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Resumo

A contaminacdo de carcagas de frangos de corte por micro-organismos do género Campylobacter é
frequente. No entanto, sua deteccdo é dificultada devido a sua caracteristica fastidiosa. Metodologias
como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em Tempo Real foram desenvolvidas para verificar a
presenga do micro-organismo. Porém, também é necessario determinar sua viabilidade visto que apenas
bactérias vivas sdo capazes de causar infec¢des alimentares no homem. O propidio monoazida (PMA) é
um intercalante de DNA capaz de penetrar apenas em células ndo viaveis, impedindo que seu DNA seja
amplificado pela técnica da PCR em tempo real. Com o objetivo de detectar e quantificar Campylobacter
spp. viavel em carcagas de frango de corte congeladas e resfriadas, foram analisadas 60 amostras de
carcacas de frangos (30 resfriadas e 30 congeladas) pela metodologia da PCR em tempo real com e sem o
tratamento pelo PMA. Foi observado que quando as amostras foram tratadas com PMA, tanto as carcacas
congeladas quanto as resfriadas, tiveram menor taxa de positividade em rela¢do as amostras ndo tratadas
com este intercalante de DNA (p<0,001). Das 60 amostras analisadas pela metodologia da PCR em tempo
real, 53 (88,33%) apresentaram resultado positivo para Campylobacter spp., enquanto 11 (18,33%)
tiveram resultado positivo utilizando-se 0 método PCR em tempo real com tratamento pelo PMA. Pela
técnica da PCR em tempo real sem o tratamento com PMA, 26 (86,67%) amostras resfriadas e 27 (90%)
amostras congeladas apresentaram resultados positivos para Campylobacter spp.. Quanto utilizado o
PMA, foi observado que um menor nimero de carcagas congeladas continha o micro-organismo viavel,
duas (6,67%), quando comparado as nove (30%) carcacas resfriadas positivas (P<0,05). Conclui-se que o
armazenamento de carcagas de frango de corte em temperaturas de refrigeracéo e congelamento é eficaz
na reducdo da positividade para Campylobacter spp. quando utilizada a técnica de PCR em tempo real
com tratamento por PMA em relacdo a PCR em tempo real sem o tratamento com o intercalante de DNA.
Além disso, 0 micro-organismo se mantem viavel com maior frequéncia em carcacas resfriadas, quando
comparado a carcagas congeladas.

Palavras-chave: carcagas de frangos de corte, PCR em tempo real, PMA, temperatura de armazenamento
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Abstract

The contamination of broiler carcasses by Campylobacter spp. is common and its assessment is difficult
because of its tedious feature. Methods such as Real-Time Polymerase Chain Reaction (PCR) were
developed to verify the presence of the microorganism, but it is also necessary to determine their viability
as only live bacteria are capable of causing foodborne disease. The Propidium monoazide (PMA) is a
DNA intercalator that can penetrate only in non-viable cells, preventing their DNA to be amplified by real
time PCR. In order to detect and verify the viability of Campylobacter spp., frozen and refrigerated
broiler carcasses were analysed. Sixty samples of broiler carcasses were collected in a poultry
slaughterhouse under federal inspection (30 refrigerated and 30 frozen) and analysed by Real-Time PCR
and Real-Time PCR after PMA treatment. It was observed that when samples were treated with PMA,
both frozen and refrigerated carcasses, had the lowest positivity rate compared to untreated samples with
DNA intercalator (p <0.001). Fifty three out of 60 samples analysed by Real-Time PCR (88.33%) were
positive for Campylobacter spp., while 11 (18.33%) tested positive by Real-Time PCR with treatment by
PMA. For the Real-Time PCR, 26 (86.67%) refrigerated samples and 27 (90%) frozen samples were
positive for Campylobacter spp. When PMA was used, nine (30%) refrigerated samples and two (6.67%)
frozen samples tested positive for the bacteria. It was also observed that a smaller number of frozen
carcasses contained viable microorganism compared to the refrigerated carcasses (p <0.05). It is
concluded that the use of low temperatures in storage of carcases was effective in controlling
contamination of carcasses by Campylobacter spp. using Real-Time PCR with PMA comparing with
Real-Time PCR without PMA treatment. Furthermore, the microorganism keeps viable more frequently
in refrigerated carcass, comparing with frozen carcass.

Keywords: broiler carcasses, real-time PCR, PMA, storage temperature
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1. Introducéo

O Brasil é hoje o maior exportador de carne de frango do mundo e o terceiro maior produtor, ficando
atras apenas dos Estados Unidos e da China. A producdo brasileira de carne de frango em 2013 chegou a
mais de 12 milhdes de toneladas e, desse montante, 68,4% foram destinados ao mercado interno, o que
resultou em um consumo de 41,8 Kg per capita, colocando a carne de frango como a principal carne
consumida pelos brasileiros (ABPA, 2014).

A carne de frango é um alimento de alto valor nutricional, fonte de proteinas, lipideos e sais minerais.
Porém, por ser rica em nutrientes e possuir alta atividade de agua, pode se tornar substrato para a
proliferacdo microbiana. A contaminacdo deste produto pode ocorrer por via enddgena ou,
principalmente, durante o processo de abate do frango. Uma vez contaminada, a carne de frango pode ser
fonte de infeccdo por micro-organismos patogénicos (FAO/WHO, 2009). As doencas transmitidas por
alimentos (DTA) séo causadas pelo consumo de &gua ou alimentos contaminados por agentes bioldgicos,
fisicos ou quimicos. Diferentes doencas podem ser transmitidas por alimentos, as quais causam todos 0s
anos prejuizos aos cofres publicos por meio de gastos com medicamentos, hospitalizagdes e perda de
produtividade no trabalho.

Entre os agentes biolégicos que causam DTA em seres humanos e que estdo associadas a contaminagéo
da carne de frango, destacam-se 0s micro-organismos do género Campylobacter. Estas bactérias séo
responsaveis por disturbios reprodutivos em animais domésticos, diarreia em seres humanos e animais,
além de infecgBes oportunistas em pessoas com imunossupressdo. Adicionalmente, infec¢des humanas
por Campylobacter tém também sido relacionadas com a ocorréncia da sindrome de Guillain-Barré,
doenga que afeta o sistema nervoso periférico, causando desmieliniza¢do de neurénios, paralisia e morte
(Butzler, 2004).

A infeccdo causada por Campylobacter spp. € denominada campilobacteriose e é considerada uma
zoonose por ser uma doenca que tem como reservatério os animais selvagens e domésticos. As aves,
especialmente os frangos de corte, sdo os principais reservatorios naturais do micro-organismo e o
consumo e a manipulacdo de produtos avicolas tém sido implicados como os principais veiculos de
infeccéo.

Orgdos internacionais de satde, como a Organizagdo Mundial da Sadde (OMS) e a Organizacdo das
Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO), tém relatado a campilobacteriose como a doenga
transmitida por alimentos mais reportada no mundo, juntamente com a salmonelose. Existem diferentes
veiculos transmissores dessa doenca. No entanto, a carne de frango é mais frequentemente relacionada
aos surtos (ICMSF, 2006; FAO/WHO, 2009).

O micro-organismo Campylobacter spp. normalmente cresce a temperaturas de 37°C a 42°C. Entretanto,
segundo Bhaduri e Cottrell (2004), a bactéria Campylobacter jejuni possui atividade fisiol6gica em
temperaturas de refrigeracdo e isto pode representar um perigo a saide do consumidor. Por outro lado,
Georgsson et al. (2006) observaram reducdo na contaminagdo pelo micro-organismo em carcagas
congeladas, o que pode ser um beneficio para a seguranca alimentar associada ao consumo desta carne. A
redugdo da contagem de Campylobacter spp. em carcagas de frango pode ser atribuida a diminuicéo da
viabilidade das suas células.
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Em funcdo das dificuldades relacionadas as técnicas classicas de isolamento e identificacdo de
Campylobacter spp., ensaios de biologia molecular sdo desenvolvidos com o objetivo de melhorar a
deteccdo destes micro-organismos em alimentos, além de reduzir o tempo com que a andlise é realizada.
No entanto, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) possui como limitagdo a incapacidade de distinguir
micro-organismos mortos, viaveis e micro-organismos viavel, mas ndo cultivavel (VNC). A diferenciagdo
entre bactérias viaveis e VNC é de grande importancia, ja que apenas micro-organismos vivos ou VNC
representariam perigo real a salide humana.

O Propidio Monoazida (PMA) é um derivado do iodeto de propidio que tem demonstrado capacidade de
se ligar covalentemente a dupla fita de DNA a partir da exposicéo a luz com determinado comprimento de
onda. Este reagente penetra apenas a membrana celular de células mortas ou injuriadas e, ao se ligar de
forma covalente ao DNA impede sua amplificacdo na PCR, possibilitando a diferenciacdo entre micro-
organismos viaveis e VNC dos micro-organismos ndo viaveis. Dessa forma, somente o DNA de bactérias
potencialmente prejudiciais ao consumidor é detectado (Waring, 1965, Nocker et al., 2006).

Em vista dos prejuizos que Camylobacter spp. pode causar a salde do ser humano e da dificuldade de
deteccdo das formas vidveis do micro-organismo por metodologias tradicionais, torna-se imprescindivel
gue novas técnicas diagnosticas sejam desenvolvidas.

2. Objetivo

Os objetivos desta pesquisa foram verificar a influéncia da temperatura de armazenamento na
presenca e viabilidade de Campylobacter spp. em carcacas de frango de corte pela utilizacdo da
metodologia da PCR em tempo real associada ou ndo ao uso do Propidio monoazida (PMA).

3. Revisao de literatura

3.1 Carne de frango

Atualmente, a carne de frango é mais consumida no Brasil, em comparacdo as carnes bovina e suina. Em
1988, o consumo dessas carnes no Brasil era de 11,8 Kg per capita, 27,6 Kg per capita e 7,0 Kg per
capita, para as carnes de frango, bovino e suino, respectivamente (UBA, 2008). Em 2015, segundo a
Companhia Nacional de Abastecimento, a projecdo para o consumo de carne de frango serd de 44,2 Kg
per capita, enquanto que para a carne bovina sera de 35,2 Kg, e para suinos, apenas 14,6 Kg. Esse
consumo da carne de frango € resultado da alta inser¢do de tecnologia no setor, o que possibilitou a queda
no preco do frango para o produtor e, consequentemente, queda do preco da carne para o consumidor
final (CONAB, 2015).

Desenvolvida inicialmente para subsisténcia, a avicultura brasileira passou a ter sua producéo tecnificada
e aumentada, a partir dos anos 1960 e 1970. Inicialmente, a implantagdo de um sistema de integracéo, no
qual o integrador fornece os pintos de um dia e a ragdo ao integrado para que este cuide das aves até o fim
da criacdo, contribuiu para a verticalizacdo da atividade. Juntamente com esse processo de modificacdo
do modo de produgdo avicola, a selegdo genética das aves e adequagdes na nutrigdo propiciaram um
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enorme avango na producdo do frango. Melhorias em pardmetros, como conversdo alimentar, fizeram
com que o frango engordasse mais rapidamente, consumindo menos racdo, o que permitiu que o tempo
até o abate, que em 1930 ocorria aos 105 dias de idade, fosse reduzida para 41 dias de idade, em 2009
(Rizzi, 1993; Cunha, 2014).

Com o aumento na oferta de carne de frango, e, consequentemente a queda do seu preco, o consumidor
brasileiro passou a inclui-la no seu cardapio. Além disso, a facilidade de preparo e a ampla oferta de
pratos prontos e semiprontos a base de frango também contribuiu para que este tipo de produto se
tornasse uma alternativa de consumo ao atender a tendéncia por refeicGes rapidas e tipo fast-food. O
padrdo alimentar da populacdo vem também se modificando no sentido da conscientizacdo de que uma
dieta equilibrada reflete em uma vida saudavel e com maior bem-estar (Carvalho, 2007; Santos Filho et
al., 2011).

Nesse sentido, tem-se demonstrado que o aumento do consumo de gordura associa-se a elevagdo da
concentragdo plasmatica de colesterol e a maior incidéncia de aterosclerose coronaria e adrtica, sendo a
terapia nutricional boa medida de prevencdo e tratamento das dislipidemias (Departamento de
Aterosclerose da Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2007). De acordo com a Tabela Brasileira de
Composicdo Alimentar, em cada 100g de peito de frango cru sem pele sdo contidos apenas 3,0 g de
lipideos, enquanto a mesma quantidade de coxdo mole bovino sem gordura possui quase o triplo (8,7 g)
(Nucleo de estudos e pesquisa em alimentacdo, 2011). Com baixos teores de gordura e colesterol, o
consumo da carne de frango, associado a habitos de vida saudaveis, tem sido aliados ho combate a essas
afecgBes, além de auxiliar no controle de doengas como diabetes e obesidade.

3.2 Micro-organismos do género Campylobacter

A familia Campylobacteriaceae abrange os géneros Arcobacter, Sulforospirillum e Campylobacter e as
espécies genericamente denominadas Bacteroides ureolyticus. Os micro-organismos do género
Campylobacter sdo 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. Sao bactérias Gram-
negativo, microaerdfilas, ndo hemoliticas, ndo esporuladas e as col6nias frequentemente ndo sdo
pigmentadas. E um micro-organismo considerado fastidioso, por causa das suas exigéncias nutricionais e
ambientais, fazendo com que se multiplique de forma lenta. Por possuir o genoma pequeno (1600 Kb a
1700 Kb), o género Campylobacter apresenta um nimero menor de genes comparados aos outros micro-
organismos patogénicos. 1sso reflete na necessidade de um meio complexo para o desenvolvimento, o que
dificulta a sobrevivéncia fora do ambiente intestinal dos animais de sangue quente. Em culturas antigas,
ou sob condi¢des de cultivo adversas, suas células podem adquirir formas cocéides, o que representa um
estagio degenerativo de seu ciclo de vida, sem levar a perda de seu poder infectante. 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 VNC. As formas VNC sdo induzidas por fatores como, por exemplo, o estresse causado por
escassez de nutrientes no meio ou por temperatura inadequada para crescimento. Segundo diversos
autores, essa transicdo morfoldgica representa uma estratégia de sobrevivéncia do micro-organismo
(Vandamme e De Ley, 1991; Bovill e Mackey, 1997; Vandamme, 2000; Nachamkin, 2007; Bhunia,
2008).

Os micro-organismos do género Campylobacter sdo moveis e possuem um flagelo polar em uma ou
ambas as extremidades, fazendo que apresentem movimento em forma de “saca-rolha”. Sua necessidade
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de oxigénio gira em torno de 3 a 5% e de dioxido de carbono de 2 a 10%. A temperatura preferencial para
seu desenvolvimento é de 42°C e seu crescimento ocorre em pH de 4,9 a 9,0, sendo o pH 6timo de 6,5 a
7,5 (Humphrey et al., 2007).

As espécies do género Campylobacter obtém energia a partir de aminoacidos ou componentes
intermediarios do ciclo do acido carboxilico, ndo utilizam carboidratos como fonte de carbono e ndo
fermentam nem oxidam agUcares. Existem espécies que sdo catalase positiva e outras negativa, sendo que
as principais espécies, responsaveis por gastrenterites em seres humanos, C. coli, C. jejuni e C. lari, sdo
catalase positivo. Campylobacter spp. é oxidase positivo, indol negativo e reduz nitrato. Esse género néo
produz hemolise, é extremamente sensivel ao cloreto de sddio, sendo que essa sensibilidade varia de
acordo com a temperatura de desenvolvimento (Franco e Landgraf, 1996; Jay, 2005).

As espécies termofilicas, C. jejuni, C. coli e C. lari, sdo consideradas as espécies mais importantes como
patdgenos para seres humanos. C. jejuni se destaca com a principal espécie causadora de gastrenterites.
Estas espécies patogénicas sdo rapidamente inativadas pelo calor, ndo sobrevivendo aos processos
térmicos utilizados no preparo de alimentos (Humphrey et al., 2007).

Campylobacter spp. esta 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
mal cozidos e agua contaminada. A carne de frango é relatada como uma das principais formas de
transmissdo do micro-organismo sendo a contaminacdo cruzada, durante o preparo dos alimentos, um
fator importante na epidemiologia dessa doenga. 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 prética para reduzir a prevaléncia de Campylobacter spp. em
frangos, foi observada uma reducdo semelhante nos casos de infec¢do humana (FAO/WHO, 2009).

3.3 Mecanismos de viruléncia, patogenia e epidemiologia

O mecanismo pelo qual Campylobacter spp. causa doenga no homem ainda ndo esta esclarecido. No
entanto, adesdo e invasdo de células epiteliais do hospedeiro e a producdo de toxinas sdo reconhecidos
como principais fatores de viruléncia envolvidos nesse processo. O passo inicial para que ocorra a
infeccdo é a adesdo. Elementos estruturais como 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 o movimento tipico em “saca-rolha” de Campylobacter spp.
facilitam a colonizacdo do epitélio intestinal (Jawetz, 1998; Fernadez, 2008). A invasdo celular tem
importante papel na patogenicidade. O mecanismo pelo qual Campylobacter spp. invade as células
epiteliais ainda ndo é totalmente definido. Acredita-se que microfilamentos de actina e a formacéo de
microtubulos seriam responséveis pela internalizagcdo. Além disso, certas proteinas sintetizadas apds
contato com a célula eucaridtica poderiam facilitar a internalizacdo da bactéria promovendo a inflamacéo
e a bacteremia (Fernandez, 2008).

As toxinas, como as enteroxinas e as citotoxinas, tém sido consideradas um dos fatores mais importantes
para justificar os efeitos citopaticos ocorridos nas enterites. A toxina de distensdo citoletal (CDT),
codificada pelos genes adjacentes cdtA, cdtB e cdtC, foi caracterizada e detectada em diversas amostras
de Campylobacter spp. e seu papel como fator de viruléncia ainda nao estad bem elucidado, mas acredita-
se que haja o envolvimento de CDT no processo de diarreia causando alteracdo nas criptas intestinais,
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levando a uma erosdo temporéaria e subsequente perda da funcdo de absorgdo (Wassenaar et al., 1997;
Purdy et al., 2000; Van Vliet e Ketley, 2001; Park, 2002).

Em uma analise epidemioldgica dos surtos de doencas transmitidas por alimentos realizada no Brasil no
periodo de 2000 a 2011, Campylobacter spp. foi considerado pouco frequente, sendo relatado em apenas
trés surtos durante o periodo estudado. Esses dados, porém, podem estar subestimados devido a
dificuldade de diagnostico da doenca. As caracteristicas do micro-organismo, a dificuldade de
acompanhamento dos casos pelos 6rgdos de salde publica e a dificuldade de diagnéstico pelos
laboratérios podem ser algumas das razfes que justificam a inesperada baixa incidéncia de surtos (Wall et
al., 1996; Little et al., 2010; Brasil, 2011).

Mazick et al. (2006) relataram um grande surto de campilobacteriose, ocorrido em maio de 2005 na
cidade de Copenhagem, na Dinamarca. Dos 247 funcionarios de uma empresa que comeram na cantina,
79 tiveram sintomas da doenga. 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 no estado de British Columbia. A provavel causa do surto foi
a ingestdo de agua e lama contaminadas com fezes de animais (Stuart et al., 2008).

Calciati et al. (2012) descreveram um surto de campilobacteriose ocorrido na cidade de Barcelona,
Espanha, em 2010. Na ocasido, 75 criancas desenvolveram a doenga. Das amostras de fezes coletadas dos
doentes, 64,4% foram positivas para C. jejuni. Amostras de agua, frango assado e salada russa foram
negativas para todos os micro-organismos pesquisados. Esse resultado pode ser atribuido ao fato de os
alimentos suspeitos terem sido mantidos congelados, o que dificulta o isolamente de Campylobacter spp..
Autoridades de vigilancia epidemioldgica detectaram deficiéncias na cozinha da escola e no processo de
manipulacdo de alimentos, como a utilizacdo de mesma superficie para manipulagdo de alimentos crus e
cozidos o que eleva o risco de ocorréncia de contaminacao cruzada.

Outro surto ocorreu na cidade de Liverpool, Inglaterra, em janeiro de 2011, onde todos os envolvidos se
alimentaram em um mesmo restaurante. Das 26 pessoas expostas, 11 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 confirmacéo laboratorial da
doenca. Agentes de vigilancia epidemioldgica detectaram o micro-organismo no parfait de figado de
frango (Farmer et al., 2012).

3.4 Campilobacteriose

3.4.1 Campilobacteriose em aves

Pombos, gaivotas, pardais, patos, perus e, especialmente, o frango de corte, sdo considerados
reservatdrios primarios de Campylobacter spp.. Sabe-se que nas aves, a colonizacdo é geralmente
assintomatica, podendo ser encontrados niveis de 10° Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)/g de fezes
sem sintomas clinicos da doenga. A alta incidéncia de C. jejuni em frangos pode ser reflexo da sua
temperatura 6tima de multiplicagdo, uma vez que o trato intestinal das aves tem uma temperatura superior
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a dos mamiferos, cerca de 42°C. A alta densidade populacional na criacdo destes animais se tornou um
fator importante para a disseminacdo do agente entre as aves (Park, 2002; Forsythe, 2002; Zhang, 2008).

A transmissdo de Campylobacter spp. entre aves ocorre principalmente por via horizontal, pela cama do
aviario, de moscas, da agua de bebida, de pessoas e do contato com ratos e equipamentos contaminados.
Apos dois a quatro dias da inser¢do do micro-organismo no ambiente, cerca de 90% de todo o lote torna-
se infectado devido a alta transmisséo via horizontal desse agente entre aves e por estas eliminarem o
micro-organismo por varias semanas apés a contaminacao (Shane e Stern, 2003).

3.4.2 Campilobacteriose humana

Campylobacter é uma das maiores causas de DTA no mundo e a principal bactéria envolvida em casos de
enteropatias em seres humanos (WHO, 2011). A doenga provocada por esses micro-organismos é
denominada campilobacteriose e tem um periodo de incubacdo de dois a cinco dias. Os principais
sintomas observados sdo febre, diarreia e dor abdominal. A diarreia pode durar de dois a trés dias, mas as
dores podem persistir apos este periodo. As fezes podem conter sangue, muco ou pus (Karmali e Fleming,
1979). Com uma baixa dose infectante, menor que 500 células bacterianas, a campilobacteriose ainda
pode causar cefaleia, dor nas costas e nduseas (Robinson, 1981; ACMSF, 2005).

As espécies que mais acometem o homem séo C. jejuni subs. jejuni, C. coli e C. lari. C. jejuni se destaca
como a principal espécie causadora de gastrenterites em humanos (EFSA, 2005). A doenga pode ser grave
para criancas, idosos e pessoas com imunossupressdo, devendo ser considerada um importante problema
de salde publica. C. jejuni coloniza o jejuno, ileo e c6lon causando, em nivel tecidual, uma degeneragéo
do epitélio e ulceracdo da mucosa. Os pacientes podem excretar 0 micro-organismo por duas a trés
semanas (FIOCRUZ, 2005).

Dentre as complicacBes que podem ocorrer apds a campilobacteriose, citam-se artrite reativa, meningite,
sindrome de Miller Fischer e osteomielite. No entanto, a mais séria sequela tem sido associada com o
desenvolvimento de doencgas neurolégicas, como a sindrome de Guillain-Barré. Esta sindrome, que afeta
0 sistema nervoso periférico, € caracterizada pela desmielinizacdo de neur6nios, pode resultar em
paralisia ascendente, comprometimento respiratério, muscular e morte (Allos, 1998; Nachamkin, 1998).
Estima-se que no minimo 30 a 40% dos pacientes com a sindrome foram infectados anteriormente com o
micro-organismo. A associagdo entre as doengas parece estar restrita a infeccdo pela espécie C. jejuni.
Contudo, estudos tém sido realizados no sentido de verificar se outras espécies do género poderiam estar
relacionadas a sindrome (Allos, 1997; Bersudsky et al., 2000; Belkum et al., 2009).

A importancia da campilobacteriose no mundo vem sendo pesquisada e relatada por diversos 6érgaos
internacionais de sadde. No relatério anual de surtos de doencas alimenticias do Centro de Controle de
Doengas dos Estados Unidos (CDC), o nimero de surtos causados por Campylobacter aumentou de 25,
em 2010, para 30, em 2011, e 37 em 2012 (CDC, 2014). Em monitoramento realizado pela Autoridade
Europeia de Seguranca Alimentar (EFSA) e pelo Centro Europeu de Controle e Prevencdo de Doencas
(ECDC), verificou-se que a campilobacteriose foi a zoonose mais reportada nos paises europeus no ano
de 2013 (EFSA e ECDC, 2015), superando os casos de salmonelose.
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3.5 Contaminagéo da carne de frango por Campylobacter spp.

Os alimentos de origem animal contaminados sdo considerados o principal veiculo de transmissdo de
Campylobacter spp. para seres humanos. Estima-se que 50-70% dos casos tenham origem alimentar e
estejam relacionados ao consumo ou a manipulagdo de carne de frango crua contaminada. A
contaminagdo de carcagas de frangos em abatedouros é considerada o principal fator de risco para estas
infeccBes. Nesse sentido, as falhas no processo de evisceracdo e das condicbes de higiene e a
manipulacdo inadequada das carcacas sdo 0s principais responsaveis pela transferéncia do micro-
organismo para a carne. Com isso, o controle adequado durante o processo de abate é importante para
reducdo de Campylobacter spp. no produto final (Altekruse et al., 1999; Carvalho et al, 2002; Shane e
Stern, 2003; Rozynek et al., 2005).

Herman et al. (2003) pesquisaram as rotas de contaminacdo da carne de frango por Campylobacter spp. e
encontraram que a quantidade de lotes de aves positivas para 0 micro-organismo aumenta com o tempo
de criagdo. Isso ocorre, provavelmente, devido & &gua de bebida, por ser esta uma importante fonte de
transmisséo de doengas dentro dos aviarios. Em um documento da FAO e OMS (2009) sobre Salmonella
spp. e Campylobacter spp. em carne de frango, foi reportado que a prevencdo da entrada de
Campylobacter spp. nas granjas avicolas € a medida mais importante no controle dessa enfermidade.

Além de medidas de prevencéo na criagdo, a adogdo de praticas que impegam a contaminacédo da carne de
frango durante o abate é imprescindivel. O processo de obtengdo da carne de aves se divide em duas
fases: pré-abate e abate. O manejo pré-abate se inicia ainda na granja quando é retirado das aves 0 acesso
a alimentacdo, mas mantido o acesso & &gua. Essa pratica tem por objetivo reduzir o conteldo
gastrointestinal e, consequentemente, minimizar a ocorréncia de ruptura de al¢as intestinais, diminuindo a
contaminagdo de carcacas, superficies de manipulacdo e demais utensilios por fezes (Petracci et al.,
2010).

Tendo por base o fluxograma de abate de aves, as etapas em que mais se encontra contaminacdo da
carcaca de frango por micro-organismos do género Campylobacter sdo a escalda, a depenagem, a
evisceracao e o resfriamento (Guerin et al., 2010). A escalda ocorre apds a sangria e tem por objetivo o
amolecimento de foliculos pilosos, o que facilita a retirada das penas. A adgua dos escaldadores, apesar de
estar a elevadas temperaturas e de a legislacdo exigir sua renovacéo a cada turno de trabalho de oito horas
(Brasil, 1998a), age como um disseminador de micro-organismos. A depenagem, por sua vez, propicia a
contaminagdo cruzada entre carcacas por meio dos “dedos” depenadores. Em um estudo relacionando
lotes de frangos positivos para Campylobacter spp. e a contaminacéo das respectivas carcagas, encontrou-
se que a 4gua da escalda permite a sobrevivéncia dessa bactéria, e a consequente contaminacao das penas,
e que isso estaria relacionado & contaminacdo das carcacgas apds a depenagem (Seliwiorstow et al., 2015).

Apos a depenagem e a lavagem das carcagas, ocorre 0 processo de evisceragdo. Durante essa etapa, que
nas empresas de grande porte ocorre de forma mecénica, 0 maquinario utilizado pode funcionar como via
de transmissdo de micro-organismos. Aves com variados tamanhos e pesos podem interferir na eficiéncia
dos equipamentos de evisceracdo, levando a ruptura intestinal e a contaminacdo da carne. De acordo com
0 Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitario de Produtos de Origem Animal (RIISPOA), as carcacas
ou partes de carcaga que se contaminarem por fezes durante a evisceracdo ou em qualquer outra fase dos
trabalhos devem ser condenadas. No entanto, é importante ressaltar que os equipamentos de abate
contaminados pela ocasido da ruptura, sdo veiculos para a contaminacéo de outras carcagas e até mesmo
de lotes abatidos subsequentemente.
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Na etapa final do processo de abate ocorre a lavagem interna e externa das carcagas com agua e,
posteriormente, o resfriamento, que podera ocorrer por aspersao de agua gelada ou por imersdo, que é o
método mais utilizado no Brasil. A 4gua de imersdo do tanque de resfriamento, ou chiller, deve ser
potavel, renovada constantemente, deve passar pelas carcagas em sentido contracorrente com temperatura
ndo superior a 4°C e pode ser hiperclorada, com maximo de 5 ppm de cloro livre (Brasil, 1998). Apesar
de esses fatores terem como objetivo a reducdo da carga microbiana das carcacas, a agua do chiller pode
permitir a contaminacdo cruzada entre carcacas de frango. Ao avaliarem a ocorréncia de Campylobacter
spp. termotolerante nos dois principais frigorificos de aves do Chile, Figueroa et al. (2009), concluiram
que o resfriamento possuia um efeito limitado sobre a reducdo da contaminacéo de carcacas de frango. Os
autores atribuiram esse resultado devido a provavel contaminacao inicial das carcacas, o que prejudicaria
todo o processo até o seu fim.

Talvez, a forma mais importante para o alimento carneo tornar-se veiculo de Campylobacter spp. seja a
contaminagdo cruzada durante a manipulacdo dos alimentos. Neste aspecto, a carcaga 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 e Piatti, 2002).

Paulsen et al. (2005) analisaram 198 amostras de carne de frango adquiridas em 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 em
76% amostras.

Kuana al. (2008), em Porto Alegre (RS), avaliaram 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 contaminacdo de carcagas
de frangos de corte pelo micro-organismo Campylobacter spp. antes de entrar no processo de pré-
resfriamento (pré-“chiller”) e apos a saida deste (pos-“chiller”). Neste estudo, 0S autores encontraram
56,0% de amostras positivas no pré-“chiller” e 44,0% no pds-“chiller”, demonstrando que hd uma
reducdo na contagem de Campylobacter spp. ap6s o pré-resfriamento, mas que a comtaminacdo pelo
micro-organismos ainda ¢ alta depois desse processo.

Ivanova et al. (2014), analisaram 73 carcagas de frango obtidas de diferentes etapas de abate durante dois
dias e encontraram uma alta taxa de isolamento de C. jejuni (60%). Este resultado foi atribuido a possivel
ruptura de algas intestinais e contaminagdo de superficies de trabalho, maos de manipuladores e 4gua de
processamento.

Reis (2015) pesquisou a presenca de Campylobacter jejuni e C. coli em carcacas de frango resfriadas e
congeladas, coletadas de um abatedouro sob inspecdo federal em Minas Gerais. Pelo método de PCR em
tempo real. Foi encontrada uma frequéncia total de 52,32% do micro-organismo, sendo considerada alta e
de importancia para a saude publica.
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3.6 Legislagbes nacionais e internacionais relacionadas ao controle de
Campylobacter spp.

Com o objetivo de reduzir a incidéncia de campilobacteriose no mundo, 6rgdos como o Codex
Alimentarius desenvolveram diretrizes que visam o controle de Campylobacter spp. em carne de frango
(CAC/GL 78-2011). O principal foco desse documento é oferecer informagdes de controle do micro-
organismo aos governos e industria de forma a reduzir as DTA e garantir as préaticas equitativas no
comércio internacional de alimentos. As diretrizes ndo possuem como objetivo estabelecer limites
guantitativos para o micro-organismo, mas sim fornecer medidas de controle que vdo desde o0s
incubatorios até 0 momento de consumo da carne.

Nesse sentido, 0 governo neozelandés criou o programa para gestdo do risco de Campylobacter spp. com
foco na carne de frango. A meta do Ministério das Industrias Primarias (MPI) daquele pais é alcancar, em
um periodo de cinco anos, 50% de redugdo na incidéncia de campilobacteriose humana. Para isso, as
estratégias utilizadas incluem: desenvolvimento do Codigo de Pratica (COP) para os processadores de
aves; revisdo de metas de desempenho para Campylobacter spp. em frangos de corte; realizacdo de
auditorias de processadores primarios e secundarios de carne de aves e monitorizacdo de produtos
alimentares em varios pontos da cadeia alimentar (MPI, 2013). A monitoracdo desses produtos ¢ realizada
pelo Ministério da Saude e em seu guia de referéncia microbioldgica para alimentos, a pesquisa de
Campylobacter spp. é preconizada em produtos & base de frango como alimentos processados, carne crua,
cozida, curada e/ou defumada (Ministry of Health, 1995). Para realizar a monitoracdo microbioldgica é
utilizado um plano de amostragem de duas ou trés classes dependendo do alimento analisado. Para fins de
aplicacéo do plano de amostragem entende-se que m € o limite que separa o lote aceitavel do produto ou
lote com qualidade intermediaria aceitavel e M separa o lote com qualidade intermediaria aceitavel do
lote inaceitével. Valores acima de M sdo inaceitaveis e ¢ € 0 nimero maximo aceitvel de unidades de
amostras com contagens entre os limites de m e M. O plano de duas classes é realizado quando a unidade
amostral a ser analisada pode ser classificada como aceitavel ou inaceitavel e o plano de trés classes ¢é
utilizado quando a unidade amostral a ser analisada pode ser classificada como aceitavel, qualidade
intermediéria aceitavel ou inaceitavel (Anexo 1).

Seguindo a mesma tendéncia, 0 Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) publicou a 32
edicdo do guia para controle de Salmonella spp. e Campylobacter spp. em carne de frangos. Esse
documento contém recomendagdes que visam a prevencdo da contaminacdo das carcagas nos diferentes
pontos do processo de abate (USDA, 2010). Além disso, 0 USDA, por meio do Servico de Inspecéao e
Seguranca Alimentar (FSIS), esta propondo novos métodos e parametros para a analise de Campylobacter
spp. em carnes de frango e de peru. A meta esperada é reduzir de 19% a 37% a incidéncia de
campilobacteriose no pais por meio da redugdo do patdgeno nos produtos a base de carne de frango
(FSIS, 2015).

A Comissao Europeia, na tentativa de aumentar o nivel de seguranca dos alimentos produzidos nos paises
membros, tem estabelecido medidas de controle de risco em nivel produtivo e comercial. Com o objetivo
de embasar o desenvolvimento de critérios de contencdo de Campylobacter spp. em carcacas de frango, a
EFSA divulgou um informe cientifico que contempla agdes de controle em toda a cadeia alimentar. De
acordo com o 6rgdo, a contaminacdo das carcagas poderia ser diminuida por meio da implantacao de
medidas de biosseguranga nas granjas de producéo e programas de autocontrole durante o abate. O 6rgédo
acredita que a ado¢do de critérios microbiolégicos de 1000 ou 500 UFC/g pode reduzir o risco de
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campilobacteriose na populacdo em mais de 50% ou 90%, de acordo com o produto analisado (EFSA,
2011).

Em contrapartida ao que ocorre internacionalmente, quase ndo ha no Brasil legislagdes ou material
técnico que informe sobre a importancia de Campylobacter spp. na avicultura e nos produtos a base de
carne de frango. No que diz respeito a producdo de aves, o Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) preconiza apenas o controle de doencas como salmoneloses, micoplasmoses,
influenza e doenca de Newcastle. Os padrdes microbioldgicos estabelecidos pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para carne de aves visam somente a pesquisa de coliformes a 45°C em 10
g de amostra (ANVISA, 2001).

3.7 Efeitos do resfriamento e congelamento na viabilidade do micro-organismo

De acordo com a legislagéo brasileira, a temperatura das carcagas de frango ao final do processo de abate
deve ser igual ou inferior a 7°C. Tolera-se a temperatura de 10°C, para as carcagas destinadas ao
congelamento imediato (Brasil, 1998). O resfriamento e o congelamento da carne de aves sdo essenciais
para prevenir o crescimento de patdgenos e retardar o desenvolvimento de micro-organismos
deteriorantes (Mead, 2004). Além disso, 0 uso de temperaturas baixas na conservagdo da carne reduz a
atividade enzimética e as reagdes quimicas do préprio alimento, aumentando sua vida de prateleira
(Frazier e Westhoff, 1993).

O resfriamento evita o crescimento de micro-organismos terméfilos e de muitos micro-organismos
mesofilos devido ao aumento no tempo de geragdo, reduzindo ou evitando sua multiplicagdo. A eficacia
desse método de conservacdo depende de fatores como tipo de alimento armazenado, tipo de embalagem
utilizada e grau de contaminagdo microbiana. O congelamento é a operagdo na qual a temperatura do
alimento é reduzida abaixo do seu ponto de congelamento. A longo prazo, esse € 0 método de
conservacdo de alimentos que menos deprecia o valor nutritivo e a qualidade sensorial da carne “in
natura”. A diminuicdo da populagdo microbiana que ocorre em alimentos submetidos ao congelamento se
deve a efeitos subletais e efeitos letais, como a precipitacdo e a desnaturacdo de proteinas e enzimas ou
por lesGes fisicas causadas pelos cristais de gelo (Frazier e Westhoff, 1993, Pardi et al., 1995; Fellows,
2000).

As espécies de Campylobacter spp. patogénicas para 0s humanos possuem como caracteristica o
crescimento em temperaturas entre 41°C e 43°C. Em temperaturas abaixo de 30°C esses micro-
organismos ndo se multiplicam (Lee et al., 1998). Em estudo realizado por Hazeleger et al. (1998), C.
jejuni apresentou crescimento em temperaturas minimas de 31°C e 32°C. Esses autores, entretanto,
relataram a presenca de atividades fisiol6gicas importantes para a sobrevivéncia do micro-organismo em
temperaturas de 4°C. A auséncia de proteinas de choque térmico, segundo eles, poderia explicar o fato de
C. jejuni ndo crescer em temperaturas abaixo de 30°C.

Estudos tém sido realizados com o objetivo de avaliar a redugdo do nimero de carcagas positivas para
Campylobacter spp. apds o congelamento. Gill e Harris (1982) avaliaram o crescimento e a sobrevivéncia
de C. jejuni em carne e alimentos cozidos. Para isso, foi realizada a inoculagdo do micro-organismo em
fatias de carne, as quais foram armazenadas a 25°C por duas semanas e a -1°C ou -18°C por seis semanas.
Os autores verificaram que ap6s duas semanas a -18°C houve uma répida redugdo da contagem
bacteriana. Resultado semelhante foi obtido por Moorhead e Dykes (2002) Porém, a contagem do
patdégeno diminuiu ja na primeira semana de experimento.
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A reducéo da prevaléncia do micro-organismo em amostras congeladas foi demonstrada em um estudo
realizado no Reino Unido, em que a positividade para Campylobacter spp. passou de 56% em amostras
frescas para 31% em amostras de frango congeladas (FSA, 2001).

Acreditando na eficacia do congelamento como método de reducédo da contagem do micro-organismo, as
autoridades de salde publica da Islandia, em 2000, adotaram a congelagdo dos produtos a base de carne
de frango como medida de mitigacdo de risco da exposi¢cdo humana a Campylobacter spp.. Em 2001, o
governo da Noruega implantou a mesma estratégia (Georgsson et al, 2006).

Estudo feito no Pais de Gales, entre margo e dezembro de 2005, mostrou que o congelamento nédo
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. (Meldrum e Wilson, 2007).

Maziero e Oliveira (2010) pesquisaram a prevaléncia de Campylobacter spp. termofilico 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 reducéo 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 log,g UFC/g, respectivamente.

3.8 Métodos de deteccdo de Campylobacter spp. em alimentos

A deteccdo e o isolamento de patégenos em alimentos podem apresentar dificuldades, principalmente
relacionada ao nUmero de micro-organismos presentes na amostra. Quando um alimento estd
contaminado com bactérias patogénicas, elas frequentemente estdo em nimeros baixos, com distribuicdo
heterogénea e sofrendo alta competitividade com outras espécies ndo patogénicas. Isso implica na
necessidade da andlise de um grande nimero de amostras para que haja confiabilidade nos resultados
negativos.

3.8.1 Isolamento

Os micro-organismos do género Campylobacter possuem natureza fastidiosa, crescendo mais lentamente
gue outros enteropatégenos. Os métodos utilizados para seu isolamento podem variar, mas normalmente
requerem condi¢des especiais de cultivo (Oyofo et. al., 1992). A dificuldade em isolar micro-organismos
termotolerantes do género Campylobacter pode advir de varios fatores como alta exigéncia nutritiva,
temperatura de crescimento elevada (41°C a 43°C), em oposi¢do as baixas temperaturas utilizadas na
conservacdo de alimentos, sensibilidade ao oxigénio, baixa competitividade em relagcdo a outros micro-
organismos e quantidade baixa de células ou predominio de células injuriadas na amostra analisada.
Fatores estressantes podem fazer com que Campylobacter spp. assuma a forma VNC. Essa forma ndo
viavel ¢, no entanto, infectante para 0 homem o que constitui perigo para a saide publica (Nachamkin,
2007).
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O isolamento de Campylobacter spp. é realizado normalmente por métodos que utilizam meios de
enriquecimento seletivo e plaqueamento em agares seletivos. Porém, outros métodos como filtragdo e
enriquecimento em meio semi-sélido estdo descritos na literatura (Jeffrey et al, 2000; Knill et al, 1982).
Dentre os antimicrobianos mais utilizados na preparagdo dos meios de cultura para Campylobacter spp.
0s mais frequentes sdo Trimetropim, Polimixina, Colistina, Vancomicina, Rifampicina, Cicloheximida,
Anfotericina, Cefalotina, Cefoperazona, Cefazolina, Novobiocina e Bacitracina. A escolha dos
antimicrobianos € realizada com base na resisténcia das cepas bacterianas do género a esses compostos e
na inibicdo do crescimento de organismos competidores (Corry et al, 1995). Da mesma forma, a
utilizacdo de temperaturas de 42°C a 43°C aumenta a seletividade microbiana, inibindo o crescimento de
outros micro-organismos intestinais e favorecendo o crescimento de Campylobacter spp. termotolerante
(Garrity et al., 2005, Vandamme et al., 2005). O isolamento pode ainda ser favorecido pela adi¢do de
agentes que reduzem o efeito toxico de compostos derivados do oxigénio, como suplemento sulfato
férrico, meta bisulfito de sodio e piruvato de sodio (suplemento FBP), sangue, haemina e carvao (Corry et
al. 1995, Hunt e Abeyta, 1995).

O isolamento de Campylobacter spp. a partir de amostras de alimento normalmente requer uma etapa de
enriquecimento e o meio utilizado para esse fim pode afetar significantemente a recuperacdo do micro-
organismo na amostra (Baylis et al., 2000). Diferentes meios de enriquecimento tém sido desenvolvidos
como caldo Preston, caldo Exeter, caldo Bolton e caldo Park e Sanders (Corry et al., 1995).

Bolton e Robertson (1982) compararam a adicdo de etapa de enriquecimento com o plagueamento direto
no isolamento de C. jejuni e C. coli de fezes humanas e suabes retais/cloacais de animais de producéo.
Eles encontraram maior taxa de isolamento dessa bactéria a partir das amostras submetidas previamente
ao enriquecimento em caldo Preston em relacdo ao plagueamento direto em agar Skirrow ou &gar Preston.
Em estudo avaliando diferentes métodos de isolamento de Campylobacter spp., Paulsen et al. (2005)
obtiveram melhores resultados com o uso de caldo Bolton na etapa de pré-enriquecimento ao invés do
caldo Preston. A analise de 461 amostras de carne bovina, suina e de frango resultou em 88,2% de
positividade para Campylobacter spp. utilizando o primeiro caldo, enquanto que para o segundo a taxa de
isolamento foi de 64%.

Os meios solidos mais comumente utilizados para cultivo do micro-organismo sdo Skirrow, Campy-
Cefex, Butzler, Preston e Exeter, modified Charcoal Cefoperazone Deoxycholate Agar (mCCDA) e
Karmali. A maioria deles contém sangue desfibrinado de cavalo ou carneiro na proporcdo de 5% a 15%
(Corry et al., 1995). O sangue, no entanto, é um suplemento considerado como nao seletivo (Bolton et al,
1984).

Devido a variabilidade da qualidade e da possibilidade de contaminacdo do sangue, foi desenvolvido o
meio mCCDA. Este meio contém, ao invés de sangue, uma mistura de carvdo ativado, sulfato ferroso e
sodio piruvato que elevam a aerotolerancia das espécies de Campylobacter spp. O antimicrobiano
escolhido inicialmente para esse meio, Cefazolina, foi substituido mais tarde pelo Cefoperazona por
aumentar a seletividade. A Anfotericina B é outro componente do suplemento do mCCDA e tem o
objetivo de prevenir o crescimento de leveduras (Bolton e Coates, 1983; Bolton et al., 1984; Hutchinson e
Bolton, 1984; Corry et al. 1995).

Apesar da diversidade de meios para isolamento de Campylobacter spp., hd uma grande dificuldade na
execucdo dessas técnicas em alimentos. A presenca de baixa quantidade de bactérias do género, associada
a alta carga de competidores e ao elevado estresse a que esses micro-organismos sdo submetidos, pode
fazer com que o isolamento pelas metodologias convencionais seja muito reduzido (Borck et al, 2002).
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Com objetivo de padronizar a técnica de deteccdo e contagem de Campylobacter spp., a “International
Organization for Standardization ” (ISO) divulgou as especificagOes técnicas para detecgdo e enumeragdo
do micro-organismo (10272 partes 1 e 2). Na parte 1 da norma é preconizado o enriquecimento seletivo
da amostra diluida em caldo Bolton. Essa etapa ocorre a 37°C por 4h a 6h, para que haja a recuperacéo
das células injuriadas e, posteriormente, a 41,5°C durante 40h a 48h. Uma aliquota do caldo incubado é
estriado sobre mMCCDA e em outro meio solido seletivo (Agar Skirrow, Karmali, Preston) e ambos s&o
incubados em microaerofilia. As colénias consideradas tipicas sdo repicadas em agar Columbia com
sangue desfibrinado de ovino para posterior confirmacdo por microscopia, testes bioquimicos e de
crescimento. As colbnias de Campylobacter spp. consideradas tipicas normalmente sdo pequenas,
redondas, brilhantes e com tendéncia a se espalharem (1SO, 2006).

3.8.2 Métodos enziméaticos

Além das técnicas microbioldgicas, que sdo dificeis de serem realizadas, foram desenvolvidos métodos
imunoenzimaticos, que envolvem, na deteccdo do micro-organismo, a rea¢do entre antigeno e anticorpo.
Nesses ensaios, anticorpos especificos sdo marcados com uma enzima e, ao entrar em contato com
antigenos microbianos, mudam de cor, sendo que essa mudanga de cor é proporcional a quantidade de
antigeno presente na amostra. Essas técnicas sdo consideradas vantajosas pela facilidade de execugdo da
analise e rapidez com que o resultado é obtido (Richardson et al, 2009).

O ensaio imunoenzimatico fluorescente, que associa 0 método sanduiche com uma detec¢do final por
fluorescéncia, é utilizado na técnica do ensaio enzimatico fluorescente (ELFA) do sistema automatizado
imunoenzimético VIDAS®. Neste ensaio, a reacdo antigeno-anticorpo é 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 e Battie, 2012).

Diversos métodos enzimaticos para deteccdo de Campylobacter spp. foram descritos na literatura, dentre
eles a aglutinagdo em latex. Utilizando um kit comercial (Meritec Campy-Meridian Diagnostics),
Nachamkin e Barbagalo (1990) encontraram 100% de sensibilidade na deteccdo de cepas puras de C.
jejuni e C. coli. No entanto, amostras sabidamente C. lari ndo foram detectadas no mesmo teste.

Com o objetivo de comparar o isolamento com a técnica imunoenzimatica TECRA CAMVIA (3M) na
deteccdo de Campylobacter spp., Bailey et al. (2008) coletaram 398 carcacas de frango de 19
estabelecimentos de abate dos Estados Unidos. O método testado foi considerado mais rapido e sensivel
em relacdo ao isolamento tradicional preconizado pelo USDA. No entanto, foram detectadas amostras
falso negativo provenientes, na maioria, de uma sé planta de abate. Percebeu-se que essas amostras foram
coletadas no fim do processo de producdo, o que sugere que células gravemente injuriadas ndo obtém
bons resultados pelo método imunoenzimatico.

Reis (2015), trabalhando com carcacas de frango em Minas Gerais, encontrou pela técnica
imunoenzimatica VIDAS® apenas 9,3% de positividade para Campylobacter spp. em carcagas resfriadas,
enquanto por meio de PCR em tempo real foram detectadas 55,81%. Segundo o autor, esse baixo indice
de positividade pelo método imunoenzimatico pode ser atribuido & baixa sensibilidade da técnica
utilizada.
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3.8.3 Metodologia Molecular

A metodologia da PCR é uma técnica altamente sensivel e rapida em que sequéncias predeterminadas de
DNA podem ser amplificadas em milhGes de copias pelo uso de dois fragmentos especificos, e
complementares, de DNA denominados iniciadores ou primers (Koneman et al., 2001).

A metodologia de PCR ¢é baseada na amplificacdo de sequéncias de DNA ou de RNA especificas, que a
partir de uma quantidade de material amplificado fica disponivel para alcangar o limiar de detecgdo. Os
primers sdo sequéncias iniciadoras do processo de sintese génica 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 hibrac&o (extension), ocorre quando ha a sintese da
nova fita de DNA. No fim dos ciclos, sdo obtidos milhares de copias de DNA alvo, que poderdo ser
detectados posteriormente por meio de eletroforese em gel de agarose (Sambrook e Russel, 2001; Kubista
et al., 2006). Essa técnica tornou-se muito difundida e bastante utilizada para o diagnéstico laboratorial de
Campylobacter spp., principalmente pelas vantagens de altas sensibilidade e especificidade, além da
facilidade de sua execucdo (Butzler, 2004).

3.8.4 PCR em tempo real

A técnica de PCR em tempo real combina a metodologia de PCR com um mecanismo de deteccéo e
quantificacdo dos produtos amplificados por fluorescéncia. Esta metodologia permite que 0s processos de
amplificagdo, deteccdo e quantificacBo do DNA sejam realizados em uma Unica etapa, agilizando a
obtencdo de resultados e diminuindo o risco de contaminagdo da amostra. A PCR em tempo real
determina valores durante a fase exponencial da reacdo, monitorando a reacéo ciclo a ciclo e associando a
amplificagdo do alvo com a emissdo de uma determinada quantidade de fluorescéncia. A intensidade de
sinal emitido é proporcional & 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 € denominado de Cycle Threshold (Ct). Esse ponto indica a presenca do gene alvo e a partir
desse ponto, por comparacdo a um padrdo ou curva relativa, permite avaliar a quantidade de material
inicialmente presente na amostra (Marcelino, 2006; Invitrogen, 2008).

Os dois sistemas de detec¢do mais usados para gerar a fluorescéncia na PCR em tempo real sdo o0 SYBR
Green e a sonda especifica. SYBR Green sdo fluorocromos que se ligam a fita dupla de DNA e emitem
fluorescéncia, detectando produtos inespecificos. A sonda especifica é composta de oligonucleotideos
marcados com fluor6foros altamente especificos ao produto da PCR de interesse. Essas sondas possuem
na extremidade 5’ uma molécula fluorescente chamada de “reporter” e na extremidade oposta, 3, uma
molécula denominada “quencher”, a qual inibe a fluorescéncia do reporter. Durante a extensdo, a DNA
polimerase separa 0 quencher do reporter, levando ao aumento da intensidade da fluorescéncia. Para que
isso ocorra, é necessario um termociclador acoplado a um sistema Optico para a excitagdo e captura da
fluorescéncia emitida na reacdo (Castelani e Duarte, 2011), além de um software que interpreta o espectro
gerado, realizando assim a quantificacdo do DNA (Bustin, 2000; Bustin, 2002; Casaril 2010).
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Sails et al. (2003) desenvolveram um ensaio para quantificar C. jejuni em alimentos ap6s 48 h de
enriguecimento em caldo Bolton. Eles compararam a metodologia convencional de isolamento e a PCR
em tempo real na analise de amostras de carne de frango crua, mitdos de frango, mariscos crus e leite.
Das 97 amostras analisadas, 63 foram positivas para C. jejuni na PCR e 57 no isolamento, com 86,6% de
concordancia entre os resultados. O tempo de analise das amostras enriquecidas avaliadas pela PCR em
tempo real foi de aproximadamente 3 h, enquanto que para o isolamento foi de 48 h. Os autores
concluiram que a PCR em tempo real pode reduzir significantemente o tempo gasto na deteccdo de C.
jejuni em amostras de alimentos, ajudando na determinacdo dos pontos de contaminacdo pelo micro-
organismo e na reducdo e eliminacéo de risco ao consumidor.

Debretsion et al. (2007) encontraram menor concordancia de resultados entre isolamento e PCR em
tempo real. Ao analisarem 84 lavados de frangos coletados de diferentes estagios do processo de abate,
obtiveram 32% de positividade pelo método convencional e 77% pela PCR. Esse estudo, no entanto, ndo
utilizou o enriquecimento prévio das amostras.

Com o objetivo de comparar o isolamento tradicional de C. jejuni a PCR em tempo real ambos com e sem
enriquecimento seletivo, Rantsiou et al. (2010) avaliaram 48 amostras de frango provenientes de
supermercados da regido noroeste da Italia. A deteccdo de C. jejuni foi superior pela metodologia da PCR
em relacdo ao método tradicional, independentemente do enriquecimento. Sem a etapa do
enriquecimento, a PCR gerou 87% de positividade, enquanto que ap6s o enriquecimento das amostras foi
verificado apenas 27% de amostras positivas. Segundos os autores, a reducdo do nimero de amostras
positivas apds a incubagdo poderia ser atribuida a presenca, nas amostras ndo enriquecidas, de células
mortas ou injuriadas, incapazes de crescer no meio seletivo utilizado no experimento.

Reis (2015) avaliou trés métodos de deteccdo de Campylobacter spp. (VIDAS 30, PCR E PCR em tempo
real) na pesquisa da incidéncia do micro-organismo em carcacas de frango resfriadas e congeladas de um
abatedouro em Minas Gerais. Das 86 amostras analisadas pelo método da PCR em tempo real, 24
(55,81%) amostras resfriadas e 21(48,84%) amostras congeladas apresentaram resultados positivos para
Campylobacter spp. A autora destacou que esses resultados podem estar superestimados se forem
consideradas apenas células vidveis na quantificagdo do micro-organismo na amostra. Isso porque a
utilizacdo da PCR em tempo real permite a deteccdo de DNA de células viaveis ou VNC, que causariam
danos ao consumidor, e também de células mortas, que ndo representariam qualquer perigo a salde
publica.

3.8.5 Intercalantes de DNA (EMA e PMA)

A aplicacdo da PCR em tempo real na deteccdo de Campylobacter spp. em alimentos tem gerado
resultados melhores quando comparada a outras metodologias. Essa técnica, no entanto, possui a
limitagdo de ndo diferenciar células vidveis, mortas e VNC (Rudi, et al. 2005). Por esse motivo, o
desenvolvimento de técnicas que facam a distingdo de células viaveis tem sido descrito na literatura e
inclui submissdo da amostra a diferentes gradientes de concentracdo, para separacdo de células vidveis e
VNC das células mortas, e posterior analise por PCR em tempo real (Wolffs et al., 2005); deteccdo do
RNA mensageiro do micro-organismo (Sails et al., 2003; Sung et al., 2004) e tratamento de amostras com
intercalantes de DNA, como o etidio monoazida (EMA) ou propidio monoazida (PMA) antes da
realizacdo da PCR em tempo real (Nogva et al., 2003; Rudi et al., 2005; Nocker et al. 2006; Josefsen et al.
2010; Luo et al., 2010).
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O EMA é um derivado do brometo de etidio, uma droga utilizada no tratamento da tripanossomiase. O
PMA é um composto idéntico ao brometo de propidio exceto pela presenga de um grupo azida. A
utilizag8o dessas tecnologias se baseia na afinidade de ambos pela dupla fita de DNA e na incapacidade
de penetrarem a membrana de células intactas. O tratamento das amostras com os intercalantes, seguido
de exposicédo a luz com determinado comprimento de onda faz com que eles se liguem covalentemente ao
DNA de células mortas (Figura 1), impedindo que esse material seja amplificado na PCR. Ao final do
procedimento, o que se espera é que apenas 0 DNA de células viaveis e VNC tenha sido amplificado e
seja detectado (Waring, 1965, Nocker et al., 2006).

Com o objetivo de inibir a amplificacdo do DNA de cepas inativadas de Escherichia coli O157:H7,
Listeria monocytogenes e Salmonella spp., Nogva et al. (2003) utilizaram EMA como tratamento anterior
a 5’-nuclease PCR. Os autores puderam observar que a técnica foi capaz de diferenciar células viaveis e
ndo viaveis, ao contrario do método utilizado como comparacdo (LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial
Viability Kit).

Rudi et al. (2005) avaliaram a utilizacdo do EMA e a técnica da PCR em tempo real na diferenciacéo de
células vivas e mortas de C. jejuni. Para isso, foi inoculada a superficie de peitos e coxas de frango com
bactérias vivas e mortas (inativadas pelo calor). Ap6s a inoculagdo, com a ajuda de suabes, foram
coletadas amostras de superficie do frango e foram realizadas suspensbes desse material em caldo
Mueller Hinton. Essas suspensdes foram entdo tratadas com EMA, o DNA extraido e realizado a PCR em
tempo real. Os autores concluiram que o EMA-PCR em tempo real foi eficiente para a distin¢do
quantitativa entre as células viaveis e mortas de C. jejuni e a metodologia pode ser aplicada na
quantificacdo de células vidveis e ndo vidveis presentes em produtos avicolas.

Flekna et al. (2007) investigaram o efeito do tratamento prévio com EMA na detecgdo da viabilidade de
C. jejuni. Ao analisarem amostras contendo C. jejuni vidveis e inativados pelo calor, os autores
verificaram que o EMA-PCR em tempo real levou & redugdo do sinal da PCR. A técnica, no entanto,
subestimou o numero de células viaveis presentes na amostra, demonstrando ndo ser suficientemente
eficaz na indicacdo da viabilidade de micro-organismos.

Nocker e Camper (2006) observaram que EMA poderia penetrar a membrana de células vidveis, o que
levou Nocker et al. (2006) a testarem o PMA como alternativa na detec¢do da viabilidade de nove tipos
de cepas bacterianas. Para todas as bactérias testadas, o PMA nédo afetou o rendimento de DNA das
células vivas, enquanto que o DNA proveniente de micro-organismos mortos foi eficientemente removido
do meio durante a extracdo. O EMA foi igualmente eficiente em remover o0 DNA de células mortas, mas
por outro lado levou a reducdo do DNA de bactérias vivas. O uso do PMA, comparado ao EMA,
demonstrou menor efeito toxico as células vivas e maior afinidade ao DNA.

Josefsen et al. (2010) analisaram 50 carcacas de frango de um lote positivo para Camylobacter spp. pelos
métodos de isolamento e PMA-PCR em tempo real com o objetivo de avaliar a eficiéncia do PMA em
detectar a células viaveis e VNC do micro-organismo. Comparada a cultura, o PMA-PCR em tempo real
foi considerado vantajoso na detec¢do da viabilidade de Campylobacter spp.. Além disso, foi realizada a
inoculacdo de carcagas de frango, conhecidamente negativas para essa bactéria, com cepas ativas e
inativas de C. jejuni. Encontrou-se resultado negativo, tanto no isolamento quanto para 0 PMA-PCR em
tempo real, nas carcagas com cepas inativadas, 0 que demonstra a eficacia do método em reduzir o sinal
da PCR para bactérias mortas.
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Kruger et al. (2014) coletaram amostras de coxa e asa de frango e carcacas de frango congeladas e
resfriadas com o fim de comparar o efeito do tratamento com EMA e PMA na deteccdo de
Campylobacter spp. viavel. A influéncia de diferentes condicoes de pré-incubacdo das amostras foram
testadas. Temperaturas de 25 °C - 37 °C, 10 °C - 20 °C e 0 °C e tempos de cinco e 15 minutos foram
usados com esse objetivo. A penetragdo de PMA nas células mortas, segundo os autores, foi dependente
do tempo e da temperatura de incubacdo das amostras antes da exposicdo a luz. As condicBes de 15
minutos a 30°C de incubacdo foram consideradas as melhores dentre as testadas na reducdo do sinal de
células inviaveis na PCR em tempo real utilizada. Na comparacdo entre os intercalantes de DNA, foi
observado que EMA néo foi eficientemente excluido das células de Campylobacter spp. em diferentes
estagios fisiolégicos infectantes, ao contrario do PMA.

Duarte et al (2015) submeteram cepas de C. jejuni e C. coli a condicdes de estresse normalmente
encontradas ao longo da cadeia de processamento da carne de frango e utilizaram o tratamento com PMA
para avaliar a reducéo da viabilidade do micro-organismo. Ao comparar o efeito do aquecimento, da
refrigeracdo, do congelamento, da oxidagdo e da elevagdo da acidez do meio, eles observaram que o
congelamento das amostras levou a reducdo do nimero do micro-organismo com maior evidéncia, em
relacdo aos outros tipos de estresse.

4. Material e métodos

4.1 Amostragem

As carcacas de frango testadas foram obtidas de um abatedouro de aves sob inspecdo federal localizado
no Centro Oeste de Minas Gerais. As coletas foram realizadas nos periodos de 28 de abril a 16 de maio de
2015. As amostras coletadas foram enviadas em caixas ao Laboratdério de Aves e Ovos do Departamento
de Tecnologia e Inspecéo de Produtos de Origem Animal (DTIPOA) da Escola de Veterinéria da UFMG
(EVIUFMG).

Foram coletadas 60 amostras de carcagas de frangos de corte, inteiras e sem middos, sendo 30 amostras
congeladas e 30 amostras refrigeradas, pareadas. A cada lote de producdo foram coletadas e identificadas
duas carcagas de frango apds o chiller, sendo uma direcionada para as camaras de resfriamento (amostra
resfriada) enquanto a outra carcaca do mesmo lote foi encaminhada para os tuneis de congelamento
(amostra congelada). A coleta das amostras foi realizada considerando o prazo de validade das carcacas
resfriadas (sete dias) e a data de inicio das analises.

Os frangos congelados foram descongelados em refrigerador para posterior analise (7°C por 20 h). O
preparo das carcacas e a realizacdo das andlises pela técnica molecular foram realizados no Laboratério
de Bacteriologia Aplicada (LBA) do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva (DMVP) da
EV/UFMG. Todas as amostras foram mantidas em temperatura de refrigeracdo por um periodo de 20h a
24h até o momento das analises.

4.2 Preparo das amostras

Todas as amostras foram preparadas em ambiente devidamente higienizado e desinfetado com alcool 70%
(v/v). Apos toda a higienizagdo o trabalho foi realizado sob chama de bico de Bunsen. As embalagens das
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amostras, antes de serem abertas, foram higienizadas com papel toalha embebido em alcool 70% (v/v).
Com auxilio de pinga e tesoura estéreis, foram coletados, de cada carcaca, fragmentos, de pesos
equivalentes, de carne e pele das seguintes regifes: coxa, asa, peito, regido cloacal, costado e pescoco.
Esses fragmentos foram cortados em pedagos menores, para facilitar a homogeneizacdo, e pesados em
balanga analitica (Shimadzu AY220, Sao Paulo, Brasil) até completarem o peso de 10 g. Esse
procedimento foi realizado com cada uma das 60 carcagas, resultando, assim, em 60 amostras contendo
10 g. Apos a pesagem as amostras foram colocadas em saco de stomacher estéril e em seguida foram
adicionados 90 mL de solucdo salina fosfatada (PBS) (0,01M pH 7,2) estéril. Os sacos com as amostras
de carne e pele de frango e o PBS foram homogeneizados durante cinco minutos em homogeneizador
automatico (ITR MK 1204, Esteio, Brasil) e encaminhados para a capela de fluxo laminar previamente
preparada.

Com auxilio de pipetador e ponteira estéril, foram coletadas duas vezes a quantidade de 1,5 mL do
conteldo do saco stomacher. Esses conteldos foram dispensados em dois microtubos diferentes. Os
microtubos contendo os homogeneizados foram centrifugados a 14000 rpm por 10 minutos em
temperatura ambiente, o sobrenadante foi descartado e o sedimento obtido foi pesado em balanca analitica
(Shimatzu AY?220, Sao Paulo, Brasil). O peso do sedimento obtido apds a centrifugacdo da amostra foi
padronizado para a faixa de 0,025 a 0,040 g. Caso os sedimentos ndo atendessem a faixa de peso
estabelecida, o procedimento de coleta do homogeneizado, centrifugacdo e descarte do sobrenadante era
repetido até que se chegasse a faixa determinada. Em um dos micriotubos foi realizado o tratamento com
PMA, enquanto que no outro ndo se fez tratamento prévio. Ambos os micriotubos foram encaminhados
para a extragdo de DNA. Dessa forma, cada homogeneizado se transformou em duas amostras, uma
tratada com PMA e a outra ndo tratada com PMA.

4.3 Tratamento com PMA

O tratamento com PMA™ dye 1 mg (Biotium, Hayward, EUA) foi realizado como descrito por Kruger et
al. (2014) e de acordo com as recomendacdes do fabricante. Assim, 1 mg do PMA foi diluido em 98 puL
de agua miliQ estéril para a obtencdo de uma solucdo estoque a 20 mM. Posteriormente, a solugdo
estoque foi diluida em uma solugdo de 20% de Dimetilsulféxido (DMSO) que foi armazenada como
solucdo de uso na concentracdo de 10 mM. O protocolo de tratamento das amostras com PMA foi
realizado no mesmo dia do processamento das amostras.

Todos os sedimentos padronizados para 0,025 a 0,040 g obtidos a partir do processamento das amostras
de frango foram suspensos em 1 mL de PBS. Em seguida, as amostras destinadas ao tratamento com
PMA foram pré-incubadas a 30 °C por 10 minutos. Apos esse periodo, 5 pL da solucdo de PMA a 10 mM
foram adicionados ao microtubo para obter uma concentragdo final de 50 pM por amostra. Os tubos
foram entdo incubados a 30°C por 15 minutos no escuro e entdo expostos ao sistema de fotoativacdo, em
comprimento de onda 465 - 475nm, utilizando o equipamento PMA™ LED Photolysis Device (Biotium,
Hayward, EUA) também pelo tempo de 15 minutos a 30 °C. Terminado o procedimento, as amostras
tratadas e ndo tratadas foram centrifugadas por dez minutos a 14000 rpm a temperatura ambiente, o
sobrenadante descartado seguindo-se da extracdo de DNA.
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4.4 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA das amostras tratadas com PMA e das ndo tratadas com PMA foi realizada
imediatamente apds o processamento utilizando o método do isotiocianato de guanidina descrito por
Pitcher et al. (1989), com uma modificacdo. Apos a etapa de adigcdo do isopropanol, os tubos foram
colocados no freezer em temperatura de -20 °C overnight. A adaptagdo do método foi realizada com o
objetivo de aumentar a precipitagdo do DNA. Depois do processo de purificacdo, o DNA foi suspendo em
50 pL de 4gua ultrapura estéril ¢ armazenado entre 2 °C e 4 °C até o momento da andlise pela
metodologia de PCR em tempo real e, ap6s a andlise, armazenado a -20°C. A concentracdo e pureza do
DNA extraido foram determinadas com auxilio de espectrofotdmetro na faixa de absorbancia 260 nm/280
nm (GeneQuant 100 Classic - GE Healthcare Life Sciences, Piscataway, Nova Jersey).

4.5 PCR em tempo real para a deteccéo de Campylobacter spp.

A sequéncia alvo do 16S rRNA foi amplificada utilizando-se os iniciadores descritos por Josefsen et al.
(2010) e Lubeck et al. (2003). Para a realizacdo da metodologia de PCR em tempo real foram utilizados
os iniciadores  forward  (5-CTGCTTAACACAAGTTGAGTAGG-3) e  reverse (5'-
TTCCTTAGGTACCGTCAGAA-3’) e o produto amplificado de 287pb. A sonda utilizada foi descrita
por Kruger et al. (2014) (5’/56FAM/TGTCATCCTCCACGCGGCGTTGCTGC/3BHQ). Tanto as sondas
quanto os iniciadores foram sintetizados pela Integrated DNA Technologies (IDT, EUA).

Cada reacdo de PCR em tempo real foi realizada com um volume de 25uL contendo 1 x de TagMan
Universal PCR Master (Promega®, M750, Madison, EUA), 4,5 mM de cloreto de magnésio (MgCl,), 0,5
UM de cada iniciador, 0,1 uM da sonda e do ROX reference dye (Invitrogen, 12223-012, Nova York,
EUA) e uma média de 197,25 ng/uL de DNA extraido de cada amostra. Os ciclos de amplificagdo foram
realizados com um aquecimento inicial a 95°C por 3 minutos, seguido de 45 ciclos de 95°C por 15
segundos; 60°C por 1 minuto; 72°C por 30 segundos. A coleta dos dados foi realizada na fase
exponencial da reagcdo. Como controle positivo utilizou-se DNA extraido de C. jejuni NCTC 11351 e
como controle negativo dgua miliQ.

Para cada amostra tratada ou ndo tratada com PMA, foram realizadas analises em triplicata. O resultado
positivo foi definido quando pelo menos, duas das amostras em triplicata tiveram um Cycle theshold (Ct)
de até 40,8. O Ct é proporcional ao nimero de copias do DNA alvo presente na amostra e, segundo Jung
et al. (2005), é o ponto que detecta o ciclo em que a reacdo atinge o limiar da fase exponencial, isto é, o
ponto que indica a presenca do gene alvo. Para ser classificada como negativa, duas ou trés das triplicatas
deveriam obter valor de Ct superior a 40,8, 0 que se traduz como nenhuma amplificacdo das repeti¢des ou
amplificacdo de apenas uma delas.

Para avaliagdo do limite de detec¢do da técnica de PCR em tempo real e quantificagdo do DNA presente
na amostra uma curva de sensibilidade analitica foi feita utilizando o DNA diluido de C. jejuni NCTC
11351. Considerando a curva de sensibilidade analitica, pdde-se quantificar o DNA de amostras cujas
médias de Ct ndo ultrapassassem 37,51, que foi o limite de deteccéo encontrado para a técnica. Curvas
com médias acima desse valor, mas que tivessem amplificacao satisfatdria, foram apenas classificadas em
positivas.
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4.6 Condicdes de cultivo da amostra controle

Como controle positivo das reagGes de PCR em tempo real, foi utilizada uma amostra de referéncia de
Campylobacter jejuni subsp. jejuni NCTC 11351. Esta cepa, armazenada a -80°C, foi descongelada e
cultivada em placas de agar Columbia suplementadas com 5% de sague desfibrinado de ovino sendo
incubadas por até 48 horas, a 42°C, em condigdes de microaerofilia. Ap6s esse primeiro cultivo, as
coldnias foram passadas para novas placas de agar Columbia e incubadas nas mesmas condi¢cdes. Como
controle de qualidade, foi observado o aspecto da coldnia formada na placa, assim como foi realizada
coloracdo de Gram para confirmacdo da morfologia bacteriana. Com auxilio de suabe estéril, o material
bacteriano foi coletado e depositado em microtubo com 1,0 mL de PBS estéril para extracdo e diluicdo do
DNA.

4.7 Curva de sensibilidade analitica

Para avaliacdo do limite de deteccdo da técnica de PCR em tempo real, foi realizada uma curva de
sensibilidade analitica (Keramas et al, 2003). Para isso, 0 DNA extraido e dosado de uma amostra de
referéncia de C. jejuni NCTC 11351 foi diluido na base 10 em d&gua ultrapura, iniciando-se da
concentracdo 20 ng/uL até 2 fg/uL, correspondente a 10” a 10° genomas de Campylobacter spp.. Todas as
diluicBes do DNA da amostra de referéncia foram submetidas & PCR sob as mesmas condic8es de reacdo
utilizadas para a analise das amostras experimentais. Considerando que o0 DNA gendmico de uma bactéria
Campylobacter spp. é de aproximadamente 1700kb e o peso médio de cada base é de 650 daltons, o
genoma de uma micro-organismo do género é equivalente a 2fg (Tabela 1).

Tabela 1. Dilui¢gBes de DNA extraido de Campylobacter jejuni NCTC11351 utilizadas na curva de
sensibilidade analitica

Diluicéo Estimativa de contagem do micro-organismo
(células/mL)
20ng 10’
2ng 10°
200pg 10°
20pg 10*
2pg 10°
200fg 10°
20fg 10!
2fg 10°

0 0

4.8 Delineamento Experimental

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente ao acaso em arranjo fatorial 2x2, sendo dois
tipos de carcaca de frango de corte (resfriada e congelada) e dois pré-tratamentos das amostras (com
PMA e sem PMA) com 30 repeti¢des para cada. Para comparaco entre os tratamentos foi realizado teste
Qui-quadrado e para analise de Ct das amostras quantificaveis para Campylobacter spp. foi realizada
Anélise de Variancia (ANOVA) seguida de teste de Tukey (Sampaio, 2010).
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5. Resultados e Discussao

5.1 Curva de sensibilidade analitica

Os resultados da curva de sensibilidade analitica para a quantificagdo de Campylobacter spp. pela técnica
de PCR em tempo real sdo demonstrados nas Figuras 1 e 2. Houve amplificacao satisfatoria do DNA das
dilui¢cdes bacterianas de 20 ng/pL até 20 fg/pL, o que equivale a 10" a 10" bactérias/g, respectivamente.
Com base na curva realizada, foi possivel detectar amostras de carne de frango que continham
contaminacdo de até 10 bactérias, o que demonstrou que a técnica é altamente sensivel. A diluicdo 2
fg/uL, equivalente a 10° bactérias, teve amplificacdo anémala e por isso néo foi utilizada para compor a
curva. O Ct obtido nessa curva variou de 16,32 a 37,51, valores que foram utilizados como base para a
quantificacdo de Campylobacter spp. nas amostras analisadas.

Curva de amplifica(;ﬁo
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Figura 1. Curva de sensibilidade analitica de PCR em tempo real com DNA de Campylobacter jejuni
diluido em base 10 de 20ng a 2fg, correspondente a 10" a 10" bactérias/g, respectivamente.
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Figura 2. Curva padrédo de PCR em tempo real com DNA de Campylobacter jejuni diluido em base 10 de
20ng a 2fg, correspondente a 10 a 10* bactérias/g, respectivamente. Eficiéncia da amplificacdo (Eff%):
91,976.

5.2 Detecgdo de Campylobacter spp. em carcacas de frango utilizando a técnica da
PCR em Tempo Real com e sem o tratamento com PMA

Os resultados das andlises de PCR em tempo real com e sem PMA das amostras de carne de frango
congeladas e resfriadas estdo apresentados na tabela 2. Das 60 amostras analisadas utilizando a técnica da
PCR em tempo real sem tratamento com PMA, 53 (88,3%) apresentaram resultados positivos para
Campylobacter spp. Destas 53 amostras positivas, 27 (90,0%) eram congeladas e 26 (86,7%) resfriadas.
Esses resultados demonstraram que houve alta frequéncia de contaminagdo por Campylobacter spp. nas
carcacas de frango analisadas. Isto reforca a importancia da utilizagdo de metodologias sensiveis e com
limites de deteccdo adequados para pesquisa dessa bactéria em alimentos, que possui uma dose infectante
muito baixa (~500 bactérias) e pode ser um potencial risco a satide humana (Robinson, 1981). A técnica
de PCR em tempo real utilizada se mostrou muito sensivel, especifica e rapida para deteccdo e
diferenciacdo de amostras infectadas pelo micro-organismo. Porém, é importante considerar que na
deteccdo desse micro-organismo pela PCR ndo h& necessidade de que todas as bactérias estejam vivas,
pois a técnica detecta 0 DNA da bactéria esteja ela viva, na forma VNC ou morta. Portanto, se forem
consideradas apenas células vidveis na quantificagdo dos micro-organismos presentes na amostra pode
haver uma falsa interpretacéo, e a técnica pode superestimar a presenca de Campylobacter spp. ou até
levar a um resultado falso positivo. Reis (2015), pesquisando a contaminacdo de carcagas de frango
resfriadas e congeladas pela metodologia da PCR em tempo real, encontrou uma taxa de positividade de
52,32%, para 0 micro-organismo. Esse resultado estd de acordo com o encontrado no presente trabalho,
indicando que a PCR em tempo real é uma técnica de importancia na deteccdo de Campylobacter spp.
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Tabela 2. Resultados da pesquisa da presenca de Campylobacter spp. em carcagas de frango em
temperaturas de congelamento e resfriamento, realizada pela técnica de PCR em tempo real e PCR em
tempo real associada ao tratamento com PMA

Amostra N* Sem PMA** Com PMA**

Positivo Negativo Positivo Negativo
Congelada 30 27 (90,0%) 3 (10,0%) 2 (6,7%) 28 (93,3%)
Resfriada 30 26 (86,7%) 4 (13,3%) 9 (30,0%) 21 (70,0%)
Total 60 53 (88,3%) 7 (11,7%) 11 (18,3%) 49 (81,7%)

*N: ndmero amostral
*PMA: Propidio Monoazida (Intercalante de DNA)

Quando foi utilizado o PMA, das 60 amostras de carne de frango analisadas 11 (18,3%), foram
consideradas positivas, sendo duas (6,7%) congeladas e nove (30,0%) resfriadas. A utilizacdo do
intercalante de DNA ¢ baseada na afinidade deste pela dupla fita de DNA e na incapacidade de penetrar a
membrana de células intactas. Dessa maneira, como uso do PMA, as células bacterianas invidveis ndo sdo
detectadas pela PCR e o resultado demonstra apenas 0s micro-organismos viaveis. Ao utilizar o PMA ha
uma frequéncia muito menor de carcagas positivas para 0 micro-organismo quando comparado & PCR em
tempo real sem tratamento com o intercalante. 1sso indica que, ao serem coletadas, a maior parte das
carcacas de frango estdo contaminadas por Campylobacter spp., mas, por algum fator, seja ele instrinseco
ou extrinseco, ocorre a morte desses micro-organismos até 0 momento de analise das amostras.

5.3 Comparacéo entre PCR em tempo real com PMA e sem PMA

Os resultados das anélises de comparacéo da presenca de Campylobacter spp. em carcagas de frangos de
corte congeladas e resfriadas avaliadas pelas metodologias da PCR em tempo real e PCR em tempo real
com tratamento pelo PMA estdo apresentados na tabela 3. Para esta avaliacdo foi observada diferenca
entre os tratamentos utilizados (P<0,001). Esses resultados demonstram que, com a utilizacdo da
metodologia da PCR em tempo real com tratamento pelo PMA, menos amostras foram positivas para o
micro-organismo, quando comparado com a PCR em tempo real sem tratamento com PMA. 1sso indica
gue aquelas bactérias que sofreram injlrias letais durante o armazenamento do frango nao tiveram seu
DNA amplificado durante a PCR em tempo real, quando utilizado o PMA como tratamento prévio. Esse
resultado, no que diz respeito & seguranca dos alimentos, seria de maior confiabilidade em relagdo ao
resultado da PCR em tempo real sem tratamento com PMA, uma vez que apenas Campylobacter spp. em
sua forma viva ou VNC seria capaz de provocar doenca no consumidor.

Josefsen et al. (2010) realizaram a comparacdo entre esses mesmos tipos de PCR e encontraram menor
discrepéncia de resultados. Na analise de PCR em tempo real foram observadas 96% de amostras
positivas, enquanto que para PCR em tempo real tratada com PMA, 90% das amostras foram positivas.
Os autores sugeriram que tal resultado poderia ser devido a baixa quantidade de bactéria no estado VNC
presente nas carcacgas no pés-abate, momento em que as amostras foram coletadas. No presente trabalho,
as carcacas foram submetidas a baixas temperaturas para armazenamento (resfriamento e congelamento)
e 0 abaixamento da temperatura pode ter sido eficiente no controle do micro-organismo no alimento.
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Tabela 3. Comparacdo da presenca de Campylobacter spp. em carcacas de frangos resfriadas e
congeladas analisadas pela técnica de PCR em tempo real e PCR em tempo real com PMA

Amostra Sem PMA* Com PMA*
Congelada 27 a 2hB
Resfriada 26 a 9 bA
Total de amostras 30 30

*PMA: Propidio Monoazida (Intercalante de DNA)
Médias seguidas de letras distintas mintsculas na linha diferem entre si pelo teste do Qui-quadrado (p<0,001).
Médias seguidas de letras distintas mailsculas na coluna diferem entre si pelo teste do Qui-quadrado (p<0,05).

5.4 Comparagcao da presenca de Campylobacter spp. em carcacas resfriadas e
congeladas

Né&o foi observada diferenca (P>0,05) na deteccdo de Campylobacter spp. entre as carcacas resfriadas e
congeladas quando as mesmas foram analisadas pela metodologia da PCR em tempo real. Esse resultado
concorda com os resultados encontrados por Reis (2015) que também encontrou uma alta taxa de
positividade do micro-organismo Campylobater spp. em carcacas de frangos e ndo encontrou diferenca
(P>0,05) na deteccdo entre as carcagas submetidas a diferentes temperaturas de armazenamento. O
resultado de PCR em tempo real para amostras ndo tratadas com PMA representa a quantidade total de
DNA de Campylobacter spp. presente na amostra, ou seja, 0 DNA de micro-organismos viaveis e VNC
somados ao valor do DNA de micro-organismos nao vidveis. Sendo as carcacgas, resfriadas e congeladas,
utilizadas nesse experimento pareadas, isto &, provenientes dos mesmos lotes e submetidas as mesmas
condicBes de abate o esperado € que a quantidade de DNA, proveniente de bactéria vidvel ou ndo viavel,
seja semelhante.

Ao utilizar o PMA como tratamento prévio das amostras, observou-se que as carcagas resfriadas
apresentaram um maior indice de contaminacéo (P<0,05) quando comparadas as carcagas congeladas. De
acordo com esse resultado, um maior numero de carcacas resfriadas possui Campylobacter spp. vidvel em
relagdo as carcagas congeladas. Esses resultados sugerem que ao ser congelado, o micro-organismo sofre
injarias que o tornam inviavel, reduzindo o risco de campilobacteriose no ser humano. Isso pode ser
explicado pelo efeito que o congelamento exerce sobre a bactéria, levando a precipitacdo e desnaturagao
de proteinas e enzimas, formacao de cristais de gelo, morte e redugdo da carga microbiana vidvel presente
no alimento (Frazier e Westhoff, 1993).

Duarte et al (2015), ao inocularem carcagas com Campylobacter jejuni e C. coli submetidos a condicdes
de estresse comumente encontradas ao longo do processamento da carne de frango, observaram que o
congelamento das amostras levou a redugdo do nimero de micro-organismo. Estes autores avaliaram a
contaminagdo de carcacas de frangos submetidas aos efeitos do aquecimento, da refrigeragdo, do
congelamento, da oxidacdo e da acidez do meio e concluiram que o congelamento foi mais eficiente na
reducdo da carga microbiana viavel do micro-organismo no alimento.

Ao comparar amostras congeladas, foi observada diferenga entre as submetidas ao tratamento com PMA e
as nao tratadas com o intercalante de DNA (p<0,001). Observou-se que das 30 amostras congeladas
analisadas, 27 (90%) foram positivas ha PCR em tempo real, enquanto apenas 2 (6,67%) apresentaram
resultado positivo para a PCR em tempo real com tratamento com PMA. Da mesma forma, a comparagéo
entre as amostras resfriadas tratadas ou ndo com PMA mostrou diferenca (p<0,001). A anélise destes
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resultados indica que as carcacas de frango possuem altas taxas do micro-organismo Campylobacter spp.
No entanto, o congelamento e o resfriamento se mostraram eficientes em reduzir a amplificacdo
indiferenciada de DNA do micro-organismo presente na amostra, o que reflete na viabilidade de
Campylobacter spp. €, logo, no real risco que essa bactéria representa a satde da populagéo.

5.5 Quantificacdo de Campylobacter spp. em carcacas de frango

Os resultados para a quantificacdo de Campylobacter spp. em carcacas de frango congeladas e resfriadas
analisadas pela PCR em tempo real e pela PCR em tempo real com tratamento prévio pelo PMA estdo
descritos na tabela 4. Das 27 carcacas de frango congeladas consideradas positivas pela analise da PCR
em tempo real sem tratamento com PMA, 21 puderam ser quantificadas e, das 26 amostras resfriadas, 21
foram quantificadas para Campylobacter spp. A variacdo de Ct encontrada para essas amostras foi de 32,8
a 36,38 e, de acordo com a curva de sensibilidade analitica realizada para esse experimento, pode ser
considerada uma contaminag&o alta, girando em torno de 10* a 10° bactérias/g. Quando foi utilizada a
metodologia da PCR em tempo real com tratamento prévio com PMA as duas carcacas de frango
congeladas consideradas positivas puderam ser quantificadas e, das nove amostras resfriadas, oito foram
quantificadas para Campylobacter spp. A variacdo de Ct encontrada para essas amostras foi de 24,72 a
37,06, 0 que traduz uma contaminag&o 10" a 10° bactérias/g.

Tabela 4. Variacdo de Cycle threshold (Ct) de amostras quantificadas para Campylobacter spp. em
carcacas de frangos resfriadas e congeladas e analisadas pela técnica de PCR em tempo real e PCR em
tempo real com tratamento com PMA

Amostras Sem PMA* Com PMA*
Congelada 34,62 +- 1,76 30,58+- 5,86 B
Resfriada 34,73 +-1,93 34,89 +- 2.17A

* PMA: Propidio Monoazida (Intercalante de DNA)
Meédias seguidas de letras mailsculas distintas na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

Ao analisar a quantidade de bactérias do género Campylobacter em carcagas congeladas, ndo foi
observada diferenca (p>0,05) quando a comparagdo foi realizada entre os tratamentos PCR em tempo real
com PMA e PCR em tempo real sem o PMA. Carcacas congeladas ndo tratadas com PMA tiveram Ct
variando de 36,38 a 32,86, 0 que equivale a uma contaminacdo por Campylobacter spp. de 10 a 10?
bactérias/g. As carcacas congeladas tratadas com PMA tiveram variagdo de Ct de 36,44 a 24,72
equivalendo a uma contaminacdo de 10' a 10* bactérias. Resultado semelhante foi obtido em amostras
resfriadas, quando da comparagdo entre amostras tratadas com PMA e ndo tratadas com PMA,
previamente 8 PCR em tempo real. Em relag&o as carcagas resfriadas, os Ct encontrados foram de 36,66 a
32,8 para amostras ndo tratadas e 37,06 a 32,72 para as tratadas com PMA. Em ambos os tipos de
amostras, a faixa de contaminacéo das carcagas pelo micro-organismo correspondeu a 10" a 107 bactérias.
Nesses casos em que 0s tratamentos térmicos foram aplicados, mas que ndo levaram a morte de
Campylobacter spp., infere-se que o nimero de micro-organismos do género foi mantido estavel no
produto, mesmo tendo sido submetidos ao congelamento e resfriamento.

A analise da quantidade de Campylobacter spp. das amostras ndo tratadas com PMA também ndo
resultou em diferenca (p>0,05) quando a comparacéo foi realizada entre amostras congeladas e resfriadas.
O resultado quantitativo, assim com o qualitativo, indica que as carcacas sendo pareadas sdo similares do
ponto de vista microbiolégico. Isto porque elas foram coletadas em um mesmo momento do processo de
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abate e com isso, muito provavelmente, passaram pelas mesmas fontes de contaminagdo Como a analise
sem PMA detecta e quantifica todas as formas de Campylobacter spp. (vivos, VNC e mortos), era de se
esperar que a contaminacdo fosse semelhante, mesmo que as carcagas tenham passado por tratamentos
térmicos diferentes. Para esses grupos, a contaminag&o microbiana ficou entre 10" e 10% bactérias/g. Esse
numero reflete a quantidade total de DNA presente na amostra, sendo o somatorio de DNA proveniente
de células vivas, VNC e mortas.

Porém, foi observada diferenga (P<0,05) nas contagens de micro-organismos vidveis quando a
comparacédo foi realizada entre as carcagas congeladas e resfriadas tratadas com PMA, previamente a
PCR em tempo real. Para as amostras resfriadas, a quantidade de bactéria variou de 10" a 107 bactérias. Ja
os valores de Ct das amostras congeladas indicam maior variacdo na contaminacdo por Campylobacter
spp., além de uma alta concentracdo do micro-organismo viavel, equivalente a 10* bactérias.
Considerando que 500 células de Campylobacter spp. seriam suficientes para causar doenga em humanos,
essas contaminagdes indicam que as amostras analisadas possuiam alto potencial infeccioso. Por outro
lado, Luo et al. (2010) sugeriram que a presenca de alta concentracdo de células com membrana
comprometida poderia exceder a capacidade de ligacdo do PMA, possibilitando a amplificagdo de DNA
de células mortas ou ndo viaveis, 0 que poderia representar um viés da técnica utilizada. A alta
quantificacdo do micro-organismo se deu justamente nas amostras congeladas, as quais se esperam menor
contaminagdo por Campylobacter spp. pelo fato de essa bactéria ser sensivel a temperaturas de
congelamento. Comparando a quantidade maxima de bactérias nas amostras congeladas e resfriadas e
considerando que a refrigeragdo gera menos danos a célula de Campylobacter spp., quando comparada ao
congelamento, esse resultado quantitativo poderia estar realmente superestimado.

As figuras 3 e 4 exemplificam as curvas de amplificacdes de DNA encontradas no presente trabalho. Na
figura 3, a amostra resfriada ndo tratada previamente com PMA possuiu média de Ct de 30,48, o que
equivale a contagens de Campylobacter spp. de 10° bactérias/g. Ao observar a curva de amplificacio da
mesma amostra submetida, porém, ao tratamento prévio por PMA (figura 4), encontrou-se média de Ct de
36,47, 0 que corresponde a uma contaminagdo por 10" bactérias/g, valor inferior ao encontrado para a
amostra nio tratada com PMA. A anélise das figuras em conjunto permite inferir que das 10° bactérias/g
detectadas, na amostra ndo tratada com PMA, em torno de 107 bactérias/g estariam mortas, havendo
apenas 10" bactéria/g em estado VNC ou viva. Observando esse exemplo, o resultado das amostras
tratadas com PMA se tornaria mais interessante, uma vez que, com o tratamento com o intercalante de
DNA, a pesquisa de Campylobacter spp. ndo estaria superestimada, demonstrando o risco real que o
alimento representa para a satde.

40



Curva de amplificagdo

0.01
0,001
[ =
@
< p.0001 -
0.00001 |
o000t t———m———m— ——
2 4 8 a8 10 12 14 18 18 20 22 24 28 28 30 R 3¢ ¥ 3B 4 L2 «

Ciclos

Figura 3. Curva de amplificacdo de DNA de amostra resfriada analisada pela metodologia da PCR em
tempo real sem tratamento com PMA
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Figura 4. Curva de amplificacdo de DNA de amostra resfriada analisada pela metodologia da PCR em
tempo real submetida ao tratamento prévio com PMA

6. Conclusoes

O armazenamento de carcagas de frango de corte em temperaturas de refrigeracdo e congelamento é
eficaz na reducdo da positividade para Campylobacter spp. quando utilizada a técnica de PCR em tempo
real com tratamento por PMA em relagdo a PCR em tempo real sem o tratamento com o intercalante de

DNA.

O micro-organismo se mantem vidvel com maior frequéncia em carcacas resfriadas, quando comparado a

carcacas congeladas.
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8. Anexo

O PMA penetra na célula morta,
se liga ao DNA e impede sua
amplificacdo pela PCR

Célula morta

o
B vt B
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Anexo 1: Principio da modificagdo do DNA causada pelo propidio monoazida na detec¢do da viabilidade bacteriana
por PCR em tempo real. (Fonte: Product information, Biotium)

Anexo 2. Tolerancia para a presenca de Campylobacter spp. em amostras representativas de frango cru, alimentos
processados a base de frango, carne cozida de frango e carne defumada de frango.

Produto (10g) n c m M
Frango cru * 5 2 0 -
Alimentos que -
requerem 5 1 0

processamento

>70°C

Carne cozida 5 0 0 -
Curada e/ou 5 0 0 -
defumada

n: nimero de amostras de um lote que devem ser coletadas de forma aleatéria; m: limite que, em um plano de
amostragem de trés classes, separa o lote aceitavel do inaceitavel; M: é o limite que, em um plano de duas classes,
separa o produto aceitavel do inaceitavel; c: nimero maximo aceitavel de contagens entre m e M, para um plano de
trés classes (Ministry of Health, 1995).
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