Bhaduri e
Cottrell, 2004).

Diversos fatores, incluindo a formacdo do gelo e a desidratacdo, levam a injuria do micro-
organismo, além do estresse oxidativo, que pode levar a morte da célula, reduzindo

significativamente a sobrevivéncia de Campylobacter spp. ao congelamento (Park, 2002).

A reducdo da prevaléncia do micro-organismo em amostras congeladas foi demonstrada em
um estudo realizado no Reino Unido, onde a positividade para Campylobacter spp. passou de

56% em amostras frescas para 31% em amostras de frango congeladas (UK-wide..., 2001).

Bhaduri e Cottrell (2004) avaliaram a sobrevivéncia de C. jejuni durante o resfriamento a 4°C
e congelamento a -20°C em amostras de frango artificialmente contaminadas armazenadas
por um, trés e sete dias quando as amostras eram resfriadas e um, trés, sete e quatorze dias
guando eram congeladas. A refrigeracdo causou um decréscimo de 0,31 para 0,63 logio UFC/g
nas contagens apos 3 e 7 dias, indicando que esta bactéria pode sobreviver ao periodo de
estocagem utilizado durante a comercializagcdo de carnes resfriadas. As amostras congeladas
apresentaram um declinio significativo de 0,56 para 1,57 logl0 UFC/ g na contagem de C.

jejuni, porém, células viaveis foram detectadas ap6s 14 dias de estocagem.

Estudo feito no Pais de Gales, entre margo e dezembro de 2005, mostrou que o congelamento
ndo prejudicou a recuperacdo de Campylobacter spp. nas amostras de carne de frango
analisadas. Neste estudo 73,5% das 544 amostras de carne de frango fresca e 71,9% das 192
amostras congeladas analisadas estavam contaminadas com Campylobacter spp. Os autores
concluiram que houve diferenca na presenca de Campylobacter spp.em carcagas resfriadas e

congeladas (Meldrum et al., 2007).
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Mazieiro e Oliveira (2010) pesquisaram a prevaléncia de Campylobacter spp. termofilicos em
30 amostras de carne de frango frescas, que foram divididas em sub-amostras, e submetidas a
trés tratamentos. O primeiro foi o grupo controle, analisado imediatamente apds a coleta, no
segundo tratamento as amostras foram refrigeradas a 4°C por sete dias e no terceiro foram
congeladas a -20°C por 28 dias. Os autores encontraram a bactéria em 93,3% das amostras
frescas, em 53,3% das amostras refrigeradas e em 36,6% das amostras congeladas. Foi
observada uma reducdo significativa na contagem do micro-organismo nas amostras
resfriadas e congeladas quando comparadas com as amostras frescas. Esta reducdo foi de

aproximadamente 1,88 e 2,33 logio UFC/g, respectivamente.

Bounfleur (2009), com o objetivo de avaliar o efeito do resfriamento e do congelamento na
contaminacdo de alimentos por C. jejuni, analisou 36 amostras resfriadas de mitdos de frango
coletados em supermercados de Santa Maria (RS), todas as amostras foram posteriormente
submetidas ao congelamento por sete dias a -18°C e analisadas novamente apds esse periodo.
O autor observou a reducdo na taxa de positividade nas amostras que foram congeladas, o
micro-organismo foi encontrado em 22 amostras resfriadas e em apenas trés amostras

congeladas.

2.8.  Métodos para deteccdo e identificacdo de Campylobacter spp.

A deteccdo e o isolamento de micro-organismos patogénicos em alimentos pode apresentar
dificuldades, principalmente relacionada ao nimero de micro-organismos presentes. Quando
um alimento estd contaminado com bactérias patogénicas, elas frequentemente estdo em
numeros baixos, com distribuicdo heterogénea e alta competitividade com outras espécies nao
patogénicas, necessitando da analise de um grande numero de amostras para que haja

confiabilidade nos resultados negativos (Cason et al., 1997).

2.8.1. Isolamento e identificacdo de Campylobacter spp.

Os meétodos de cultura utilizados para isolamento, identificacdo e diferenciacdo entre as
especies de Campylobacter sdo demorados e dificeis devido a natureza fastidiosa do micro-

organismo. A deteccdo de Campylobacter spp. em alimentos deve levar em consideracédo que
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a populacdo presente pode ser baixa, devido ao fato de Campylobacter spp. ser sensivel a
concentracédo de oxigénio do ar (21%) e nédo crescer a temperaturas abaixo de 30°C, utilizadas
normalmente na conservacdo dos alimentos. O sucesso da deteccdo, geralmente, depende da
analise de um grande numero de amostras, concentracdo de células presentes e
enriquecimento seletivo em condigdes microaerofilas a temperatura de 42 °C. A manutengao
de condigBes seletivas, tanto no enriquecimento quanto no plaqueamento subsequente, é
garantida pela utilizacdo de meios nutritivos suplementados com sangue de cavalo ou carneiro
e diferentes antibidticos, tais como, vancomicina, polimixina, cicloheximida, trimetroprim,
rifampicina, cefoperazona, anfotericina, cefalotina, colistina, cefazolina, novobiocina e
bacitracina. A utilizacdo de meios adicionados de carvéao ativado em substituicdo ao sangue €
comum, além da adicdo de agentes redutores, como o sulfato ferroso, metabissulfito de sédio
e piruvato de sddio, na concentracdo de 0,025% cada (Penner, 1988; On e Holmes, 1992;
Donnison., 2002).

Line (2001) avaliou diferentes formulacdes de antibidticos para a recuperacdo de
Campylobacter spp., e os melhores resultados foram obtidos com a combinacdo de
cefoperazona, cicloheximida, vancomicina, trimetoprim e polimixina B. Esse mesmo autor
também comprovou que a adicdo de 200 mg/L de cloreto de trifeniltetrazélio (TTC) facilita a

visualizag&o e contagem das col6nias.

O pré-enriquecimento com incubacdo a 37°C por quatro horas permite a recuperacao das
células de Campylobacter spp. injuriadas pela desidratacdo, aquecimento, falta de nutrientes,
congelamento ou exposicdo a radicais de oxigénio. Portanto, a incubacédo a 37 °C por 4 horas
é recomendada antes da incubacdo a 42°C por mais 20 a 44h. Ultrapassar quatro horas de pré-
enriquecimento pode favorecer a multiplicacdo da microbiota contaminante (Donnison, 2003).

Varios métodos tém sido reportados na literatura para a analise de Campylobacter spp. Os
meios de enriquecimento descritos com maior frequéncia sdo: caldo Preston, caldo Exeter,
caldo Bolton e caldo Park e Sanders. Os meios eletivos mais comumente utilizados sdo:
Skirrow, Campy-Cefex, Butzler, Preston e Exeter (todos com inclusdo de sangue), mCCDA
(Modified Charcoal Cefoperazone, Deoxycholate Agar ) e Karmali (sem inclusdo de sangue,
mas com incluséo de carvéo ativado). O caldo Preston, seletivo para isolamento de C. jejuni e
C. coli, proposto por Bolton e Robertson em 1982, tém sido muito utilizado por ser mais
seletivo que o meio de Skirrow no isolamento de Campylobacter spp. de diferentes origens
(Donnison, 2003).
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O caldo Bolton é recomendado pelo Food and Drug Administration (FDA) através do
Bacteriological Analytical Manual (BAM) como meio de enriquecimento para recuperar
Campylobacter spp. em diferentes tipos de alimentos, associado ao pré-enriquecimento por 4h
a 37°C e ao enriquecimento seletivo a 42°C por 20 a 44 h em condi¢bes microaerofilas,
seguido de estriamento em agar seletivo (Hunt et al., 2001). Pode ser usado com sucesso sem
sangue, contém sulfato ferroso, metabissulfito de sodio e piruvato de sodio. Estes compostos
suplementares aumentam a tolerancia de Campylobacter spp. ao oxigénio extinguindo anions
superéxidos e peroxido de hidrogénio que ocorrem espontaneamente no meio de

cultura.(Gongalves e Franco, 2002; Paulsen et al., 2005).

Paulsen et al. (2005) compararam o caldo Preston e o caldo Bolton e verificaram que o
enriquecimento em caldo Bolton foi mais sensivel e apresentou uma porcentagem de
isolamento de Campylobacter spp. significativamente maior que a obtida apds o

enriquecimento em caldo Preston ap6s 48h de incubagdo a uma temperatura de 41,5+0,5 °C.

Para deteccdo qualitativa de Campylobacter spp. termotolerantes por um método de cultivo
tradicional, a International Organization for Standardization (I1SO), pela especificacdo técnica
10272-1/2006, preconiza a diluicdo da amostras a 1:10 (peso/volume) e homogeneizagdo do
contetido. Posteriormente, 10 mL da amostra dessa mistura deve ser adicionado a 90 mL de
caldo de Bolton com 5% de sangue de cavalo e suplemento seletivo, incubadas em condicdes
de microaerofilia a 37°C durante 4 a 6 horas e, em seguida, a 41,5°C por 40 a 48 horas. Ap0s
a incubacdo, uma alcada da amostra deve ser repicada em agar mCCDA e incubado a cerca de
40°C a 41,5°C por 48 horas, sob condi¢cdes de microaerofilia. Colénias com morfologia
semelhante a Campylobacter spp. termotolerantes devem ser repicadas em TSA (agar triptona
de soja) e incubadas também em condicGes de microaerofilia a 41,5°C por 24 a 48h. Os

isolados devem ser confirmados por provas bioguimicas (Schnider et al., 2010).

As col6nias de Campylobacter spp. nos diversos meios de plagueamento (mMCCDA, Skirrow
ou Butzler) sdo semelhantes, podendo apresentar-se lisas, convexas e brilhantes, com bordas
perfeitas, ou planas, translucidas e lustrosas, com bordas irregulares e espalhadas. Geralmente
sdo incolores, levemente cremes ou acinzentadas, com dimensédo variando de pontual a 4 a 5

mm. Nos meios com sangue ndo apresentam hemolise (Silva et al., 2007).

Campylobacter spp. reduz o cloreto de trifeniltetrazolio (TTC) formando um complexo
insoluvel magenta quando cresce em meios de cultura contendo este sal. Em amostras com
uma elevada carga de microbiota competitiva os agentes seletivos do meio de enriquecimento

podem ser insuficientes para inibir a multiplicacdo e comprometer a deteccdo de
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Campylobacter spp. As colonias de micro-organismos contaminantes geralmente sdo maiores
e apresentam-se Umidas. O técnico precisa ser experiente para distinguir as colbnias de

Campylobacter spp. das colonias contaminantes (Dufrenne et al., 2001; Line, 2001).

E muito importante lembrar que embora varias técnicas de isolamento de Campylobacter spp.
tenham sido testadas e aprovadas, a exposicdo de Campylobacter spp. a condi¢bes adversas
pode causar injuria sub-letal e isto pode inibir a multiplicacdo subsequente nos meios de
isolamento empregados nos laboratorios. Condicbes desfavoraveis induzem as células a
mudar sua caracteristica de morfologia vibridide para a forma cocdide (VNC), que ndo podem
ser cultivadas, mesmo em meios seletivos. As células cocoides retém algumas das suas
propriedades associadas & manutengdo da viabilidade e viruléncia, mesmo com a inibigdo de
transcricdo de DNA, e permanecem capazes de reduzir certos sais de tetrazolio. As células
VNC representam um perigo potencial a salde publica e sdo de interesse consideravel em
microbiologia de alimentos, j& que um lote pode ser liberado devido a ndo deteccdo do
patdgeno, apesar da sua presenca (Forsythe, 2002; Mead, 2004).

Vaérias provas bioquimicas sdo usadas para diferenciar as espécies de Campylobacter, como a
producdo de oxidase, catalase, sulfeto de hidrogénio, hidrélise do hipurato, reducdo de nitrato
e sensibilidade a cefatolina e acido nalidixico. O uso dos antibidticos para diferenciacdo de
espécies tem sido problematico devido a resisténcia de algumas amostras. A distin¢do entre
espécies relacionadas tais como, C. jejuni e C. coli, esta baseada no teste da hidrdlise do
hipurato de sodio (Barrett et al., 1988; Endtz et al., 1991).

2.8.2. Métodos Imunoenzimaéticos

As técnicas microbioldgicas convencionais tornam dificil e delicada a cultura de
Campylobacter spp., devido as exigéncias particulares relativas a incubacdo dos meios de
enriquecimento e de isolamento. Existem outros métodos de pesquisa da bactéria de forma
mais rapida, sensivel e especifica, destacando-se os testes imunoenzimaticos (Jorge, 2005;
BioMériux, 2007).

O ensaio imunoenzimatico envolve uma reagdo antigeno-anticorpo especifica. O antigeno a
ser dosado se liga a um anticorpo especifico marcado com uma enzima. A reagdo é medida
através da intensidade de cor produzida (colorimétrica) que é proporcional a quantidade do

antigeno presente na amostra. O ensaio imunoenzimatico fluorescente, que associa 0 método
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sanduiche com uma deteccdo final por fluorescéncia, é utilizado na técnica ELFA (Enzyme
Linked Flourescent Assay) do sistema automatizado imunoenzimatico VIDAS®. A reagio
antigeno-anticorpo € marcada com um anticorpo associado a enzima fosfatase alcalina que
reage com o substrato e produz um composto fluorescente. A emissdo de fluorescéncia é
proporcional a quantidade de antigeno ou anticorpo presente na amostra (Oyarzabal et al.,
2012).

Borck et al. (2002), com o objetivo de comparar a especificidade e a sensibilidade, de dois
ensaios imunoenzimaticos (VIDAS® e EiaFoss) para deteccdo de Campylobacter spp.,
analisaram 100 amostras de fezes, 41 amostras de 0sso0s de pescogo de perus e 61 amostras de
carne de peru, coletadas em um abatedouro na Dinamarca. Os autores verificaram que a
especificidade apresentada em ambos os métodos foi elevada, acima 93%. Entretanto, os
autores encontraram diferencas consideraveis nas sensibilidades dos métodos, que variaram
de acordo com o tipo de amostra. Os resultados das amostras de fezes, onde a carga bacteriana
encontrada foi alta, apresentaram a maior sensibilidade para os dois métodos (94% para
VIDAS® e 87% para EiaFoss). Para as amostras de 0ssos, 0 método EiaFoss apresentou uma
sensibilidade significativamente menor (31%) que o VIDAS®, que apresentou sensibilidade
de 96%. Os resultados das amostras de carne apresentaram a sensibilidade de 73% e 64% para
EiaFoss e VIDAS®, respectivamente.

Liu et al. (2009) avaliaram o desempenho das metodologias do isolamento tradicional e
imunoenzimatica (VIDAS®) para pesquisa de Campylobacter spp. em carnes de frangos de
corte. Neste trabalho, os autores, que coletaram 93 amostras de carne de frango no varejo do
estado do Alabama (USA), encontraram 50 (54,5%) amostras positivas para Campylobacter
spp. pela metodologia do isolamento tradicional e 54 (58,2 %) amostras positivas para este
micro-organismo pela técnica do VIDAS e concluiram que as duas metodologias foram

considerados semelhantes.

Gongcalves et al. (2012) realizaram um trabalho onde foram coletadas 24 carcacas de frango
comercializadas na cidade de Campo Mourdo/PR. Neste estudo os autores utilizaram o
sistema imunoenzimatico VIDAS® para a pesquisa de Campylobacter spp. e encontraram

79,16% de amostras positivas.

Menezes (2013) avaliou a presenca de Campylobacter spp., utilizando o método
imunoenzimatico VIDAS®, em 240 carcagas de frangos de corte coletadas de varios
abatedouros do Estado de Minas Gerais e encontrou apenas cinco (2,08%) amostras positivas

para este micro-organismo. O autor observou que os resultados obtidos demonstraram que a
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baixa identificacdo do micro-organismo pelo método utilizado poderia indicar um nimero de
células do agente em quantidade inferior ao limite deteccdo do método ou que as bactérias

estivessem em formas viaveis nado cultivaveis.

2.8.3. Métodos moleculares

A técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tornou-se muito difundida e bastante
utilizada para o diagnostico laboratorial de Campylobacter spp., principalmente pelas
vantagens da alta sensibilidade e especificidade, além da facilidade de sua execugdo (Butzler,
2004).

A metodologia de PCR € baseada na amplificacdo de sequéncias de DNA ou de RNA
especificas, que a partir de uma quantidade de material amplificado fica disponivel para
alcancar o limiar de detec¢do. Os iniciadores sdo sequéncias iniciadoras do processo de
sintese e correspondem a curtas cadeias de nucleotideos complementares a regido inicial
(primer forward) e regido final (primer reverse) da sequéncia que se deseja amplificar,
chamada sequéncia alvo. A reacdo ocorre em trés etapas, a primeira, chamada de
desnaturacdo (melting), consiste na separacdo da dupla fita do DNA a ser amplificado, a
segunda, chamada de anelamento (annealing) ocorre quando o iniciador se liga ao DNA a ser
amplificado, e a terceira, conhecida como extensdo ou hibracdo (extension), ocorre quando ha
a sintese da nova fita de DNA (Sambrook e Russel, 2001).

2.8.3.1. PCR

A PCR utiliza eletroforese em gel de agarose para deteccdo do produto de amplificacdo. Tem
como variante a PCR multiplex, onde a reacdo desenhada permite amplificacdo simultanea de
maltiplas sequéncias alvo numa mesma amostra de interesse usando mais de um par de
iniciadores. Quando a reacdo escolhida possui duas sequéncias alvo, necessita de dois pares

de iniciadores e é conhecida como PCR duplex (Elnifro et al., 2000).

Harmon et al. (1997) realizaram um ensaio em que uma técnica de PCR foi desenvolvida
utilizando dois conjuntos de iniciadores para a identificacdo e diferenciacdo de C. coli e C.

jejuni. Apos o desenvolvimento da técnica os autores avaliaram 85 amostras de
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Campylobacter spp., isoladas a partir de carne de frango. Para realizar a identificagéo foi
utilizada a técnicas de PCR em paralelo com os métodos bioquimicos convencionais. A
identificacdo das espécies pelos dois métodos concordaram em 83 dos 85 isolados analisados.

Pela PCR, 23 foram identificados como C. coli e 62 como C. jejuni.

Persson e Olsen (2005), com o objetivo de comparar uma técnica de PCR desenvolvida para a
identificacdo C. coli e C. jejuni com métodos bioquimicos convencionais, utilizaram 135
amostras de fezes humanas artificialmente contaminadas com Campylobacter spp. em
concentracdes que variaram de 10% a 107 bactérias/mL. As metodologias identificaram 47
amostras de C. coli e 88 amostras de C. jejuni observado-se uma concordancia de 99,26% da
PCR com as analises bioquimicas. Os autores observaram ainda que a técnica de PCR
detectou C. coli e C. jejuni a partir da concentragdo de 10° células/mL de fezes. Villardo et
al.(2006), também realizaram um trabalho com o objetivo de comparar os testes bioquimicos
convencionais e a técnica de PCR duplex para identificar espécies de Campylobacter spp.
Estes autores utilizaram 167 amostras do micro-organismo isoladas de primatas e concluiram
que as duas metodologias utilizadas para identificacdo das espécies de Campylobacter spp.
concordaram em 163 das 167 amostras isoladas e que a utilizacdo da PCR resultou na

identificacdo de 64 amostras como C. jejuni e 103 como C. coli.

Alves et al. (2011) avaliaram, pela técnica do PCR, a presenca de Campylobacter spp. em 96
amostras coletadas em um frigorifico da regido sul do Brasil. Destas 96 amostras, 32 eram de
suabe de cloaca coletadas das aves durante a pendura, 33 amostras eram de conteudo cecal
coletados ap6s o abate das aves e de 31 amostras eram de carcacas inteiras coletadas apds o
gotejamento. Os autores encontraram o micro-organismo em 93 (95,8%) amostras analisadas,
sendo 29 amostras de suabe de cloaca, e todas as amostras de conteido cecal e de carcagas de

frango.

Perdoncini (2012) avaliou 57 carcacas de frangos de corte apds o pré-resfriamento no chiller,
utilizando a metodologia tradicional para deteccdo e isolamento de Campylobacter spp. e a
técnica de PCR para identificacdo de C. jejuni e C. coli. O autor encontrou 0 micro-organismo
em 70,2% das carcacas analisadas, sendo que nas amostras positivas foram encontrados 82%

de C. jejuni e 8% de C. coli. Em 10% das amostras foram identificadas ambas as espécies.

Alves e Oliveira (2013) avaliaram a presenca de Campylobacter spp. em 50 amostras de
cortes de frango resfriados coletadas em supermercados de Londrina, PR. Os autores

utilizaram a metodologia de cultivo tradicional para deteccdo e a PCR para a confirmacéo do
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género. Foram consideradas positivas 56% das amostras analisada pelo método tradicional e
todas foram confirmadas pela PCR.

2.8.3.2. PCR em tempo real

A técnica de PCR em tempo real combina a metodologia de PCR com um mecanismo de
deteccdo e quantificacdo dos produtos amplificados por fluorescéncia. Esta metodologia
permite que os processos de amplificacdo, deteccdo e quantificacdo do DNA sejam realizados
em uma Unica etapa, agilizando a obtencdo de resultados e diminuindo o risco de
contaminacdo da amostra. A técnica de PCR em tempo real determina valores durante a fase
exponencial da reacdo, monitorando a reacdo ciclo a ciclo e associando a amplificacao do alvo
com a emissdo de uma determinada quantidade de fluorescéncia. A intensidade de sinal
emitido é proporcional a quantidade de DNA alvo amplificado e aumenta exponencialmente
em cada ciclo de amplificagdo. O ponto que detecta o ciclo na qual a reacdo atinge o limiar da
fase exponencial é denominado de Cycle Threshold (Ct) e é este ponto que indica a presenca
do gene alvo e pode-se, a partir desse ponto, por comparacdo a um padrdo ou curva relativa,
avaliar a quantidade de material inicialmente presente. Para essa quantificacdo € necessario
criar uma curva padrdao com quantidades pré-estabelecidas do acido nucléico. Os valores
obtidos pela PCR em tempo real das amostras desconhecidas devem ser comparados aos
valores da obtidos do padréo (Marcelino, 2006; Real..., 2008).

Entre as principais tecnologias da PCR em tempo real, os dois sistemas de detec¢do mais
usados para gerar a fluorescéncia séo o SYBR Green e a sonda especifica. SYBR Green sao
fluoroforos que se ligam a fita dupla de DNA e emitem fluorescéncia, este sistema detecta
produtos inespecificos e ndo permite analises multiplex. A sonda especifica, sdo
oligonucleotideos marcados com fluoréforos altamente especificos ao produto da PCR de
interesse, este sistema ndo detecta produtos inespecificos e permite analises multiplex, a

sonda mais utilizada é a Tagman (Real..., 2008).

Sails et al. (2003) desenvolveram um ensaio de PCR em tempo real para a deteccdo de C.
jejuni em alimentos e compararam o ensaio desenvolvido com a metodologia convencional de
isolamento. Para este trabalho foram utilizadas 97 amostras de alimentos (53 de carne crua de
aves, 25 de visceras de aves, cinco de mariscos crus e 14 de leite) que foram testadas pelas

duas técnicas. Foram encontradas 63 amostras positivas para C. jejuni pela metodologia da
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PCR em tempo real e 57 amostras positivas pelo método do isolamento. Os resultados
encontrados demonstraram que 84 (86,6%) amostras apresentaram 0s mesmos resultados

quando foram analisadas pelas duas técnicas utilizadas.

Schnider et al. (2010), com o objetivo de comparar dois ensaios de PCR em tempo real com a
metodologia de isolamento convencional para deteccdo de Campylobacter spp., coletaram
351 amostras de pele de pescoco de frangos de corte em um abatedouro na Suiga. O primeiro
ensaio de PCR em tempo real foi estabelecido com base em dois alvos diferentes descritos por
Hong et al. (2007), (hipO e ceuE para C. jejuni e C. coli, respectivamente) e o segundo com
base no gene fusA, (este gene permite a diferenciacdo entre C. jejuni e C. coli). Foram
consideradas positivas para Campylobacter spp., 211 (60,1%) amostras pelo ensaio de hipO —
ceukE, 244 (69,5%) amostras pelo ensaio de fusA e 254 (72,4%) amostras pelo isolamento
tradicional. Aproximadamente 60% das amostras positivas continha C. jejuni, e menos de
10% das amostras continham C. coli. Os autores concluiram que a técnica de PCR em tempo
real € um método adequado para a deteccdo, quantificacdo e diferenciacdo de Campylobacter

spp. em carcacas de frango.

Almeida et al. (2011), com o objetivo de comparar as metodologias imunoenzimatica VIDAS
e PCR em tempo real para analise de Campylobacter spp., coletaram 60 amostras de carcacgas
de frangos de corte e 60 amostras de miudos comestiveis (moela) oriundas de quatro
abatedouros diferentes localizados no Estado de Goias (15 amostras de carcacas e 15 amostras
de moela de cada industria). Os autores encontraram 10,83% de amostras positivas pela
metodologia VIDAS e 12,50% de amostras positivas pelo PCR em tempo real e concluiram
que a técnica PCR em tempo real foi superior ao VIDAS para deteccdo de Campylobacter

spp. em carcacas de frango.

Ugarte-Rui et al. (2012) compararam a metodologia tradicional com a técnica PCR em tempo
real para deteccdo de de Campylobacter spp. Foram analisadas 114 amostras de produtos de
frango de corte (38 de pele de pescoco, 38 amostras de carne de peito e 38 amostras de fezes).
Pela técnica PCR em tempo real os autores encontraram positividade em 97% das amostras de
fezes, 100% das amostras de pele de pescoco e 97% das amostras de carne de peito. Pela
metodologia tradicional a taxa de positividade foi menor em todas as amostras analisadas,
90% das amostras de fezes, 82% das amostras de pele de pescoco e 11% das amostras de
carne de peito de frango foram positivas. Os autores concluiram que a técnica PCR em tempo

real foi mais sensivel que a metodologia tradicional para deteccdo de Campylobacter spp.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostras

As carcagas de frango analisadas neste trabalho foram obtidas diretamente de uma industria
frigorifica (abatedouro avicola) sob inspecdo federal localizada no Centro Oeste de Minas
Gerais no periodo de abril a junho de 2013. As amostras coletadas foram enviadas em caixa
isotérmica com gelo reciclavel ao Laboratério de Seguranca Microbiol6gica em Alimentos
(LSMA) do Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA), localizado na Central de
Abastecimento de Minas Gerais, em Contagem/ Minas Gerais.

Foram coletadas 86 amostras de carcacas de frangos de corte, sendo 43 amostras congeladas e
43 amostras refrigeradas. A cada lote de producdo eram coletadas uma amostra congelada e

uma amostra resfriada, totalizando a coleta de 43 lotes distintos de producao.

As amostras congeladas foram descongeladas em refrigerador para posterior andlise. O
preparo das amostras e a realizacdo das andlises pela técnica imunoenzimatica foram
realizados no LSMA e as analises realizadas pelas técnicas moleculares foram feitas no
Laboratdério de Bacteriologia Aplicada (LBA) da Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Minas Gerais (EV/UFMG).

3.2.  Pesquisa de Campylobacter spp.

A pesquisa de Campylobacter spp. foi realizada utilizando-se trés metodologias distintas: a
técnica imunoenzimatica (realizada no sistema automatizado VIDAS®30 (bioMérieux, 2007);
PCR (Harmon et al.., 1997) e PCR em tempo real (Schnider et al., 2010).

3.2.1. Preparo das amostras

As amostras foram preparadas da seguinte maneira: cada amostra de uma carcaga inteira foi
colocada assepticamente em um saco estéril contendo 100 mL de caldo Bolton com

suplemento seletivo contendo cefoperazona, trimetoprim, vancomicina e cicloheximida
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(Oxoid, SR183E). Apos este procedimento a amostra foi submetida ao processo de lavagem
com o caldo Bolton (enxaguadura e fricgdo) por aproximadamente um minuto. O caldo

resultante deste processo de lavagem foi considerado a solucéo final (bioMérieux, 2007).

As solucdes finais, contendo as amostras e 0s meios de cultura, foram incubadas a 37°C por 4
horas e posteriormente a 42 + 0,5°C por 20 horas sob condigdes de microaerofilia (5% Oo,
10% CO2 e 85% N2). Para criar as condi¢cGes de microaerofilia foram utilizados sacos
combibag, que sdo sacos estéreis que possuem bolsa interna para acondicionar o gerador

(GENbox microaer/bioMérieux) e gerar a atmosfera adequada para 0 micro-organismo.

Apos a incubagdo, 2 mL do conteddo incubado foram transferidos para tubos estéreis e 1,5
mL foram transferidos para tubos de micro-centrifuga. Estes procedimentos foram realizados
para 0s ensaios imunoenzimatico e PCR, respectivamente. O ensaio imunoenzimatico teve
sequéncia imediata e as amostras para PCR foram congeladas a -18°C para serem analisadas

posteriormente.

3.2.2. Técnica imunoenzimatica

A técnica imunoenzimatica foi realizada de acordo com o protocolo do VIDAS®
Campylobacter (bioMérieux,2007). Os tubos estéreis com 2 mL do contetdo incubado foram
fervidos a 100°C por 15 minutos. Apds a fervura das amostras, foram transferidos 0,5 mL do
material para a barreta VIDAS® Campylobacter (bioMérieux Hazelwood, Missouri/USA). Os
cones e as barretas foram inseridos no equipamento VIDAS® 30. A barreta é composta por 10
pocos cobertos por uma folha de aluminio selada e etiquetada. O primeiro pogo apresenta uma
parte perfurada para facilitar a introducdo da amostra. O ultimo pogo € uma microcubeta que
permite a leitura por fluorescéncia. Os pocos intermediarios contem os diferentes reagentes
necessarios a analise. O restante do caldo que ndo foi aquecido foi mantido na estufa a 42 +

0,5°C para confirmacao em caso de resultado positivo através de testes bioquimicos.

O sistema VIDAS® efetua duas leituras de fluorescéncia pelo sistema Optico para cada
analise. A primeira leitura corresponde ao branco antes do contato do substrato com o cone. A
segunda leitura ¢é efetuada apds a incubagdo do substrato com a enzima presente no cone. O
calculo do Valor de Fluorescéncia Relativo (RFV — relative fluorescence value) € o resultado
da diferenca das duas medidas. O RFV obtido de cada amostra € interpretado pelo sistema

Vidas®30 da seguinte forma:
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Valor do Teste = RFV amostras

RFV calibrador

Um resultado com um valor de teste inferior ao valor limiar (0,10) indica uma amostra que
ndo contém antigenos ou que contém uma concentracdo de antigenos inferior ao limite da

deteccdo do método e correspondera a um resultado negativo.

Uma vez confirmadas, as amostras positivas para Campylobacter spp. no sistema VIDAS®
foram estriadas com uma alcada do contedo incubado em placa de Agar Carvéo
Cefoperazona Desoxicolato Modificado (m-CCDA). Posteriormente, as placas foram
acondicionadas em jarra com atmosfera de microaerofilia e incubadas a 42°C por 48 horas.
Apbs o periodo de incubacdo, foi verificado a presenca de coldnias tipicas de Campylobacter
spp.: coldnias lisas, convexas e brilhantes, com bordas perfeitas ou planas, translucidas, ou
com bordas irregulares e espalhadas, geralmente incolores com tonalidade creme ou
acinzentada. As coldnias tipicas foram estriadas em agar sangue através de alca calibrada
estéril e incubadas a 42°C por 24 horas. Em seguida as colbnias presentes no agar foram
coletadas com o auxilio de uma al¢ca descartdvel de 0,1 pL e suspendidas em solugdo
fisioldgica (0,85%) estéril até atingir a turbidez correspondente aos valores entre de 2,7 a 3,30
e entdo transferidas para cartdes NH de testes bioquimicos do equipamento VITEK 2®. Para o
ajuste de turbidez fez-se necessario o emprego do equipamento DensiCheck (bioMeriéux,
Hazelwood, Missouri, USA).

3.2.3. PCR e PCR em tempo real para a deteccdo de Campylobacter spp.

3.2.3.1. Amostras bacterianas de referéncia

Como controle positivo nos testes de PCR e PCR em tempo real foram utilizadas as amostras
de C. jejuni subsp. jejuni NCTC 11351 e C. coli NCTC 11366. Estas amostras foram
cultivadas em placas de agar sangue e incubadas por 48 horas a 42°C, em condic¢Ges de

microaerofilia.
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3.2.3.2. Extracdo de DNA

Os tubos de microcentrifuga contendo 1,5 mL do contetdo incubado (amostras) foram
descongelados em temperatura ambiente. A extracdo e purificacdo do DNA foram realizadas
de acordo com método do tiocianato de guanidina descrito por Pitcher et al. (1989). O DNA
precipitado das amostras coletadas e das amostras de referéncia foi ressuspendido em 50 pL
de &gua ultrapura esteéril e estocado a -20°C. A concentracdo e pureza do DNA extraido foi
determinado com auxilio de um espectrofotdmetro (GeneQuant 100 Classic - GE Healthcare

Life Sciences).

3.2.3.3. PCR

Foram utilizados os iniciadores pg3 (5'- GAACTTGAACCGATTTG-3") e pg50 (5'-
ATGGGATTTCGTATTAAC-3') para a amplificacdo do gene flaA presente em bactérias do
género Campylobacter, sendo o produto da amplificacdo de 460 pares de bases (pb) e os
iniciadores C1 (5-CAAATAAAGTTAGAGGTAGAATGT-3) e C4 (5'-
GGATAAGCACTAGCTAGCTGAT-3") para um gene ndo determinado de C. jejuni com um
produto de amplificacdo de 160 pb (Harmon et al. 1997; Villardo et al., 2006). Os iniciadores
foram sintetizados pela Eurofins - mwg/operon. Cada reacdo teve duas sequéncias alvo, uma
para a deteccdo de Campylobacter spp. e outra para Campylobacter jejuni, caracterizando a

técnica como PCR duplex.

As reacdes, que seguiram as recomendacdes de Harmon et al., (1997) e Villardo et al., (2006),
foram realizadas em um volume total de 25 uL contendo 20ng do DNA extraido, 10mM de
Tris-HCI, 50mM de KCI, 5,5mM de MgClI, 200uM de cada um dos desoxirribonucleotideos
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 20 pmol de cada iniciador C1 e C4 e 40 pmol de cada iniciador
pg3 e pg50 e 1,25 U de TagDNA polimerase. Na sequéncia, essa mistura foi colocada em um
termociclador (Veriti® Thermal Cycler da Applied Biosystems®) e submetidas a
desnaturacdo inicial a 94°C por 4 minutos, seguidos de 25 ciclos de amplificagdo que

consistem em desnaturacdo (94°C por 1 minuto), anelamento (45°C por 1 minuto) e extensdo
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(72°C por 1 minuto). Finalmente, as amostras foram submetidas a uma extensao final a 72°C

por 7 minutos.

Para visualizacdo dos resultados, os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 1,5% em tampdo TBE [1,0M tris, 0,01M &cido bérico, 0,01M EDTA pH 8,2
(Invitrogen)] acrescido de brometo de etidio (3mg/mL). Utilizou-se o marcador de peso

molecular 100 pb (Invitrogen).

Para avaliacdo do limite de deteccdo da técnica foram geradas duas curvas de sensibilidade
analitica, na primeira curva o0 DNA de C. jejuni e C.coli foi diluido em agua ultrapura e na
segunda 0 DNA de C. jejuni e C. coli foi diluido no contetdo resultante da enxaguadura de
uma carcaca de frango em caldo Bolton. Considerando que o DNA genémico de uma bactéria
Campylobacter spp. é de aproximadamente 1700kb e o peso médio de cada base é de 650
daltons, o genoma de uma bactérica é equivalente a 2fg. Foram realizadas varias diluicbes em
base 10 do DNA de C. jejuni e C. coli de 20ng a 2fg, correspondente a 107 a 10° genomas de
Campylobacter spp. (Tab.1) dessa forma uma analise quantitativa da sensibilidade da técnica
foi feita (Keramas et al., 2003).

Tabela 1 - Diluigdes de DNA extraido de C.jejuni NCTC 11351 e C.coli NCTC 11366
utilizadas nas Curvas de Sensibilidade Analitica da PCR e da PCR em tempo real

Estimativa da contagem do micro-

Diluigdo organismo (células/mL)
20ng 10’
2ng 108
200pg 10°
20pg 10
20g 10°
200fg 10°
20fg 10*
2t 10°

0 0
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3.2.34. PCR em tempo real para a deteccdo de Campylobacter spp.

Para a realizacdo da metodologia de PCR em tempo real foram utilizados os iniciadores Ccj
FusA-L1 (5~ GCCTTGAGGAAATTAAAACTGGTATT-3) e Ccj FusA-R1 (5-
TTTAAATGCAGTTCCACAAAGCA-3') para C. jejuni, sendo o produto da amplificacdo de
83pb e os iniciadores Ccc FusA-L2 (5' - GCCTTGAAGAGATTAAAACAGGGATT - 3) e
Ccc FusA-L2 (5' - TTTAAACGCTGTACCGCAAAGCA - 3') para C. coli com um produto
de amplificacdo de 83pb. As sondas utilizadas foram: Cj_fusA-probea (FAM-
AAGTCTTTCTATCGTTCC-MGBNFQ) para C. jejuni e Cc_fusA-probea (NED-
AAGTCTTTCTATTGTTCC-MGBNFQ) para C. coli. Os iniciadores, que foram produzidos
segundo Schnider et al., (2010) foram sintetizados pela IDT & SB Portal Group e as sondas

Tagman pela Life Technologies.

Cada ensaio foi realizado como PCR em tempo real duplex e as anélises foram realizadas em
triplicata, com um volume de 25 pL contendo 1 x de TagMan Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems®), 300 mM de cada iniciador e 200 mM de cada sonda MGB. As
amostras foram analisadas em termociclador ABI 7500 Real-Time PCR System, com o
software 7500 verséo 2.0.5 (Applied Biosystems®). A amplificacdo foi a realizada a 50°C por
2 min, 95°C por 10 min, seguidos de 40 ciclos de 95°C por 15 seg e 60°C por 1 min (Schnider
etal., 2010).

O resultado positivo foi definido quando pelo menos, duas das amostras em triplicata tiveram
um ciclo limiar (Ct) de valor inferior a 40, ou seja, pelo menos duas das amostras em triplicata
tinham que amplificar para que a amostra da carcaca de frango fosse considerada positiva.
Um resultado negativo foi definido quando pelo menos duas das amostras da triplicata tinham
valores de Ct superiores a 40, ou seja, quando ndo houve amplificagdo em nenhuma ou em
apenas uma das triplicatas. Todas as amostras foram testadas em paralelo com controle
positivo (curva de sensibilidade analitica com DNA de Cj NCTC 11351 e Cc NCTC 11366) e
controle negativo (agua ultra pura) (Schnider et al., 2010).

Para avaliagdo do limite de deteccdo da técnica de PCR em tempo real e quantificacdo do
DNA presente na amostra uma curva de sensibilidade analitica foi feita utilizando o DNA
diluido de C. jejuni e C. coli (Tab.1).
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3.3.  Delineamento Experimental

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso em arranjo fatorial 2 x 3, sendo dois
tipos de amostras de carcacas de frangos de corte (congeladas e resfriadas) e trés tipos de
metodologias de analises (VIDAS, PCR e PCR em tempo real) com 43 repeti¢cfes de uma
carcaca cada. Para comparagdo entre as metodologias (VIDAS, PCR e PCR em tempo real)
foi feita analise pelo teste de McNemar (p<0,05). Para comparacgéo entre amostras resfriadas e
congeladas utilizou-se o teste de Fisher (p<0,05) e os resultados foram avaliados com auxilio

do programa estatistico R (Siegel et al., 2006).

4. RESULTADOS

4.1. Curvade sensibilidade analitica da analise de PCR

Os resultados encontrados para a curva de sensibilidade analitica da técnica de PCR estdo
ilustrados na Figura 1. Os resultados ndo foram satisfatérios para deteccdo de Campylobacter
spp., de acordo com as diluicGes realizadas em &gua ultrapura.A reacdo feita com os
iniciadores pg3 e pg50 para o género Campylobacter spp. apresentou uma sensibilidade de
aproximadamente 10* células/mL e com os iniciadores C1 e C4 para C. jejuni apresentou
sensibilidade de aproximadamente 10° células/mL. As curvas realizadas com as diluigbes
feitas em solucdo de enxaguadura com caldo Bolton apresentaram sensibilidade de

aproximadamente 10° células/mL para pg3 e pg50 e de 10° células/mL para C1 e C4.
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Figura 1. Curva de sensibilidade analitica da PCR

*GEL 1 - Curva de sensibilidade analitica da PCR com os iniciadores pg3 e pg50 e 0 DNA de C. coli diluido serialmente a
1:10 da canaleta 2 = 20ng a canaleta 9 = 2fg de DNA. As canaletas 10 e 11 foram os controles negativos (agua ultra pura).
*GEL 2 - Curva de sensibilidade analitica da PCR com os iniciadores Cle C4 e o0 DNA de C.jejuni diluido serialmente a
1:10 da canaleta 2 = 20ng a canaleta 9 = 2fg de DNA. As canaletas 10 e 11 foram os controles negativos (agua ultra pura).

4.2.  Curva de sensibilidade analitica da técnica de PCR em tempo real

Os resultados encontrados na curva padrdo da técnica de PCR em tempo real estdo ilustrados
nas figuras 2 e 3. A curva padrao feita para quantificacdo foi utilizada apenas para mensurar a
sensibilidade analitica da técnica, pois as amostras tinham uma baixa contaminacdo. Apesar
de ser uma técnica muito sensivel, a curva ndao pode ser utilizada com precisdo para
quantificacdo, pois a quantificacido foi confiavel apenas para o intervalo de 10% a 10’
bactérias, e a partir da diluicio de 10! bactérias a amplificacio teve eficiéncia anémala, e ndo
foi confiavel para quantificacdo. Por isso, como a maioria das amostras testadas estavam
abaixo de 10? bactérias, optou-se apenas por classifica-las como positivas ou negativas, de
acordo com o protocolo de SCHNIDER et al., (2010). E importante ressaltar que a técnica
conseguiu detectar positividade até mesmo para diluicdo contendo apenas 1bactéria/mL tanto

para C.jejuni como para C.coli.
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Figura 2. Curva padrdo da PCR em tempo real para quantificagdo com DNA de C.jejuni diluido em base 10 de
20ng a 200fg, correspondente a 107 a 102 bactérias/mL, respectivamente. R?: 0,997 e Eff%: 91,661
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Figura 3. Curva padréo da PCR tempo real para quantificacdo com DNA de C.coli diluido em base 10 de 20ng a
200fg, correspondente a 107 a 102 bactérias/g, respectivamente. R% 0,999 e Eff%: 95,214

4.3. Ocorréncia de Campylobacter spp. em carcacas de frangos de corte

Os resultados das analises da presenca de Campylobacter spp., C. jejuni e C. coli realizados
pelos métodos VIDAS®, PCR e PCR em tempo real nas amostras de carcacas de frangos de
corte congeladas e resfriadas estdo apresentados na Tabela 2. Das 86 carcacas analisadas
quatro (9,30%) amostras resfriadas apresentaram resultado positivo e nenhuma (0%) amostra
congelada foi considerada positiva para Campylobacter spp. quando foram avaliadas pelo
ensaio imunoenzimatico VIDAS®, as espécies das amostras positivas no VIDAS® ndo foram
identificadas pelos testes bioquimicos realizados pelo sistema automatizado VITEK®,
portanto as amostras foram consideradas apenas Campylobacter spp. Pela técnica de PCR
nenhuma amostra resfriada e nenhuma amostra congelada foi considerada positiva para este
micro-organismo. Pela metodologia do PCR em tempo real, 21 (48,84%) amostras congeladas
e 24 (55,81%) amostras resfriadas apresentaram resultados positivos, totalizando 45 (52,32%)
amostras positivas para Campylobacter spp. Das amostras analisadas pela PCR em tempo real
20 (46,51%) amostras congeladas e 20 (46,51%) amostras resfriadas foram positivas para C.
jejuni e seis (13,95%) amostras congeladas e nove (20,93%) amostras resfriadas foram
positivas para C. coli. Cinco (11,63%) amostras congeladas e cinco (11,63%) resfriadas foram

positivas tanto para C.jejuni quanto para C. coli.
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Tabela 2. Resultados da pesquisa da presenca de de Campylobacter spp., C. jejuni (Cj) e C.
coli (Cc) em carcacas de frango de corte comercializadas em temperaturas de congelamento e
resfriamento realizadas pelas técnicas imunoenzimatica (VIDAS®), PCR e PCR em tempo
real (QPCR)

Amostra N VIDAS PCR gPCR total gqPCR CjeCc gPCRCj gPCR Cc

Congeladas 43 0(0%) 0(0%)  21(48,84%) 5 (11,63%) 20(46,51%) 6 (13,95%)
Resfriadas 43 4(9,30%)  0(0%) 24(55,81%) 5 (11,63%) 20(46,51%) 9 (20,93%)
Total 86 4(4,65%)  0(0%) 45(52,32%) 10 (11,63%)  40(46,51%)  15(17,44%)

Os resultados da PCR estdo ilustrados na figura 4, os resultados da PCR em tempo real para
C. jejuni na Figura 5 e os resultados da PCR em tempo real para C. coli na Figura 6.

8 8 8 CN C.c. CJ

CN: Controle Negativo (agua ultra pura) C.c: C. coli NCTC 11366 e C.j: C. jejuni NCTC 11351; Marcador de 100bp
(Invitrogen); canaletas 81 a 86:amostras de frango resfriadas e congeladas.

Figura 4. Exemplo dos resultados da PCR.
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Figura 5. Exemplo dos resultados da PCR em tempo real para Campylobacter jejuni de amostras de frango congeladas e

resfriadas.
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Figura 6. Exemplo dos resultados da PCR em tempo real para Campylobacter coli amostras de frango congeladas e

resfriadas.

4.4. Comparacdo entre os métodos imunoenzimatico e moleculares para pesquisa de

Campylobacter spp.

Os resultados das analises de comparagdo das metodologias VIDAS®, PCR e PCR em tempo
real para a pesquisa de Campylobacter spp. em carcagas de frangos de corte congeladas e
resfriadas se encontram na Tabela 3. Ao comparar as metodologias VIDAS® e PCR ndo
foram observadas diferencas significativas entre elas. No ensaio VIDAS® foram encontradas
quatro amostras positivas e na técnica de PCR nenhuma amostra positiva foi detectada. Ao
comparar 0 ensaio imunoenzimatico VIDAS® com a metodologia PCR em tempo real foi
observada diferenca significativa entre as técnicas. Foram observadas 45 amostras positivas
pelo método de PCR em tempo real e quatro amostras positivas pelo VIDAS®. Ao comparar
as duas diferentes metodologias de PCR (PCR e PCR em tempo real) também foram

observadas diferencas significativas entre elas, pois foram observadas 45 amostras positivas
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quando se utilizou a metodologia de PCR em tempo real e nenhuma amostra positiva ao se
utilizar a técnica de PCR.

Tabela 3. Resultados da pesquisa da presenca de Campylobacter spp. em carcacas de frango
de corte comercializadas em temperaturas de congelamento e resfriamento realizadas pelas
técnicas imunoenzimatica (VIDAS®), PCR e PCR em tempo real (qQPCR)

Amostras  VIDAS® PCR gPCR
Positivas 4 0 45
Negativas 82 86 41
Total 86 86 86

¥ de McNemar = 2.25; P = 0,1336; gl = 1 para comparagao dos ensaios VIDAS x PCR
2 de McNemar = 39.0244; P = 4,185 x 107%°; gl = 1 para comparagao dos ensaios VIDAS x gPCR
¥ de McNemar = 43.0222; P =5.412 x 10"%; gl = 1 para comparag&o dos ensaios PCR x gPCR

45. Comparacgdo entre a presenca de Campylobacter spp. em carcacas de frangos de
corte resfriadas e congeladas

Os resultados das andlises de comparacdo da presenca de Campylobacter spp. em carcacas de
frangos de corte congeladas e resfriadas pelas metodologias VIDAS® e PCR em tempo real se
encontram na Tabela 4. N&o houve diferenca significativa na presenca de Campylobacter spp.
em carcacas de frangos de corte congeladas e resfriadas em nenhuma das duas metodologias
utilizadas. A comparacédo entre carcagas congeladas e resfriadas analisadas pela PCR néo foi

realizada, pois todas as amostras foram negativas.
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Tabela 4. Resultado da comparacdo da andlise da presenca de Campylobacter spp em
carcacas de frangos de corte comercializada nas temperaturas de resfriamento e congelamento

analisadas pelas técnicas imunoenzimatica (VIDAS®) e PCR em tempo real total (QPCR)

) Amostras Positivas Valor de
Metodologias _
Congeladas Resfriadas p*
VIDAS® 0 4 0.1162
gPCR 21 24 0.0625

*Teste de Fisher

Os resultados das andlises da presenca de C. jejuni e C. coli em carcacas de frangos de corte
congeladas e resfriadas realizadas pela técnica da PCR em tempo real se encontram na Tabela
5. Nao foram observadas diferencas significativas (p>0,05) para a presenca destes micro-

organismos entre carcacgas congeladas e resfriadas.

Tabela 5. Resultado da comparacdo entre carcacgas de frangos de corte comercializada nas
temperaturas de resfriamento e congelamento analisadas pela técnica de PCR em tempo real
(gPCR) especifica para Campylobacter jejuni (qQPCR Cj) e Campylobacter coli (JPCR Cc)

Amostras Positivas

Congeladas Resfriadas Valor de P*
gqPCR Cj 20 20 0.3662
qPCR Cc 6 9 0.0948

*Teste de Fisher
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5. DISCUSSAO

5.1. Deteccdo de Campylobacter spp. realizada pelo método Imunoenzimatico VIDAS®

No ensaio imunoenzimatico VIDAS®, a baixa taxa de positividade encontrada pode estar
relacionada com baixa sensibilidade da técnica, sendo necessaria uma carga bacteriana maior
para gerar resultados positivos. A baixa sensibilidade desse método para amostras de
alimentos pode gerar um numero alto de amostras falso-negativas (amostras positivas, porém
ndo detectadas pela técnica), o que torna a liberacdo de lotes analisados um potencial risco
para a saude. A técnica imunoenzimatica pode subestimar a real contaminacdo de
Campylobacter em amostras de alimentos. Provavelmente, os resultados encontrados também
podem refletir a condicdo do micro-organismo que pode ter sofrido injarias devido ao
processamento e armazenamento em baixas temperaturas e estar na forma VNC. Esta forma
ndo cultivavel prejudica sua deteccao.

A sensibilidade apresentada pelas metodologias imunoenzimaticas para a analise de
Campylobacter spp. varia de acordo com o tipo de amostra. Em amostras de alimentos, onde a
carga microbiana é baixa, a sensibilidade apresentada também é baixa (Oyarzabal et al.,
2012).

Os resultados da pesquisa de Campylobacter spp. realizados pela metodologia VIDAS no
presente trabalho estdo de acordo com os resultados apresentados por Borck et al. (2002) que,
ao analisar amostras de alimentos e fezes pela técnica imunoenzimatica VIDAS® concluiram
que a sensibilidade da técnica variou de acordo com o tipo de amostra. Amostras de fezes de
aves apresentaram sensibilidade de aproximadamente 94% e, em amostras de alimentos, a
sensibilidade apresentada pela técnica foi de 64%. Provavelmente, os resultados encontrados
por esses autores refletem a dificuldade de deteccdo de Campylobacter spp. em amostras de
alimentos pois esse micro-organismo pode sofrer injdrias devido ao processamento e
armazenamento em baixas temperaturas, estar na forma VNC, e, consequentemente,
influenciar negativamente na sua deteccao.

De acordo com Hochel et al. (2007) uma das limitacbes dos métodos baseados em reagdes
antigeno-anticorpos para a detecgdo de bactérias patogénicas € o elevado limiar de deteccao
(~ 10*® UFC/mL), o que resulta em grandes quantidades de amostras falso- negativas,
especialmente em alimentos. Em amostras com elevada concentracdo de Camyplobacter spp.
o limite de deteccdo ndo é tdo problematico. Esses autores acreditam que para amostras com
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baixa carga microbiana a etapa de enriquecimento seletivo adequada € indispensavel para a
deteccdo do micro-organismo, que pode estar na forma VNC.

A maior carga microbiana ndo é comum em amostras de alimentos, pois a competitividade
com outros micro-organismos € alta e o0 meio presente ndo e favoravel para o crescimento de
bactérias fastidiosas como o Campylobacter spp. Desta maneira, as metodologias
imunoenzimaticas podem n&o ser adequadas para analises Campylobacter spp. em alimentos.

Porém, os resultados obtidos em trabalhos como os de Liu et al. (2009) e Gongalves et al.
(2012) diferem do presente estudo, pois esses autores encontraram uma alta frequéncia de

Campylobacter spp. em carne de frango analisadas pelo método imunoenzimatico VIDAS®.

No entanto, os resultados encontrados neste trabalho estdo de acordo com os resultados
encontrados por Menezes (2013) que utilizou a metodologia imunoenzimatica VIDAS para
deteccdo de Campylobacter spp. em carcacas de frangos de corte e observou baixa frequéncia

desse micro-organismo nas amostras analisadas.

5.2.  Deteccdo de Campylobacter spp. em carcacas de frango por PCR

Os resultados encontrados pela técnica de PCR demonstraram que 0s iniciadores escolhidos
ndo foram adequados para essa pesquisa. A técnica utilizada ndo possuiu sensibilidade
analitica adequada para detec¢do de Campylobacter spp. e Campylobacter jejuni em amostras
de alimento. Harmon et al. (1997) e Villardo et al. (2006) ndo avaliaram a sensibilidade
analitica desses iniciadores, que foram desenhados para identificacdo de amostras isoladas de
Campylobacter spp. Os resultados do presente estudo mostraram que a sensibilidade analitica
desses iniciadores foi muito baixa, principalmente quando a diluicdo em caldo Bolton foi

utilizada.

Como observado por outros autores, a técnica de PCR foi uma excelente alternativa em
relacdo a identificacdo bioquimica utilizando esses e outros iniciadores (Harmon et al., 1997,
Persson e Olsen, 2005; Villardo et al. 2006; Alves e Oliveira, 2013; Perdoncini, 2012). Porém
a sensibilidade da técnica para deteccdo do micro-organismo pode variar e ndo ser adequada
para pesquisa de Campylobacter spp. em amostras com baixa carga microbiana, essa variacao
pode ser atribuida principalmente a escolha dos iniciadores.

Alves et al. (2011) utilizaram a PCR com iniciadores diferentes dos iniciadores utilizados no

presente estudo para detec¢do de Campylobacter spp. em amostras de suabe cloacal, contetdo
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cecal e carcacas de frango de corte e encontraram 95,8% de amostras consideradas positivas.
A alta prevaléncia nas amostras analisadas podem ser devida a alta sensibilidade analitica da
técnica com diferentes iniciadores, mas o tipo de amostra com alta carga microbiana também

pode ter influenciado na alta positividade dos resultados.

5.3.  Deteccado de Campylobacter spp. em carcacas de frango por PCR em tempo real

Os resultados encontrados nas analises que utilizaram a técnica de PCR em tempo real
demonstraram que houve alta frequéncia de contaminagdo por Campylobacter spp. nas
carcacas de frango analisadas, porém ndo foi confiavel quantificar devido a baixa carga
microbiana nas amostras. Isto reforca a importancia da utilizacdo de metodologias sensiveis e
com limites de deteccdo adequados para pesquisa dessa bactéria em alimentos, que possuli
uma dose infectante muito baixa (~500 bactérias) e pode ser um potencial risco a salde
humana. A técnica de PCR em tempo real utilizada se mostrou muito sensivel, especifica e
rapida para deteccdo e diferenciacdo de amostras infectadas por C. jejuni e por C. coli.

E importante considerar que na deteccdo desse micro-organismo pela PCR ndo ha necessidade
de que todas as bactérias estejam vivas, pois formas VNC ou bactérias mortas também podem
ser detectadas. A técnica detecta 0 DNA da bactéria e ele esta presente em células vivas, na
forma VNC e mortas. Portanto, se for considerado apenas células viaveis na quantificacdo dos
micro-organismos presentes na amostra pode haver uma falsa interpretacdo, e a técnica
superestimar a presenca de Campylobacter spp.

Técnicas alternativas para deteccdo de células vidveis de Campylobacter spp. estdo sendo
desenvolvidas. A combinacdo da PCR em tempo real com monoazide propidio (PMA) foi
testada por Josefsen et al. (2010) e mostrou ser uma metodologia rapida e confidvel para
deteccdo de células viaveis de Campylobacter spp. em carcacas de frango.

Os resultados encontrados nas analises de PCR em tempo para detec¢do de Campylobacter
spp. neste estudo estdo de acordo com Sails et al. (2003), que avaliaram 97 amostras de
alimentos pela técnica PCR em tempo real e encontraram 65% de resultados positivos.
Schnider et al.. (2010) também encontraram resultados semelhantes, estes autores detectaram
69% de positividade para Campylobacter spp. nas amostras analisadas pela PCR em tempo
real.

A PCR em tempo real permitiu a diferenciacdo das espécies C. jejuni e C. coli, e a frequéncia
encontrada foi maior para C. jejuni do que para C. coli, resultados semelhantes aos
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encontrados por outros autores (Harmon et al., 1997; Schnider et al., 2010; Perdoncini,
2012).

5.4. Comparacdo entre a deteccdo de Campylobacter spp. em carcacas de frango pelos

métodos imunoenzimatico VIDAS®, PCR e PCR em tempo real

A diferenca encontrada nos resultados de PCR em tempo real em relacdo a PCR e o sistema
VIDAS® deve ser atribuida a alta sensibilidade da primeira técnica. Como foi demonstrado, a
carga microbiana das amostras era baixa e provavelmente estava abaixo do limite de detecgéo
do ensaio imunoenzimatico VIDAS® e PCR. A baixa taxa de positividade encontrada pelo
ensaio imunoenzimatico pode estar relacionada também com o estado ndo cultivavel das
bactérias, devido ao processamento e armazenamento das amostras. A baixa sensibilidade da
PCR pode estar relacionada a escolha dos iniciadores, que sdo adequados, segundo a
literatura, para identificacdo de isolados de C. jejuni e C. coli (Harmon et al., 1997; Villardo
et al. 2006), mas que ndo se mostrou sensivel para a deteccdo de Campylobacter spp. de
carcacas de frango.

Almeida et al. (2011) compararam a técnica PCR em tempo real com o método
imunoenzimatico VIDAS® e encontraram maior percentual de detecgdo de Campylobacter
spp. pela técnica de PCR em tempo real, resultado semelhante ao obtido no presente trabalho.

Ugarte-Rui et al.. (2012) também encontraram um alto percentual (98%) de positividade para
Campylobacter spp. em amostras de frangos de corte analisadas pela PCR em tempo real e
demonstraram que a técnica da PCR em tempo real possui sensibilidade adequada para
deteccdo de Campylobacter spp. em alimentos.

A técnica de PCR em tempo real produz resultados altamente sensiveis e especificos, possui a
vantagem de evitar a manipulacdo dos produtos da PCR depois da amplificagdo, reduzindo
assim o risco de contaminacdo cruzada, o que é uma grande vantagem no laboratério clinico.
A partir dos resultados encontrados nesse trabalho a técnica PCR em tempo real foi
considerada uma boa alternativa para a deteccdo quantitativa de amostras que possuem baixa

carga microbiana.
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5.5. Comparacéo da presenca de Campylobacter spp. em carcacas de frangos de corte

resfriadas e congeladas

N&o foram observadas diferencas significativas entre a presenca de Campylobacter spp. em
carcacas de frangos de corte resfriadas e congeladas em nenhum dos métodos analisados. A
interferéncia da temperatura de resfriamento e congelamento na viabilidade desse agente

também ndo foi elucidada.

A técnica imunoenzimatica VIDAS® ndo foi adequada para triagem da presenca de
Campylobacter spp. em carcacgas de frango submetidas a processamentos de resfriamento e
congelamento, pois esse tipo de processamento pode submeter 0s micro-organismos a injuria
subletal, dificultar o crescimento in vitro e, consequentemente, prejudicar a deteccdo de
Campylobacter spp. no material. Por isso, condigdes de enriquecimento seletivo ideais s&o
necessarias para gerar um ambiente adequado e recuperagdo das células degeneradas.

Ao detectar o DNA das células, a técnica PCR em tempo real foi considerada adequada para
deteccdo de Campylobacter spp. em carcacas de frango submetidas a baixas temperaturas
pois, esta metodologia apresentou alta sensibilidade e especificidade. Provavelmente a PCR
em tempo real detectou micro-organismos inviaveis, viaveis e na forma VNC que também
foram consideradas positivas pela PCR em tempo real. Desta maneira, ainda ndo foi possivel
avaliar se 0s processos de resfriamento e congelamento sdo adequados para a diminuicdo e
eliminacdo de Campylobacter spp. em amostras de carcacas de frangos de corte. No entanto,
Bhaduri e Cottrell (2004) concluiram em seus estudos que Campylobacter spp. sobrevive a
armazenagem de 4°C e de -20 °C e que, individualmente ou combinadas, refrigeracéo e
congelamento ndo eliminam o micro-organismo.

Varios autores encontraram resultados diferentes dos encontrados no presente trabalho. Esses
autores observaram a redugdo desse micro-organismo em amostras armazenadas sob
refrigeracdo ou congelamento por diferentes periodos de tempo (Alter et al., 2005; Bonfler,
2009; Mazieiro e Oliveira, 2010; Oliveira e Oliveira 2013). Desta maneira, muitos trabalhos
mostraram que, apesar da diminuigdo na contagem desse agente, ainda h&4 micro-organismos
viaveis mesmo em baixas temperaturas e periodos diferentes de tempo, demonstrando que a
refrigeracdo e congelamento por si s6 ndo resolvem a questdo da contaminacdo por

Campylobacter spp., pois micro-organismos viaveis mas ndo cultivaveis podem estar
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presentes mesmo apos longos periodos de congelamento. Outras medidas preventivas devem
ser tomadas tanto pela industria produtora de alimentos quanto pelos consumidores, como o

cuidado na manipulacao desses produtos para evitar a contaminagéo cruzada.

6. CONCLUSAO

A metodologia de PCR em tempo real é mais sensivel para deteccdo de Campylobacter spp.

em carcacas de frangos de corte que as técnicas do ensaio imunoenzimatico VIDAS® e PCR.
A contaminacdo de carcacas de frango por Campylobacter spp. em Minas gerais ¢ alta.

A temperatura de armazenamento (resfriada e congelada) de carcacas de frangos de corte néo
influencia na taxa de contaminacdo das carcacas por Campylobacter spp., porém, ndo é

possivel avaliar a viabilidade do micro-organismo a partir das metodologias utilizadas.
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