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RESUMO 

 

As Doenças Transmitidas por Alimentos são consideradas um grande problema de saúde pública 

mundial e dentre os micro-organismos que podem ser veiculados destacam-se as bactérias do 

gênero Campylobacter spp. que ocorrem com frequência em carcaças de frangos de corte. Com 

o objetivo detectar, caracterizar e avaliar a incidência de Campylobacter spp. em carcaças de 

frango de corte congeladas e resfriadas produzidas no estado de Minas Gerais foram analisadas, 

por três metodologias distintas; cultura e isolamento, PCR em Tempo Real e PCR em Tempo 

Real associada ao uso de propídio monoazida (PMA), um intercalante de DNA capaz de penetrar 

apenas em células não viáveis, impedindo que seu DNA seja amplificado pela técnica da PCR em 

tempo real; 100 amostras de carcaças de frangos de corte (40 resfriadas e 60 congeladas) coletadas 

de 16 abatedouros avícolas do estado. Das 100 amostras analisadas pela metodologia de cultura 

e isolamento, 28 (28%) apresentaram resultado positivo para Campylobacter spp., e, dessas 

positivas, 14 eram congeladas e 14 resfriadas. Pela metodologia da PCR em tempo real 84 

amostras (84%) foram positivas para o micro-organismo, destas 47 eram congeladas e 37 

resfriadas. Das amostras analisadas pelo PCR em tempo real com tratamento pelo PMA oito 

congeladas (31%) e 18 resfriadas (69%) foram consideradas positivas. Das amostras analisadas 

pela metodologia da cultura e isolamento, 11 (39%) foram positivas para Campylobacter jejuni, 

4 (15%) para Campylobacter coli e 2 (7%) para Campylobacter lari. Foi observado também que 

um menor número de carcaças congeladas continha o micro-organismo viável quando comparado 

às carcaças resfriadas. Concluiu-se que a ocorrência e a viabilidade do micro-organismo 

Campylobacter spp. em carcaças de frangos de corte produzidas no estado de Minas Gerais é alta, 

e que as metodologias de cultura e isolamento e de PCR em Tempo Real associada ao uso de 

PMA são eficazes em detectar a viabilidade desse patógeno. 

Palavras-chave: Carcaças de frangos de corte, cultivo, isolamento, PCR em tempo real, PMA, 

viabilidade. 
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ABSTRACT 

The food-transmitted illness are considered an immense issue to the world general health and 

between the microorganisms who can be conveyed that way, the bacterium Campylobacter spp. 

standouts, it frequently occurs on poultry carcasses. Striving to detect, depict and evaluate the 

occurrence of campylobacter spp. in poultry carcasses, frozen and chilled carcasses, collected 

from the state of Minas Gerais, were analyzed using three distinct methodologies (culture, real 

time PCR and real time PCR associated with the use of propidium monoazide). A hundred 

samples of poultry carcasses (40 chilled and 60 frozen) were collected from sixteen poultry’s 

slaughterhouse along the state and each one were submitted to tests using the three methodologies. 

The culture method showed positive results to the presence of Campylobacter spp. in 28 (28%) 

carcasses, and from these 14 carcasses were frozen and 14 chilled. The PCR methodology, 84 

(84%) samples were positive to the microorganism, and from these 47 were frozen and 37 chilled. 

From the samples analyzed using the real time PCR with the use of PMA, (DNA intercalate 

capable of penetrate in non-viable cells, preventing that its DNA be amplified by the real time 

PCR) eight frozen (31%) and 18 chilled (69%) returned positive results to the presence of the 

bacterium. The culture method also returned positive results to the presence of Campylobacter 

jejuni from 11 (39%) samples, Campylobacter coli from 4 (15%) samples and Campylobacter 

lari from 2 (7%) samples. The results also showed that less frozen carcasses, in comparison to 

those who were chilled, presented the microorganism. We can conclude that the occurrence and 

viability of the microorganism Campylobacter spp. in poultry carcasses from the state of Minas 

Gerais is high and that the culture and real time PCR with the use of PMA are efficient in detecting 

the presence of this pathogen. 

Keywords: poultry carcasses, culture, isolation, real-time PCR, PMA, viability. 
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1. Introdução 
 

A produção de carne de frango no Brasil em 2014 superou a marca de 12,5 milhões de toneladas. 

Deste montante, 67,7% foram destinados ao mercado interno, com um consumo de 42,8 Kg per 

capta, sendo que a carne de frango é a principal carne consumida pelos brasileiros. O Brasil é hoje 

o maior exportador de carne de frango do mundo e o terceiro maior produtor, ficando atrás apenas 

dos EUA e da China. Nestes cenários, o estado de Minas Gerais ocupou a quinta colocação entre 

os estados brasileiros, tanto em produção quanto em exportação de carne de frango, sendo 

responsável por 7,12% da produção nacional e por uma parcela de 4,74% da exportação (ABPA, 

2015).  

A carne de frango apresenta elevado teor de nutrientes, alta atividade de água e pH próximo à 

neutralidade. Tais fatores fazem com que este alimento se torne um bom substrato para 

proliferação microbiana, o que potencializa a susceptibilidade à deterioração e à possibilidade de 

causar doenças aos seres humanos. Alimentos contaminados por agentes biológicos são relatados 

como a maior causa de doenças transmitidas por alimentos (DTA), que possuem mais de 250 

micro-organismos identificados como responsáveis por sua ocorrência. Muitos casos de DTA não 

são notificados, pois seus sintomas se assemelham a gripes ou discretas diarreias e vômitos. A 

subnotificação de episódios de DTA dificulta o conhecimento dos alimentos e dos agentes 

biológicos envolvidos em tais incidentes (Notermans e Verdegaal, 1992; Forsythe, 2000; Moura 

Filho et al., 2010). 

Dentre os micro-organismos envolvidos em surtos de toxi-infecções relacionados à carne de 

frango, podem ser citadas espécies do gênero Campylobacter, uma bactéria Gram negativo, 

microaerofílica, responsável por causar distúrbios reprodutivos em animais domésticos, diarreias 

em seres humanos e animais e infecções oportunistas em pessoas imuno-comprometidos. Há 

relatos da associação de Campylobacter spp. com doenças auto-imunes pós-infecção, incluindo, 

artrite, síndrome de Guillain-Barré (SGB) e síndrome de Miller Fisher (Butzler, 2004; Gorman e 

Adley, 2004; FAO/WHO, 2009).  

A infecção causada por Campylobacter spp., denominada campilobacteriose, é considerada uma 

zoonose por ser uma doença que tem como reservatórios animais selvagens e domésticos. As 

espécies do gênero Campylobacter spp. são comensais da microbiota intestinal de animais 

domésticos e silvestres e disseminam-se pelo meio ambiente, contaminando a água, as pastagens 

e as culturas vegetais. As aves, especialmente os frangos de corte, são os principais reservatórios 

naturais de Campylobacter spp. e sua colonização ocorre por várias fontes, como água, ração, 

contato com outras espécies de animais e fezes de outras aves ou animais presentes no galpão 

(Altekruse et al., 1999; Freitas e Noronha, 2007).  

Espécies de Campylobacter termofílicas, com temperatura ideal de crescimento entre 42 e 43°C, 

têm sido identificadas como a principal causa de gastroenterite bacteriana em seres humanos em 

vários países. As principais espécies associadas às toxinfecções alimentares em humanos são 

Campylobacter jejuni subs. jejuni, C. coli, C. lari e C. upsaliensis (Altekruse et al., 1999; Houng 

et al., 2001; Foster et al., 2004). 

Órgãos internacionais de saúde, como a Organização Mundial da Saúde (OMS) e a Organização 

das Nações Unidas para Alimentação e Agricultura (FAO), têm relatado a campilobacteriose 
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como a doença transmitida por alimentos mais reportada no mundo, juntamente com a 

salmonelose. Apesar de existirem diferentes veículos transmissores dessa doença, a carne de 

frango é o mais frequentemente relacionado aos surtos (ACMSF, 2005; FAO/WHO, 2009).  

Os métodos convencionais de isolamento de Campylobacter spp. a partir de amostras de 

alimentos utilizam meios de enriquecimento seletivo com posterior cultivo em meios sólidos 

seletivos. Estes métodos são demorados e, após o isolamento, a confirmação requer testes 

bioquímicos ou moleculares adicionais para identificação do micro-organismo. Além disso, 

bactérias do gênero Campylobacter spp. são fastidiosas, difíceis de serem cultivadas e, quando 

submetidas a situações de estresse, como a refrigeração e congelamento dos alimentos, podem 

assumir uma forma viável mas não cultivável (VNC), conduzindo a uma possível redução da 

sensibilidade da técnica (Reis, 2015). As células VNC representam um perigo potencial à saúde 

pública, pois um lote de determinado alimento pode ser liberado devido à não detecção do 

patógeno, apesar da sua presença, viabilidade e virulência (Forsythe, 2000). 

Em função das dificuldades relacionadas às técnicas clássicas de isolamento e identificação de 

Campylobacter spp., ensaios de biologia molecular são utilizados com o objetivo de melhorar a 

detecção destes micro-organismos em alimentos, além de reduzir o tempo com que a análise é 

realizada (Botteldoorn et al., 2008). No entanto, a impossibilidade de distinção entre células 

viáveis e VNC de bactérias mortas é um limitante da reação em cadeia da polimerase (PCR).  

O uso de propídio monoazida (PMA) é uma alternativa para contornar esse limitante da PCR. O 

PMA é um tipo de corante derivado do iodeto de propídio com capacidade de se ligar 

covalentemente à dupla fita de DNA após a exposição à luz com determinado comprimento de 

onda. Este reagente se liga apenas ao DNA de células mortas ou que apresentem lesões em sua 

membrana e, ao se ligar de forma covalente, impede que o DNA seja amplificado na PCR, o que 

possibilita a diferenciação entre micro-organismos viáveis e VNC dos não viáveis. Dessa forma, 

somente o DNA de bactérias potencialmente prejudiciais ao consumidor é detectado (Waring, 

1965, Nocker et al., 2006). 

A legislação brasileira não preconiza o controle de Campylobacter spp. nas granjas ou nos 

produtos de origem avícola, o que, aliado à subnotificação de casos de campilobaceriose, pode 

representar um fator de risco para a população de consumidores. Futuramente, as exigências 

quanto à seguridade dos produtos avícolas devem aumentar e o mercado nacional precisa se 

antecipar a esta possibilidade buscando aprimoramento das técnicas de detecção, identificação e 

controle deste micro-organismo. 

2. Objetivos 
 

Os objetivos deste trabalho foram: 

 Objetivo geral: estimar a ocorrência de Campylobacter spp. em carcaças de frango de 

corte congeladas e resfriadas processadas em abatedouros avícolas do estado de Minas 

Gerais, utilizando as metodologias de isolamento, PCR em Tempo Real e PCR em Tempo 

Real associada ao uso de propídio monoazida (PMA).  

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002014003244#bib3


15 

 

 Objetivos específicos: 

o Avaliar a ocorrência do micro-organismo Campylobacter spp. em carcaças de 

frangos de corte produzidas no estado de Minas Gerais sob SIF. 

o Comparar as metodologias de isolamento, PCR em Tempo Real e PCR em 

Tempo Real associada ao uso de PMA na detecção de Campylobacter spp. em 

carcaças de frango e; 

o Comparar a ocorrência e a viabilidade de Campylobacter spp. nas diferentes 

temperaturas de armazenamento (resfriamento e congelamento); 

3. Revisão de literatura 

3.1 O micro-organismo Campylobacter 
 

A família Campylobacteriaceae abrange os gêneros Arcobacter, Campylobacter e 

Sulforospirillum,. O gênero Campylobacter possui 32 espécies e 13 subespécies identificadas, 

sendo as principais espécies patogênicas para o homem C. jejuni subsp. jejuni, C. jejuni subsp. 

doylei, C. coli, C. lari, C. upsaliensis e C. helveticus (Vandame e De Ley, 1991; Foster et al., 

2004). 

Os micro-organismos pertencentes ao gênero Campylobacter são bastonetes Gram negativo em 

forma de espiral, vírgula, “S” ou asa de gaivota e são móveis por flagelação monopolar ou bipolar 

por um único flagelo (monotríquia). A presença desse único flagelo confere movimentação à 

bactéria em forma de “saca rolha” ou “vai e vem”.  Esses micro-organismos se caracterizam como 

oxidase positivo, não hemolíticos, não esporulados e não crescem em meios com concentração de 

3,5% de NaCl ou a 25°C, além disso são microaerófilos, o que faz com que necessitem de 

pequenas quantidades de oxigênio (3-6%) e concentração de 2 a 10% de dióxido de carbono para 

seu desenvolvimento. Os micro-organismos do gênero Campylobacter possuem dimensões que 

variam entre 0,2 a 0,8 µm de largura por 0,5 a 5 µm de comprimento. A maior parte das espécies 

de Campylobacter cresce a 37 °C, no entanto, as espécies patogênicas para os seres humanos 

possuem melhor crescimento a 42° C e são denominadas termofílicas ou termotolerantes 

(Vandame e De Ley, 1991; Humphrey et al., 2007; Quetz, 2009). 

Em condições adversas de cultivo ou em culturas mais antigas, as células de Campylobacter spp. 

podem assumir formas esféricas ou cocóides, sendo consideradas como formas degenerativas que, 

no entanto, podem não perder seu poder infectante. A transição morfológica da forma espiralada 

para a forma cocóide ocorre na fase estacionária do crescimento e, durante esse processo, a 

detecção de Campylobacter spp. por metodologias de cultivo e isolmento se torna muito 

dificultada, caracterizando-o como forma VNC (Bovill e Mackey, 1997; Nachamkin, 2007).  

O micro-organismo Campylobacter está presente no trato gastrointestinal de grande parte dos dos 

animais de sangue quente, como aves, suínos e bovinos. A via alimentar é a principal forma de 
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transmissão para o homem, com o consumo de carne e seus derivados malcozidos e água 

contaminada. A frequência de casos de campilobacteriose relacionada à carne de frango está 

ligada ao fato de a temperatura corporal das aves ser mais elevada, em torno de 42°C, o que 

favorece o desenvolvimento das espécies patogênicas para os seres humanos (Jay et al., 2005). 

Campylobacter é considerado uma bactéria fastidiosa, pois sua multiplicação ocorre de forma 

lenta e tal característica é associada a um pequeno tamanho de genoma (1600 Kb a 1700 Kb). O 

fato de possuir o genoma pequeno faz com que bactérias do gênero Campylobacter apresentem 

um número menor de genes comparados aos outros micro-organismos patogênicos. Isto reflete na 

necessidade de um meio complexo para o seu desenvolvimento, o que adicionalmente dificulta a 

sobrevivência fora do ambiente intestinal dos animais de sangue quente (Vandamme, 2000; 

Bhunia, 2008). 

3.2 Mecanismos de virulência 
 

Existem diversos mecanismos pelos quais Campylobacter spp. causa doença em seres humanos 

e são reconhecidos como principais fatores de virulência a adesão e invasão de células epiteliais 

do hospedeiro e a produção de toxinas. A motilidade é um fator determinante para a colonização, 

adesão e invasão das células intestinais, para tanto, a motilidade bacteriana requer a presença de 

flagelo (Ferrero e Lee, 1988). 

A adesão às células epiteliais é a etapa inicial para que ocorra a infecção. Elementos estruturais 

como o flagelo, algumas proteínas de membrana externa e lipopolissacarídeos permitem a 

travessia do muco intestinal e adesão da bactéria à célula epitelial por meio de adesinas presentes 

nesses elementos. A combinação entre o flagelo, a forma em espiral da célula e o movimento em 

saca-rolhas são responsáveis pela mobilidade do micro-organismo em ambientes viscosos 

(Ferrero & Lee, 1988; Jawets et al., 1998; Fernadez, 2008).  

A invasão celular tem importante papel na patogenicidade. Os mecanismos pelos quais o 

Campylobacter spp. invade as células epiteliais ainda não são totalmente definidos. Acredita-se 

que microfilamentos de actina e a formação de microtúbulos seriam responsáveis pela 

internalização. Além disso, certas proteínas sintetizadas após contato com a célula eucariótica 

poderiam facilitar a internalização da bactéria promovendo a inflamação e a bacteremia. Um 

exemplo dessas proteínas é a CiaB (Campylobacter invasion antigens B), que é necessária para a 

invasão celular por Campylobacter jejuni e é reconhecida pelos receptores celulares do 

hospedeiro. A invasão ocorre por endocitose e se inicia com a sinalização na superfície da célula 

hospedeira. Este sinal é reconhecido pelos receptores, presentes na membrana celular associados 

às proteínas citoplasmáticas. Estas proteínas formam depressão na membrana externa, quando os 

receptores estão ligados aos micro-organismos, essa depressão aumenta e transforma em vacúolos 

citoplasmáticos. As células epiteliais infectadas apresentam inchaço, perda de microvilosidades e 

apoptose prematura devido ao efeito citotóxico do micro-organismo. Posteriormente, o vacúolo 

formado, migra até a lâmina própria e então a bactéria é liberada juntamente com o conteúdo da 

célula epitelial, o que faz com que o processo inflamatório seja desencadeado (Konkel et al, 2001; 

Guerry, 2007; Levin, 2007; Fernandez, 2008). 
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As toxinas têm sido consideradas um dos fatores mais importantes para justificar os efeitos 

citopáticos ocorridos nas enterites, sendo que estas podem ser enterotoxinas e/ou citotoxinas. A 

toxina de distensão citoletal (CDT), codificada pelos genes adjacentes cdtA, cdtB e cdtC, foi 

caracterizada e detectada em diversas amostras de Campylobacter spp. Esta proteína possui uma 

atividade semelhante à DNAse e, dentro da célula, potencializa o bloqueio do ciclo celular, 

resultando na degradação do DNA. Como resposta à degradação, as células do hospedeiro 

bloqueiam certas fases na divisão celular, o que leva à distensão citoplasmática e morte celular. 

O mecanismo patogênico relacionado à CDT está ligado à inibição da imunidade humoral e 

celular, resultante da apoptose de células de resposta imune, que pode ocasionar necrose do 

epitélio celular e fibroblastos, envolvidos na reparação das lesões ocasionadas por patógenos, o 

que resulta em lenta cicatrização e manifestação dos sintomas da doença. As enterotoxinas têm a 

capacidade de se ligar a um receptor celular, entrar na célula e elevar o AMP cíclico. Os tipos de 

enterotoxinas são: toxina cólera-like (CTL) e a toxina Escherichia coli termo-lábil (LT). As 

enterotoxinas se ligam ao receptor celular e, após a ativação proteolítica, são transportadas para 

o interior da célula do hospedeiro onde, então, desregulam a adenil ciclase e, como consequência, 

os níveis de AMPc e a secreção celular aumentam, o que resulta em diarreia aquosa (Wassenaar 

et al., 1997; Purdy et al., 2000; Van Vliet e Ketley, 2001; Park, 2002; Abuoun et al., 2005 Smith 

e Bayles, 2006).  

3.3 Campilobacteriose 
 

Dentre os principais reservatórios primários de Campylobacter spp. podem ser citados pombos, 

gaivotas, pardais, patos, perus e, especialmente, o frango de corte. Sabe-se que nas aves, a 

colonização é geralmente assintomática, podendo ser encontrados níveis de 108 a 109 Unidades 

Formadoras de Colônias (UFC)/g de fezes sem sintomas clínicos da doença. O trato intestinal das 

aves possui uma temperatura superior à dos mamíferos, cerca de 42°C, que coincide com a 

temperatura ótima de multiplicação de C. jejuni, o que pode explicar a alta incidência deste micro-

organismo em frangos. A alta densidade populacional utilizada na criação destes animais se 

tornou um fator importante para a disseminação desse agente entre as aves (Park, 2002; Forsythe, 

2002; Keener et al., 2004; Zhang, 2008). 

A transmissão de Campylobacter spp. entre aves ocorre principalmente por via horizontal, por 

intermédio de cama do aviário, de moscas, da água de bebida, de pessoas e do contato com ratos, 

equipamentos contaminados, entre outros fatores. Cerca de 90% de um lote de aves torna-se 

infectado dois a quatro dias após o início da eliminação da bactéria no ambiente, devido à alta 

transmissão por via horizontal desse agente entre aves e por estas eliminarem o micro-organismo 

por semanas após a contaminação (Shane e Stern, 2003).  

As espécies de Campylobacter, principalmente as termofílicas, são responsáveis pela ocorrência 

de enteropatias em seres humanos e também são uma das principais causas de DTA no mundo. A 

infecção por este micro-organismo está associada à ingestão de alimentos contaminados, 

principalmente carne de frango crua, malcozida ou recontaminada após a cocção (CDC, 2015; 

WHO, 2015). 

A doença provocada por esses micro-organismos é denominada campilobacteriose e tem um 

período de incubação de dois a cinco dias, com ocorrência de sintomatologia de dois a três dias, 



18 

 

podendo perdurar por até dez dias. Os principais sintomas observados são febre, diarreia, dores 

de cabeça e abdominal, podendo ocorrer também náuseas, vômitos e indisposição. A diarreia pode 

variar de aquosa, moderada e auto limitante a disenteria sanguinolenta, mucoide ou purulenta. 

Estes sintomas se assemelham aos sintomas de doenças causadas por diversos outros micro-

organismos patogênicos entéricos. Todavia, o que chama a atenção e é um fator agravante em 

toxi-infecções causadas por Campylobacter spp. é a baixa dose infectante: cerca de 400 a 500 

células. (Karmali e Fleming, 1979; Robinson, 1981; Butzler, 2004; ACMSF, 2005; WHO, 2015). 

A campilobacteriose pode ser grave para crianças, idosos e pessoas com imunossupressão, 

devendo ser considerada um importante problema de saúde pública.  

As espécies que mais acometem os seres humanos são C. jejuni subs. jejuni, C. coli e C. lari. 

Estima-se que 95% dos casos de campilobacteriose estejam relacionados à infecção por C. jejuni. 

C. coli é responsável por 4% e C. lari por cerca de 1% dos casos de campilobactreiose. C. 

upsaliensis foi relatado causando infecções em humanos, principalmente crianças de países em 

desenvolvimento (EFSA, 2005; Nachamkin, 2008). C. jejuni coloniza o jejuno, o íleo e o cólon 

causando, em nível tecidual, uma degeneração do epitélio e ulceração da mucosa. Os pacientes 

podem excretar o micro-organismo por duas a três semanas (FIOCRUZ, 2005). 

Após a infecção por Campylobacter spp., a recuperação costuma ser rápida. O tratamento, na 

maioria das vezes, é sintomático e, em poucos, casos há a necessidade do uso de antimicrobianos. 

Entretanto, em alguns casos, podem ocorrer complicações e sequelas a longo prazo. Dentre as 

complicações, citam-se artrite reativa, meningite, osteomielite e alterações neurológicas. Cabe 

salientar que as sequelas mais sérias estão associadas às doenças neurológicas, como as síndromes 

de Guillain-Barré e de Miller-Fisher. A síndrome de Guillain-Barré afeta o sistema nervoso 

periférico e é caracterizada pela desmielinização de neurônios, podendo resultar em paralisia 

ascendente, comprometimento respiratório, muscular e morte. A síndrome de Miller- Fisher é 

uma variante da síndrome de Guillain-Barré e é caracterizada por ataxia, arreflexia a 

oftalmoplegia (Allos, 1998; Nachamkin 2008, Brasil, 2009). 

3.4 Prevalência de Campylobacter spp. em carcaças de frango de corte 
 

A principal fonte de infecção da campilobacteriose em seres humanos são os alimentos. As 

estimativas são de que 50-70% dos casos tenham origem alimentar e estejam relacionados ao 

consumo ou à manipulação de carne de frango crua contaminada, sendo que a contaminação de 

carcaças de frangos em abatedouros é considerada o principal fator de risco para estas infecções. 

Falhas no processo de evisceração, inadequadas condições de higiene e manipulação são pontos 

críticos a serem considerados na contaminação de carcaças de frango. O controle adequado 

durante o processo de abate é importante para redução de Campylobacter spp. no produto final 

(Altekruse et al., 1999; Carvalho et al, 2002; Shane & Stern, 2003; Rozynek et al., 2005; CDC, 

2015). 

Herman et al.(2003) pesquisaram as rotas de contaminação da carne de frango por Campylobacter 

spp.. Os autores encontraram influência direta entre o avanço do tempo de criação e a quantidade 

de lotes de aves positivas, tendo como provável causa a água de bebida, pois esta é uma importante 

fonte de transmissão de doenças nos aviários. Em um documento da FAO e OMS (2009), sobre 

Salmonella spp. e Campylobacter spp. em carne de frango, foi reportado que a prevenção da 
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entrada de Campylobacter spp. nas granjas avícolas é a medida mais importante no controle dessa 

enfermidade.  

 Além das medidas de prevenção na criação, a adoção de práticas que impeçam a contaminação 

da carne de frango durante o abate é imprescindível. O processo de obtenção da carne de aves se 

divide em duas fases: pré-abate e abate. O manejo pré-abate se inicia ainda na granja quando o 

acesso à alimentação é retirado das aves, mas o acesso à água é mantido. Essa prática tem por 

objetivo reduzir o conteúdo gastrointestinal para o momento do abate e, consequentemente, 

minimizar a ocorrência de extravasamento de conteúdo intestinal em casos de ruptura de alças 

intestinais, diminuindo a contaminação de carcaças, superfícies de manipulação e demais 

utensílios por fezes (Petracci et al., 2010).  

As etapas do abate em que há maior contaminação da carcaça de frango por micro-organismos 

são a escalda, a depenagem, a evisceração e o resfriamento. A escalda ocorre após a sangria e tem 

por objetivo o amolecimento de folículos para facilitar a retirada das penas. A temperatura da 

água dos escaldadores é bastante elevada e a legislação exige sua renovação a cada turno de 

trabalho de oito horas. Apesar disso este é um ponto importante na disseminação de micro-

organismos. A depenagem, por sua vez, propicia a contaminação cruzada entre carcaças por meio 

dos “dedos” depenadores. Em um estudo relacionando lotes de frangos positivos para 

Campylobacter spp. e a contaminação das respectivas carcaças, encontrou-se que a água da 

escalda permite a sobrevivência dessa bactéria, com a consequente contaminação das penas e isso 

estaria relacionado à contaminação das carcaças após a depenagem (Brasil, 1998; Guerin et al., 

2010; Seliwiorstow et al., 2015).  

Na etapa final do processo de abate ocorrem as lavagens interna e externa das carcaças com água 

e, posteriormente, o pré-resfriamento, que poderá ocorrer por aspersão de água gelada ou por 

imersão, sendo este último o método mais utilizado no Brasil. A água de imersão do tanque de 

resfriamento, ou chiller, deve ser potável, renovada constantemente, deve passar pelas carcaças 

em sentido contracorrente com temperatura não superior a 4°C e pode ser hiperclorada, com 

máximo de 5 ppm de cloro livre (Brasil, 1998). Apesar de esses fatores terem como objetivo a 

redução da carga microbiana das carcaças, a água do chiller pode permitir a contaminação cruzada 

entre carcaças de frango. 

Talvez, a forma mais importante para o alimento cárneo se tornar veículo de infecção da 

campilobacteriose, seja a contaminação cruzada durante a manipulação dos alimentos. Neste 

aspecto, a carcaça de frango congelada assume grande importância, pois a água de degelo em 

contato com outros alimentos, principalmente os ingeridos in natura, poderia explicar a origem 

dos frequentes casos de infecção humana (Skirrow, 1991; Scarcelli & Piatti, 2002). 

Dias et al. (1990) realizaram um estudo em Belo Horizonte (MG) em que foram analisadas 100 

carcaças de frango prontas para a comercialização quanto à presença de C. jejuni. Destas carcaças, 

50 eram provenientes de abatedouros sob inspeção federal e 50 de abatedouros sem inspeção 

federal. Após isolamento, identificação por testes bioquímicos e eletroforese em gel de 

poliacrilamida, foram encontrados 38% de amostras positivas nos estabelecimentos sem inspeção 

federal e 2% de amostras positivas nos estabelecimentos sob inspeção federal.  
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Além dos pontos mencionados, requisitos básicos de Boas Práticas de Manipulação devem ser 

obedecidos no que diz respeito às instalações e saneamento do estabelecimento, higiene dos 

funcionários, higiene na elaboração dos alimentos e cuidados no armazenamento e transporte de 

matérias primas e produtos acabados (BRASIL, 1997). Outros programas de autocontrole como 

Análise de Perigos e Pontos Críticos de Controle (APPCC) devem também ser implantados na 

indústria visando garantir a produção de uma carne de alto padrão de qualidade e sanidade. 

Aquino et al. (2002) analisaram 68 amostras de carcaças de frango de corte pós abate entre os 

anos de 1998 e 2000 no estado do Rio de Janeiro para a presença de C. jejuni e C. coli, utilizando 

a metodologia dependente de cultivo e posterior caracterização por testes bioquímicos. Foram 

encontradas 60% de amostras positivas para C. coli e C. jejuni, aproximadamente 30% de cada 

espécie. 

Paulsen et al. (2005) analisaram 198 amostras de carne de frango adquiridas em supermercado na 

Áustria e isolaram Campylobacter spp. em 39,4% das amostras analisadas. Parisi et al. (2007), 

em pesquisa realizada na Itália, avaliaram 30 amostras de carne de frango do varejo e detectaram 

Campylobacter em 76% amostras. 

Franchin et al. (2007) analisaram a frequência de Campylobacter spp. em carcaças de frangos de 

corte durante o processamento em um matadouro no Sul do Brasil, utilizando a metodologia 

dependente de cultivo. As amostras foram coletadas após a depena, a evisceração, após o chiller 

e após o congelamento. Em cada um desses pontos foram coletadas 72 amostras. Além disso, 

amostras foram obtidas a partir da água do tanque resfriador (n=23) e a partir da superfície de 

equipamentos em contato direto com o frango (n=24). Ao todo, foram analisadas 335 amostras e 

71% foram positivas para Campylobacter spp.. A Frequência do micro-organismo foi de 68% nas 

amostras após a depena, 69,4% após a evisceração, 84,7% após a refrigeração e 63,9% após o 

congelamento. Nas amostras de água do tanque refrigerador foram encontradas 91,3% de 

amostras positivas para Campylobacter spp. e 50% de amostras positivas para a superfície dos 

equipamentos.  

Kuana et al. (2008), em Porto Alegre (RS), avaliaram a presença de Campylobacter spp. em 96 

carcaças de frango coletadas em um abatedouro antes da imersão no chiller e encontraram uma 

alta incidência do micro-organismo, pois 97,9% das amostras eram positivas. 

Ao avaliarem a ocorrência de Campylobacter spp. termotolerante nos dois principais frigoríficos 

de aves do Chile, Figueroa et al. (2009) concluíram que o resfriamento possuía um efeito limitado 

sobre a redução da contaminação de carcaças de frango. Os autores atribuíram esse resultado 

devido à provável contaminação inicial das carcaças, o que prejudicaria todo o processo até o seu 

fim. 

Azeredo et al. (2010) avaliaram a ocorrência de Campylobacter spp. em 70 carcaças de frangos 

de corte provenientes de um frigorífico com Serviço de Inspeção Estadual de Minas Gerais 

(Instituto Mineiro de Agropecuária – IMA). Os autores, que realizaram suabe da pele de carcaças 

de frango coletadas após o resfriamento durante a etapa de gotejamento, relataram uma ocorrência 

de 27% de Campylobacter spp. Das dezenove amostras positivas para Campylobacter spp., 14 

foram identificadas como C. jejuni (74%). 
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Oliveira & Oliveira (2013) realizaram um trabalho com o objetivo de avaliar a contaminação de 

carcaças de frangos de corte por Campylobacter spp. antes de entrar no processo de pré-

resfriamento (pré-“chiller”) e após a saída deste (pós-“chiller”). Neste estudo, os autores 

encontraram 56,0% de amostras positivas no pré-“chiller” e 44,0% no pós-“chiller”, 

demonstrando uma redução na contagem de Campylobacter spp após o pré-resfriamento. 

Silva (2013), utilizando a metodologia dependente de cultivo, pesquisou a presença de C. jejuni 

e C. coli em 105 carcaças resfriadas de frango, comercializadas no Distrito Federal. Do total de 

carcaças de frango, 11 (11,55%) amostras foram positivas para a pesquisa de Campylobacter spp., 

sendo sete (63,64%) amostras positivas para C. jejuni e quatro (36,36%) amostras positivas para 

C. coli. 

Menezes (2013) pesquisou a presença de Campylobacter spp., pela metodologia 

imunoenzimática, em 240 carcaças de frangos de corte abatidos no estado de Minas Gerais e 

encontrou uma baixa incidência desse micro-organismo, 2,08% das amostras eram positivas. 

Reis (2015) pesquisou a presença de C. jejuni e C. coli em carcaças de frango resfriadas e 

congeladas, coletadas de um abatedouro em Minas Gerais. Pelo método de PCR em Tempo Real, 

foi encontrada uma frequência total de 52,32% do micro-organismo, sendo considerada alta e de 

importância para a saúde pública.  

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

Campylobacter spp. em carcaças de frangos  
 

Carne refrigerada é definida como àquela armazenada em temperaturas entre 0 e 4ºC. O prazo de 

validade comercial das carnes resfriadas varia em função das condições técnicas de sua obtenção 

e das temperaturas em que são mantidas. Já as carnes congeladas são aquelas mantidas em 

temperaturas abaixo do seu ponto de congelamento (-1,5ºC). O congelamento é a forma de 

conservação, a longo prazo, que menos deprecia o valor nutritivo e a qualidade sensorial da carne 

“in natura”. A carne magra, contendo em torno de 75% de água, inicia seu congelamento a 

temperaturas inferiores a -1,5°C. A -5°C, aproximadamente 75% da água é cristalizada, a -10°C, 

cerca de 82%, a -20°C, em torno de 85%, e a -30°C, aproximadamente 87%. Cerca de 12% da 

água total encontra-se ligada às proteínas, o que impede o seu congelamento, ainda que a 

temperaturas muito baixas (Pardi et al., 1995).   

Micro-organismos termófilos e alguns mesófilos têm seu crescimento diminuído a partir da 

redução da temperatura do ambiente. O resfriamento de um alimento abaixo do seu ponto de 

congelamento faz com que parte da água que o alimento contém mude de estado, formando 

cristais de gelo. A imobilização da água na forma de gelo e o aumento na concentração de solutos 

reduzem a atividade de água diminuindo a possibilidade de crescimento microbiano. Com isso, a 

refrigeração e o congelamento são intervenções amplamente utilizadas como forma de controle 

do crescimento de microrganismos em alimentos (Fellows, 2000; Bhaduri e Cottrell, 2004).  

O efeito do resfriamento e do congelamento na sobrevivência de C. jejuni ainda não foi bem 

elucidado. Alguns estudos confirmam uma redução significativa na porcentagem de carcaças 

positivas para C. jejuni após o congelamento. Diversos fatores, incluindo a formação do gelo e a 
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desidratação, levam à injúria do micro-organismo, além do estresse oxidativo, que pode levar à 

morte da célula, reduzindo significativamente sua sobrevivência no alimento (Stern et al., 1984; 

Park, 2002; Alter et al., 2005).   

A redução da prevalência de Campylobacter spp. em amostras congeladas foi demonstrada em 

um estudo realizado no Reino Unido, onde 56% das amostras frescas apresentaram resultado 

positivo para este micro-organismo em comparação a 31% de positividade em amostras de frango 

congeladas (FSA, 2001). 

Bhaduri e Cottrell (2004) avaliaram os efeitos da refrigeração a 4°C, do congelamento a -20°C e 

uma combinação dos dois métodos de conservação na sobrevivência de Campylobacter jejuni em 

carcaças e em pele de frango. As amostras refrigeradas foram armazenadas durante um período 

total de sete dias, com avaliações feitas nos dias 1, 3 e 7. As amostras congeladas foram 

armazenadas durante um período total de 14 dias, com avaliações feitas nos dias 1, 3, 7 e 14. Para 

as amostras em que houve a combinação dos dois métodos de conservação, foi realizado um pré-

resfriamento durante um período de sete dias com posterior congelamento em um período de mais 

14 dias. Em amostras de carcaças de frango somente resfriadas, houve redução na contagem de 

células de 0,34 a 0,81 log10 UFC/g e em amostras de pele de frango a redução na contagem de 

células de C. jejuni foi de 0,31 a 0,63 log10 UFC/g. Quando foi utilizado o método de 

congelamento isoladamente e associado à pré-refrigeração promoveu uma redução na contagem 

de células de 0,56 a 1,57 log10 UFC/g em carcaças de frango e de 1,38 a 3,39 log10 UFC/g em 

amostras de pele de frango, durante um período de duas semanas. Este estudo demonstrou que, 

individualmente ou em combinação, refrigeração e congelamento não são um substituto para o 

manuseio seguro e cozimento adequado de carcaças de frango e que não há diferença significativa 

entre amostras frescas e congeladas. 

Nierop et al. (2005) investigaram a presença de Campylobacter spp. em 99 carcaças de frango 

frescos e congelados, provenientes de diferentes tipos de comércio em Gauteng na África do Sul. 

Utilizando métodos dependentes de cultivo, 32,3% das amostras estavam contaminadas com 

Campylobacter spp. Não houve diferença significativa (p>0,1) na contaminação entre amostras 

refrigeradas ou congeladas, ou entre amostras coletadas em açougues ou supermercados ou 

adquiridas de vendedores ambulantes. No entanto, significativamente (p<0,1), mais carcaças 

refrigeradas provenientes de supermercados estavam contaminadas com Campylobacter spp. 

Georgsson et al. (2006) avaliaram a influência do congelamento e do tempo de estocagem na 

incidência de Campylobacter em carne de frango. Esses autores analisaram 90 carcaças 

provenientes de lotes positivos para Campylobacter.  Do total de amostras, dez foram compostas 

por carcaças frescas que foram armazenadas à temperatura de 2-4°C e analisadas em até 24 horas 

pós abate e as 80 amostras restantes foram congeladas e mantidas à temperatura de -20°C durante 

o período experimental. As amostras congeladas foram distribuídas em quatro grupos 

experimentais, de acordo com o período de armazenamento, contendo 20 carcaças cada. Após os 

períodos de armazenamento de 31, 73, 122 e 220 dias, cada grupo foi dividido em dois grupos de 

dez carcaças cada. Amostras de um grupo foram descongeladas à temperatura de 7°C durante 20 

horas e do outro grupo a 22°C durante 16 horas antes das análises. O congelamento seguido de 

armazenagem a -20°C por 3, 73, 122 e 220 dias causou reduções significativas (P≤0,05) na 

contagem de Campylobacter em comparação às contagens observadas no produto fresco, a única 

exceção foi observada em frangos descongelados a 7°C após 31 dias de estocagem. Com uma 

armazenagem prolongada, a redução na contagem de Campylobacter foi semelhante em ambas 
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as temperaturas de descongelamento, exceto aos 73 dias em que as contagens para carcaças 

descongeladas a 7°C foram menores que aquelas descongeladas a 22°C (P≤0,05). Após 73 dias 

de armazenamento, as contagens de Campylobacter se estabilizaram e não houve redução 

significativa até 220 dias de armazenamento. Os autores concluíram que para o controle de 

Campylobacter são necessárias medidas preventivas desde a granja até a mesa do consumidor e 

o congelamento, por ter beneficiado a redução da carga deste microrganismo, pode ser uma destas 

medidas. 

3.6 Epidemiologia 
 

Uma análise epidemiológica dos surtos de doenças transmitidas por alimentos foi realizada no 

Brasil no período de 2000 a 2011. Nesta análise Campylobacter spp. foi considerado pouco 

frequente, pois seu relato ocorreu em apenas três surtos durante o período estudado (Dados..., 

2011). Todavia estes dados podem ter sido subestimados devido à dificuldade de diagnóstico da 

doença, técnicas dependentes de cultivo para isolamento bactérias microaerófilas que não são 

utilizadas rotineiramente e por desconsiderar casos isolados. As características do micro-

organismo, a dificuldade de acompanhamento dos casos pela saúde pública e a dificuldade de 

diagnóstico pelos laboratórios também podem ser algumas das razões por trás da inesperada baixa 

incidência de surtos (Wall et al., 1996; Little et al., 2010)  

Mazick et al. (2006) relataram um grande surto de campilobacteriose, ocorrido em maio de 2005 

na cidade de Copenhagem. Neste surto, 247 funcionários de uma empresa comeram na cantina e 

79 destes apresentaram sintomas da doença. Os autores observaram que o surto estava relacionado 

ao consumo de uma salada à base de carne de frango. 

Em junho de 2007 ocorreu um surto associado a Campylobacter jejuni no Canadá. O surto afetou 

mais de 200 dos 785 participantes de uma corrida no estado de British Columbia. A provável 

causa do surto foi a ingestão de água e lama contaminadas com fezes de animais pelos 

participantes (Stuart et al., 2008). 

Em janeiro de 2011 foi relatado um surto na cidade de Liverpool, Inglaterra e todos os envolvidos 

se alimentaram em um mesmo restaurante. Havia 26 pessoas expostas e, destas, 11 apresentaram 

sintomas consistentes de infecção por Campylobacter spp. Das 11 pessoas com sintomas 

característicos de campilobacteriose, apenas quatro forneceram amostras de fezes e tiveram a 

confirmação laboratorial da doença. Agentes de vigilância epidemiológica detectaram o micro-

organismo no parfait de fígado de frango (Farmer et al., 2012). 

Calciati et al. (2012) descreveram um surto de campilobacteriose ocorrido na cidade de Barcelona, 

Espanha, em 2010. Na ocasião, 75 crianças desenvolveram a doença. Foram coletadas amostras 

de fezes destas crianças e 64,4% eram positivas para C. jejuni. Amostras de água, frango assado 

e salada russa testaram negativas para os micro-organismos pesquisados. Porém, os alimentos 

suspeitos foram mantidos congelados, o que pode explicar a dificuldade no isolamento, pois C. 

jejuni é considerado sensível a baixas temperaturas. Autoridades de vigilância epidemiológica 

detectaram deficiências na cozinha da escola e no processo de manipulação de alimentos, como 

a utilização de mesma superfície para manipulação de alimentos crus e cozidos, o que eleva o 

risco de ocorrência de contaminação cruzada. 
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Em outubro de 2012, o Departamento de Saúde de Vermont (VDH), nos Estados Unidos, 

identificou três casos de infecção por C. jejuni confirmados laboratorialmente. Em outra 

notificação a rede nacional de subtipagem molecular de vigilância de doenças transmitidas por 

alimentos identificou três casos semelhantes em New Hampshire, Nova York e que tinham sido 

relatados nos últimos seis meses. Após investigações, o VDH descobriu que todos os seis 

pacientes consumiram fígados de galinha crus ou levemente cozidos, que foram produzidos no 

mesmo estabelecimento avícola em Vermont. Em resposta, o estabelecimento voluntariamente 

cessou a venda de fígados de frango e uma avaliação de segurança alimentar, realizada pelo 

Departamento de Agricultura da Segurança Alimentar e Serviço de Inspeção (USDA-FSIS) dos 

Estados Unidos, não encontrou violações importantes no estabelecimento. Este foi o primeiro 

surto de campilobacteriose relatado em múltiplos estados associado a fígado de galinha nos 

Estados Unidos (Tompkins et al., 2013). 

Em janeiro de 2014, o Departamento de Saúde de Ohio, Estados Unidos notificou a Divisão de 

Saúde Pública de Oregon (OPHD) pela ocorrência de campilobacteriose em dois residentes de 

Ohio que haviam voltado de viagem do Oregon. Os viajantes relataram o consumo de paté de 

fígado de frango em um restaurante deste estado. Ainda no mês de janeiro, a OPHD recebeu 

relatórios adicionais de campilobacteriose em duas pessoas que tinham consumido patê de fígado 

de galinha em outro restaurante do Oregon. Campylobacter jejuni foi isolado em culturas de 

amostras de fezes de três pacientes. Ambos os restaurantes relataram o uso de fígados de frango 

malcozidos para preparação do patê e uma investigação revelou que os fígados foram comprados 

a partir do mesmo estabelecimento no estado de Washington EUA (Scott et al., 2015). 

Estima-se que, a cada ano, 48 milhões de pessoas ficam doentes por causas alimentares. 

Aproximadamente 128 mil são internadas com suspeitas de toxi-infecção e três mil morrem em 

decorrência do consumo de alimentos contaminados no mundo. A importância da 

campilobacteriose no mundo vem sendo pesquisada e relatada por diversos órgãos internacionais 

de saúde. No relatório anual de surtos de doenças alimentícias do Centro de Controle de Doenças 

dos Estados Unidos (CDC) o número 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 Segurança Alimentar (EFSA) e pelo Centro Europeu de Controle e 

Prevenção de Doenças (ECDC), verificou-se que a campilobacteriose foi a zoonose mais 

reportada nos países europeus no ano de 2013 (EFSA e ECDC, 2015), superando os casos de 

salmonelose. 

3.6 Métodos para detecção e identificação de Campylobacter spp. 
 

A importância de Campylobacter spp. como causador de doenças transmitidas por alimentos é 

crescente e simultaneamente crescem os esforços laboratoriais para detecção deste patógeno. 

Diversos métodos de coleta e isolamento foram desenvolvidos com o objetivo de obter melhores 

resultados em sua detecção bacteriológica. O número de micro-organismos presentes em 

alimentos é um dos fatores que exercem grande influência na detecção e no isolamento de 

patógenos. Quando um alimento está contaminado com bactérias patogênicas, elas 

frequentemente estão em números baixos, com distribuição heterogênea e a competitividade com 

outras espécies não patogênicas é alta. Isso implica na necessidade da análise de um grande 
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número de amostras para que haja confiabilidade nos resultados negativos (Cason et al., 1997; 

Voss-Rech e Vaz, 2012). 

3.6.1 Cultivo 
 

Os micro-organismos do gênero Campylobacter são de natureza fastidiosa o que faz com que 

cresçam mais lentamente que outros enteropatógenos. Os métodos utilizados para seu isolamento 

podem variar, mas normalmente requerem condições especiais de cultivo (Oyofo et. al., 1992). A 

dificuldade em isolar micro-organismos termotolerantes do gênero Campylobacter pode advir de 

vários fatores como alta exigência de nutrientes, temperatura de crescimento elevada (41°C a 

43°C), em oposição às baixas temperaturas utilizadas na conservação de alimentos, sensibilidade 

ao oxigênio, baixa competitividade em relação a outros micro-organismos, quantidade baixa de 

células ou predomínio de células injuriadas na amostra analisada. Fatores estressantes podem 

fazer com que Campylobacter spp. assuma a forma VNC, que não é cultivável, mas ainda assim 

infectante para os seres humanos e perigo para a saúde pública (Nachamkin, 2007). 

Usualmente o isolamento de Campylobacter spp. é realizado utilizando-se meios de 

enriquecimento seletivo e plaqueamento em ágares seletivos. Porém, outros métodos como 

filtração e enriquecimento em meio semi-sólido estão descritos na literatura (Knill et al, 1982; 

Jeffrey et al, 2000). Os antimicrobianos utilizados com maior frequência na preparação dos meios 

de cultura para Campylobacter spp. são Trimetropim, Polimixina, Colistina, Vancomicina, 

Rifampicina, Cicloheximida, Anfotericina, Cefalotina, Cefoperazona, Cefazolina, Novobiocina e 

Bacitracina. A escolha dos antimicrobianos é realizada com base na resistência das amostras 

bacterianas do gênero a esses compostos e na inibição do crescimento de organismos 

competidores (Corry et al, 1995).  

Line (2001) avaliou diferentes formulações de antimicrobianos para a recuperação de 

Campylobacter spp. e os melhores resultados foram obtidos com a combinação de cefoperazona, 

cicloheximida, vancomicina, trimetoprim e polimixina B. Esse mesmo autor também comprovou 

que a adição de 200 mg/L de cloreto de trifeniltetrazólio (TTC) facilita a visualização e contagem 

das colônias. 

A utilização de uma fase de pré-enriquecimento com incubação a 37°C por quatro horas permite 

a recuperação das células de Campylobacter spp. injuriadas pela desidratação, aquecimento, falta 

de nutrientes, congelamento ou exposição a radicais de oxigênio. Portanto, a incubação a 37 °C 

por quatro horas é recomendada antes da incubação a 42°C por mais 20 a 44h. Ultrapassar quatro 

horas de pré-enriquecimento pode favorecer a multiplicação da microbiota contaminante 

(Donnison, 2003) 

 A utilização de temperaturas de 42°C a 43°C aumenta a seletividade microbiana, pois inibe o 

crescimento de outros micro-organismos intestinais e favorece o crescimento de Campylobacter 

spp. termotolerante (Garrity et al., 2005, Vandamme et al., 2005). O isolamento pode ainda ser 

aprimorado com a inclusão de agentes que reduzem o efeito tóxico de compostos derivados do 

oxigênio, como suplemento sulfato férrico, meta bisulfito de sódio e piruvato de sódio) 

(suplemento FBP), sangue, haemin e carvão ativado (Corry et al. 1995, Hunt e Abeyta, 1995).  
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Como o isolamento de Campylobacter spp. a partir de amostras de alimento normalmente requer 

uma etapa de enriquecimento, o meio utilizado para esse fim pode afetar significantemente a 

recuperação do micro-organismo na amostra (Baylis et al., 2000). Diferentes meios de 

enriquecimento foram desenvolvidos como caldos Preston, Exeter, Bolton e Park e Sanders 

(Corry et al., 1995). 

Bolton e Robertson (1982) realizaram um estudo comparativo entre a adição de etapa de 

enriquecimento e o plaqueamento direto no isolamento de C. jejuni e C. coli de fezes humanas e 

suabes retais/cloacais de animais de produção. Neste estudo, foi encontrada maior taxa de 

isolamento dessas bactérias a partir das amostras submetidas previamente ao enriquecimento em 

caldo Preston em relação ao plaqueamento direto em ágar Skirrow ou ágar 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 

(88,62%) em comparação ao caldo Preston (64%) na análise de 461 amostras de carnes bovina, 

suína e de frango.  

Os meios sólidos mais comumente utilizados para cultivo do micro-organismo são Skirrow, 

Campy-Cefex, Butzler, Preston e Exeter. Estes contêm sangue desfibrinado de cavalo ou carneiro 

na proporção de 5% a 15%, porém o sangue é um suplemento considerado como não seletivo. 

Ainda são utilizados também os meios modified Charcoal Cefoperazone Deoxycholate Agar 

(mCCDA) e Karmali que não contêm sangue, mas sim carvão ativado (Bolton et al, 1984, Corry 

et al., 1995).  

O meio mCCDA foi desenvolvido como alternativa aos meios em que se adiciona sangue para 

contornar a variabilidade da qualidade do sangue, a possibilidade de contaminação e o alto custo 

do sangue. Este meio contém, como suplemento, uma mistura de carvão ativado, sulfato ferroso 

e sódio piruvato que têm a finalidade de aumentar a aerotolerância das espécies de Campylobacter 

spp. Inicialmente, o antimicrobiano de escolha como suplemento para este meio foi a Cefazolina, 

no entanto o mesmo foi substituído, mais tarde, pela Cefoperazona por aumentar a seletividade. 

Outro componente de suplementação do mCCDA é a Anfotericina B, que tem por objetivo 

prevenir o crescimento de leveduras (Bolton & Coates, 1983; Bolton et al. 1984; Hutchinson e 

Bolton, 1984; Corry et al. 1995).  

Apesar da diversidade de meios para isolamento de Campylobacter spp., há uma grande 

dificuldade na execução dessas técnicas em alimentos. A presença de baixa quantidade de 

bactérias do gênero, associada à alta carga de competidores e ao elevado estresse a que esses 

micro-organismos são submetidos, pode fazer com que o isolamento pelas metodologias 

convencionais seja muito reduzido (Borck et al, 2002). 

Para padronizar a técnica de detecção e contagem de Campylobacter spp. a “International 

Organization for Standardization” (ISO) divulgou as especificações técnicas 10272-1/2006 para 

detecção e 10272-2/2006 para enumeração de colônias de Campylobacter spp.. Estas 

especificações preconizam o enriquecimento seletivo da amostra diluída em caldo Bolton 

suplementado com sangue equino. Essa etapa ocorre a 37°C por 4h a 6h, para que haja a 

recuperação das células injuriadas, e posteriormente a 41,5°C durante 40h a 48h (ISO 10272, 

2006). Segundo Gonçalves e Franco (2002) e Paulsen et al. (2005), o caldo Bolton pode ser usado 
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com sucesso sem sangue e contém em sua composição sulfato ferroso, metabissulfito de sódio e 

piruvato de sódio. Estes compostos suplementares aumentam a tolerância de Campylobacter spp. 

ao oxigênio extinguindo ânions superóxidos e peróxido de hidrogênio que ocorrem 

espontaneamente no meio de cultura.  

Segundo a metodologia ISO, após a fase inicial de enriquecimento em caldo Bolton, uma alçada 

do caldo incubado é estriado em mCCDA e em outro meio sólido seletivo (Ágar Skirrow, 

Karmali, Preston) e ambos são incubados. As colônias consideradas típicas são repicadas em ágar 

Columbia com sangue desfibrinado de ovino para posterior confirmação por microscopia, testes 

bioquímicos e de crescimento. As colônias de Campylobacter spp. consideradas típicas 

normalmente são pequenas, redondas, brilhantes e com tendência a se espalharem (ISO, 2006). 

Com o objetivo de facilitar a pesquisa de Campylobacter spp. em alimentos, um novo meio de 

cultura foi desenvolvido. O CampyFood Agar® (CFA) tem a vantagem de melhorar a 

visualização do micro-organismo por conter agentes cromogênicos que permitem o crescimento 

de colônias vermelho-alaranjado. Essa facilidade na detecção de colônias típicas de 

Campylobacter spp. por meio do CFA, ao invés de mCCDA, foi reportada por Pacholewicz et al. 

(2013) na avaliação da contaminação de carcaças de frango. Também Habib et al. (2011), em um 

estudo em que foram comparados diferentes tipos de ágares no isolamento de Campylobacter 

spp., obtiveram maior contagem de micro-organismos no plaquemento direto a partir do CFA, em 

comparação aos ágares mCCDA e Brilliance Campy Count Agar®.  

3.6.2 Metodologia Molecular 
 

A técnica da reação em cadeia da polimerase (PCR) se tornou muito difundida e bastante utilizada 

para o diagnóstico laboratorial de Campylobacter spp., principalmente pelas vantagens da alta 

sensibilidade e especificidade, além da facilidade de sua execução. Nesta técnica, sequências 

predeterminadas de DNA podem ser amplificadas em milhões de cópias pelo uso de dois 

fragmentos específicos, e complementares, de DNA denominados iniciadores ou primers 

(Koneman et al., 2001; Butzler, 2004). 

A metodologia de PCR se baseia na amplificação de sequências de DNA ou de RNA específicas 

que, a partir de uma quantidade de material amplificado, fica disponível para alcançar o limiar de 

detecção. Os iniciadores são sequências do processo de síntese e correspondem a curtas cadeias 

de nucleotídeos complementares à região inicial (primer forward) e região final (primer reverse) 

da sequência que se deseja amplificar, chamada sequência alvo. A reação ocorre em três etapas, 

a primeira, chamada de desnaturação (melting), consiste na separação da dupla fita do DNA a ser 

amplificado, a segunda, chamada de anelamento (annealing), que ocorre quando o iniciador se 

liga ao DNA a ser amplificado, e a terceira, conhecida como extensão (extension), ocorre quando 

há a síntese da nova fita de DNA. Ao final dos ciclos, são obtidas milhões de cópias de DNA 

alvo, que poderão ser detectadas posteriormente por meio de eletroforese em gel de agarose 

(Sambrook e Russel, 2001; Kubista et al., 2006).  

Harmon et al. (1997) desenvolveram uma técnica de PCR utilizando dois conjuntos de iniciadores 

para a identificação e diferenciação de C. coli e C. jejuni. Esta técnica foi utilizada pelos autores 

para avaliar 85 amostras de Campylobacter spp., isoladas a partir de carne de frango. Em paralelo 
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à técnica de PCR, foram realizados testes bioquímicos convencionais. Como resultado, foi obtida 

concordância entre as técnicas em 83 dos 85 micro-organismos analisados. Pela PCR, 23 foram 

identificados como C. coli e 62 como C. jejuni.  

Persson e Olsen (2005) analisaram 135 amostras de fezes humanas artificialmente contaminadas 

com Campylobacter spp. em concentrações que variaram de 102 a 107 bactérias/mL com o 

objetivo de comparar uma técnica de PCR desenvolvida para a identificação C. coli e C. jejuni 

com métodos bioquímicos convencionais. Foi possível identificar 47 amostras de C. coli e 88 

amostras de C. jejuni, com uma concordância de 99,26% entre as duas metodologias. Os autores 

observaram ainda que a técnica de PCR detectou C. coli e C. jejuni a partir da concentração de 

105 células/mL de fezes.  

Villardo et al. (2006) também realizaram um trabalho com o objetivo de comparar os testes 

bioquímicos convencionais e a técnica de PCR duplex para identificar espécies de Campylobacter 

spp. Para tal estudo, foram utilizadas 167 amostras isoladas de primatas e em 163 delas houve 

concordância dos resultados nas duas metodologias. Com o uso da PCR, foi possível a 

identificação de 64 amostras de C. jejuni e 103 de C. coli.  

Alves et al. (2011) avaliaram, pela técnica de PCR, a presença de Campylobacter spp. em 96 

amostras de diferentes partes de aves coletadas em um frigorífico da região sul do Brasil. Do total 

de amostras, 32 eram de suabe de cloaca coletadas das aves durante a pendura, 33 amostras eram 

de conteúdo do ceco coletado após o abate das aves e 31 amostras eram carcaças inteiras coletadas 

após o gotejamento. Os autores encontraram o micro-organismo em 93 (95,8%) amostras 

analisadas, sendo 29 amostras de suabe de cloaca, e o restante era composto por todas as amostras 

de conteúdo cecal e todas as amostras de carcaças de frango.  

Perdoncini (2012) avaliou 57 carcaças de frangos de corte após o pré-resfriamento no chiller, 

utilizando a metodologia tradicional para detecção e isolamento de Campylobacter spp. e a 

técnica de PCR para identificação de C. jejuni e C. coli. O autor encontrou o micro-organismo 

em 70,2% das carcaças analisadas, sendo que nas amostras positivas foram encontrados 82% de 

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

Alves e Oliveira (2013) coletaram 50 amostras de cortes de frango resfriados em supermercados 

de Londrina, no Paraná e avaliaram a presença de Campylobacter spp..  Foi utilizada a 

metodologia de cultivo tradicional para detecção e a PCR para a confirmação do gênero. Foram 

consideradas positivas 56% das amostras analisada pelo método tradicional e todas foram 

confirmadas pela PCR.    

3.6.2.1 PCR em Tempo Real 
 

A reação de PCR em Tempo Real possui capacidade para medir os produtos de 

amplificação de PCR em estágios iniciais da reação à medida que são acumulados em um modo 

de "Tempo Real de detecção", medindo assim a quantidade de produto de PCR enquanto a reação 

ainda está na fase exponencial (qPCR) (Pestana et al. 2010). 
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A técnica de PCR em Tempo Real combina a metodologia de PCR a um mecanismo de 

detecção e quantificação dos produtos amplificados por fluorescência. Esta metodologia permite 

a utilização de uma etapa única para a realização dos processos de amplificação, detecção e 

quantificação do DNA, o que confere agilidade para a obtenção de resultados e diminui o risco 

de contaminação da amostra. Na PCR em Tempo Real, os valores são determinados durante a 

fase exponencial da reação, com monitoramento a cada ciclo da reação e quando uma determinada 

quantidade de fluorescência é emitida e associada à amplificação do alvo. A intensidade de sinal 

emitido é proporcional à quantidade de DNA alvo amplificado e aumenta exponencialmente a 

cada ciclo de amplificação. O ponto que detecta o ciclo na qual a reação atinge o limiar da fase 

exponencial é denominado de Cycle Threshold (Ct) e é este ponto que indica a presença do gene 

alvo e pode-se, a partir desse ponto, por comparação a um padrão ou curva relativa, avaliar a 

quantidade de material inicialmente presente no alvo de estudo. Para essa quantificação é 

necessário criar uma curva padrão com quantidades pré-estabelecidas do ácido nucléico. Os 

valores obtidos pela PCR em Tempo Real das amostras desconhecidas devem ser comparados aos 

valores obtidos no padrão (Marcelino, 2006; Invitrogen, 2008). 

Existem dois sistemas de detecção mais utilizados para gerar a fluorescência na PCR em 

Tempo Real: o SYBR Green e a sonda especifica. SYBR Green são fluorocromos que se ligam a 

fita dupla de DNA e emitem fluorescência, este sistema detecta produtos inespecíficos. A sonda 

específica é composta por oligonucleotídeos marcados com fluoróforos altamente específicos ao 

produto da PCR de interesse. Este sistema não detecta produtos inespecíficos (Invitrogen, 2008). 

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 fluorescência do 

reporter. Durante a extensão, a DNA polimerase separa o quencher do reporter, levando ao 

aumento da intensidade da fluorescência. Para que isso ocorra, é necessário um termociclador 

acoplado a um sistema ótico para a excitação e captura da fluorescência emitida na reação 

(Castelani e Duarte, 2011), além de um software que interpreta o espectro gerado, realizando 

assim a quantificação do DNA (Bustin, 2000; Bustin, 2002; Casaril 2010).  

Sails et al. (2003) desenvolveram um ensaio para quantificar C. jejuni em alimentos após 

48h de enriquecimento em caldo Bolton. Para tal, foram comparadas as metodologias 

convencional de isolamento e a PCR em Tempo Real. Foram analisadas 97 amostras de carne de 

frango crua, miúdos de frango, mariscos crus e leite. Do total de amostras analisadas, 63 foram 

positivas para C. jejuni na PCR e 57 no isolamento, o que reflete uma concordância de 86,6% 

entre os resultados. O tempo de análise das amostras enriquecidas avaliadas pela PCR em Tempo 

Real foi de aproximadamente 3h, enquanto que para o isolamento foi de 48h. Os autores 

concluíram que a PCR em Tempo Real pode reduzir significantemente o tempo gasto na detecção 

de C. jejuni em amostras de alimentos, ajudando na determinação dos pontos de contaminação 

pelo micro-organismo e na redução e eliminação de risco ao consumidor.  

Debretsion et al. (2007) encontraram menor concordância de resultados entre isolamento 

e PCR em Tempo Real. Ao analisarem 84 lavados de frangos coletados de diferentes estágios do 

processo de abate obtiveram 32% de positividade pelo método convencional e 77% pela PCR. 

Esse estudo, no entanto, não utilizou o enriquecimento prévio das amostras. 

Com o objetivo de comparar o isolamento tradicional de C. jejuni à PCR em Tempo Real 

ambos com e sem enriquecimento seletivo, Rantsiou et al. (2010) avaliaram 48 amostras de frango 

provenientes de supermercados da região noroeste da Itália. A detecção de C. jejuni foi superior 
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pela metodologia da PCR em relação ao método tradicional independente do enriquecimento. 

Sem a etapa do enriquecimento, a PCR gerou 87% de positividade, enquanto que após o 

enriquecimento das amostras foi verificado apenas 27% de amostras positivas. Segundos os 

autores, a redução do número de amostras positivas após a incubação poderia ser atribuída à 

presença, nas amostras não enriquecidas, de células mortas ou injuriadas, incapazes de crescer no 

meio seletivo utilizado no experimento. 

Reis (2015) avaliou três métodos de detecção de Campylobacter spp. (VIDAS 30, PCR 

E PCR em Tempo Real) na pesquisa da incidência do micro-organismo em carcaças 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. O autor destacou que 

esses resultados podem estar superestimados se forem consideradas apenas células viáveis na 

quantificação do micro-organismo na amostra. Isso porque a utilização da PCR em Tempo Real 

ou até mesmo a PCR permite a detecção de DNA de células viáveis ou VNC, que causariam danos 

ao consumidor, e também de células mortas, que não representariam qualquer perigo à saúde 

pública. 

3.6.2.1.1 Uso de intercalantes de DNA  
 

Diante de todas as dificuldades para detecção de Campylobacter spp. em alimentos, a utilização 

de PCR em Tempo Real tem gerado melhores resultados em comparação a outras metodologias. 

No entanto, como limitante, essa técnica é incapaz de diferenciar células viáveis de células mortas 

e VNC (Rudi, et al. 2005). Por esse motivo, o desenvolvimento de técnicas que façam a distinção 

de células viáveis foram descritos na literatura e incluem submissão da amostra a diferentes 

gradientes de concentração, para separação de células viáveis e VNC das células mortas, e 

posterior análise por PCR em Tempo Real (Wolffs et al., 2005); detecção do RNA mensageiro do 

micro-organismo (Sails et al., 2003; Sung et al., 2004) e tratamento de amostras com intercalantes 

de DNA como o etídio monoazida (EMA) ou propídio monoazida (PMA), antes da realização 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). 

O EMA é um derivado do brometo de etídio, uma droga utilizada no tratamento da 

tripanossomíase, enquanto o PMA é um composto idêntico ao iodeto de propídio exceto pela 

presença de um grupo azida. A utilização dessas tecnologias tem sido baseada 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 exposição à luz com determinado 

comprimento de onda faz com que aconteça uma ligação covalente entre estes compostos e o 

DNA de células mortas (Figura 1), com isso, esse material não é amplificado na PCR. Ao final 

do processo, espera-se que apenas células viáveis sejam amplificadas e detectadas (Waring, 1965, 

Nocker et al., 2006). 
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Figura 1: Princípio da modificação causada pelo PMA na detecção de células bacterianas viáveis por PCR em Tempo Real. (Fonte: 
Product information, Biotium) 

 

Com o objetivo de inibir a amplificação do DNA de amostras inativadas de Escherichia coli 

O157:H7, Listeria monocytogenes e Salmonella spp., Nogva et al. (2003) utilizaram EMA como 

tratamento anterior à 5’-nuclease PCR. Os autores puderam observar que a técnica foi capaz de 

diferenciar células viáveis e não viáveis, ao contrário do método utilizado como comparação 

(LIVE/DEAD® BacLight ™ Bacterial Viability Kit).  

Rudi et al. (2005) inocularam bactérias vivas e inativadas pelo calor na superfície da coxa e peito 

de frangos para avaliar a utilização do EMA e a técnica da PCR em Tempo Real na diferenciação 

de células vivas e mortas de C. jejuni. Após a inoculação, foram coletadas amostras de suabe da 

superfície do frango e a partir desse material foram feitas suspensões em caldo Mueller Hinton, 

tratadas com EMA. Posteriormente, o DNA dessas amostras foi extraído e a PCR em Tempo Real 

realizada. Os autores concluíram que o EMA-PCR em Tempo Real foi eficiente para a distinção 

quantitativa entre células viáveis e células mortas de C. jejuni, com isso a metodologia pode ser 

aplicada amplamente na quantificação de células viáveis e não viáveis presentes em produtos 

avícolas.  

Nocker e Camper (2006) observaram que EMA poderia penetrar a membrana de células viáveis, 

o que levou Nocker et al. (2006) a testarem o PMA como alternativa na detecção da viabilidade 

de nove tipos de amostras bacterianas. Para todas as bactérias testadas o PMA não afetou o 

rendimento de DNA das células vivas, enquanto que o DNA proveniente de micro-organismos 

mortos foi eficientemente removido do meio durante a extração. O EMA foi igualmente eficiente 

em remover o DNA de células mortas, mas por outro lado levou à redução do DNA de bactérias 

vivas. O uso do PMA, comparado ao EMA, demonstrou menor efeito tóxico às células vivas e 

maior afinidade ao DNA.  

Flekna et al. (2007) investigaram o efeito do tratamento prévio com EMA na detecção da 

viabilidade de C. jejuni. Ao analisarem amostras contendo C. jejuni viáveis e inativados pelo 

calor, os autores verificaram que o EMA-PCR em Tempo Real levou à redução do sinal da PCR. 
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A técnica, no entanto, subestimou o número de células viáveis presentes na amostra, 

demonstrando não ser suficientemente eficaz na indicação da viabilidade de micro-organismos.  

Josefsen et al. (2010) analisaram 50 carcaças de frango de um lote positivo para Campylobacter 

spp. pelos métodos de cultivo, PCR em Tempo Real e PMA-PCR em Tempo Real com o objetivo 

de avaliar a eficiência do PMA em detectar células viáveis e VNC do micro-organismo. 

Comparada à cultura, o PMA-PCR em Tempo Real foi considerado vantajoso na detecção da 

viabilidade de Campylobacter spp. Além disso, foi realizada a inoculação de carcaças de frango, 

conhecidamente negativas para essa bactéria, com amostras bacterianas ativas e inativas de C. 

jejuni. Encontrou-se resultado negativo, tanto no isolamento quanto para o PMA-PCR em Tempo 

Real, nas carcaças com amostras bacterianas inativadas, o que demonstra a eficácia do método 

em reduzir o sinal da PCR para bactérias mortas.  

Seinige et al. (2014) realizaram um estudo de comparação de eficácia do uso de EMA e PMA 

para detecção de Campylobacter jejuni e C. coli utilizando a técnica de PCR em Tempo Real 

quantitativa. Para o experimento, foram realizadas diluições seriadas a partir da concentração de 

107 de amostras de referência e amostras de campo de C. jejuni e C. coli de três formas diferentes: 

completamente vivas, completamente mortas pela inativação com o calor e uma mistura entre 

vivas e mortas. A fim de avaliar a qualidade da PCR em Tempo Real, foi utilizado um método 

tradicional de cultura em paralelo. Foi encontrada uma correlação de 99,7% entre EMA-PCR e o 

cultivo bacteriano e de 98,9% na PMA-PCR. No entanto, para as diluições com maiores 

concentrações de células não viáveis houve uma redução incompleta na amplificação do DNA, o 

que demonstra a necessidade de adequação da dose de EMA/PMA em amostras com alto índice 

de células mortas. 

Kruger et al. (2014) coletaram amostras de coxa e asa de frango e carcaças de frango congeladas 

e resfriadas com o objetivo de comparar o efeito do tratamento com EMA e PMA na detecção de 

Campylobacter spp. viável. A influência de diferentes condições de pré-incubação das amostras 

foi testada. Temperaturas de 25 a 37ºC, 10 a 20ºC e 0ºC e tempos de cinco e 15 minutos foram 

usados com esse intuito. A penetração de PMA nas células mortas, segundo os autores, foi 

dependente do tempo e da temperatura de incubação das amostras antes da exposição à luz. As 

condições de 15 minutos a 30ºC de incubação foram consideradas as melhores dentre as testadas 

na redução do sinal de células inviáveis na PCR em Tempo Real utilizada. Na comparação entre 

os intercalantes de DNA, foi observado que EMA não foi eficientemente excluído das células de 

Campylobacter spp. em diferentes estágios fisiológicos infectantes, ao contrário do PMA.   

Castro (Comunicação pessoal, dados ainda não publicados) analisou 60 carcaças de frango pelos 

métodos de PCR em Tempo Real e PCR em Tempo Real associada ao uso de PMA com o objetivo 

de verificar a viabilidade de Campylobacter spp. em carcaças de frangos de corte congeladas e 

resfriadas. Foram encontrados 88,3% de amostras positivas pela metodologia de PCR em Tempo 

Real e 18,3% de amostras positivas pela metodologia de PCR em Tempo Real associada ao uso 

de PMA. Neste estudo, concluiu-se que a técnica de PCR em Tempo Real associada ao PMA foi 

eficaz em detectar Campylobacter spp. viável em carcaças de frango resfriadas e congeladas 

quando comparada à PCR em Tempo Real. 
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4. Material e métodos 

4.1 Amostragem 
 

As amostras de carcaças de frangos de corte (resfriadas e congeladas, prontas para 

comercialização) foram coletadas, pelas coordenadorias regionais, diretamente de todos os 16 

abatedouros avícolas registradas no Serviço de Inspeção Federal (SIF) do Ministério da 

Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA), localizadas no Estado de Minas Gerais. As 

coletas foram realizadas de 11 de novembro a 15 de dezembro de 2015. As amostras coletadas 

foram enviadas em caixas isotérmicas ao Serviço de Inspeção de Produtos de Origem Animal 

(SIPOA) do MAPA na cidade de Belo Horizonte e posteriormente encaminhadas ao Laboratório 

de Bacteriologia Aplicada (LBA) da Escola de Veterinária da UFMG (EV/UFMG), onde foram 

realizadas as análises.  

De cada um dos 16 abatedouros amostrados foram coletadas quatro amostras congeladas e quatro 

amostras resfriadas de carcaças de frangos de corte, inteiras e sem miúdos, de lotes distintos de 

produção, de acordo com a característica de produção de cada estabelecimento. Com isso foram 

obtidas apenas carcaças congeladas dos abatedouros que produziam apenas esse tipo de carcaça, 

assim como para as carcaças resfriadas. Amostras de carcaças congeladas e resfriadas foram 

obtidas de abatedouros produtores dos dois tipos de carcaças. 

 Desta forma, foram obtidas oito carcaças (quatro congeladas e quatro resfriadas) de 

estabelecimentos produtores de carcaças congeladas e resfriadas, assim como foram obtidas 

quatro carcaças (quatro congeladas ou quatro resfriadas) de estabelecimentos que produzem 

apenas carcaças congeladas ou resfriadas. No total, foram obtidas 100 amostras de carcaças de 

frango (60 congeladas e 40 resfriadas). As coletas de todas as amostras foram realizadas 

respeitando o prazo de validade das carcaças resfriadas.  

Previamente ao início das análises, as amostras resfriadas e congeladas foram mantidas sob 

temperatura de refrigeração. O período de manutenção das amostras congeladas em refrigerador 

com o objetivo de seu completo descongelamento foi de 24 horas.  

4.2 Preparo das amostras 
 

Todas as amostras foram preparadas em ambiente devidamente higienizado e desinfetado com 

álcool 70%. As carcaças embaladas foram depositadas sobre bandejas de alumínio, que foram 

previamente revestidas com papel alumínio estéril. Todo o preparo das amostras foi realizado 

próximo à chama de bico de Bunsen. As embalagens das amostras, antes de serem abertas, foram 

higienizadas com papel toalha embebido em álcool 70% (v/v). Com auxílio de pinça, tesoura e 

bisturi estéreis, foram coletados fragmentos de carne e pele da coxa, asa, peito, região cloacal, 

costado e pescoço de cada carcaça. Esses fragmentos foram cortados em pedaços menores, para 

facilitar a homogeneização, e pesados em balança analítica (Shimatzu AY220) até completarem 

50g. Após a pesagem, as amostras foram divididas em duas porções de composição idêntica, uma 

destinada aos testes microbiológicos e a outra destinada aos testes moleculares. 
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4.2.1 Preparo das amostras para isolamento de Campylobacter spp. 
 

A porção de 25g amostrada de cada carcaça, destinada às provas microbiológicas, foi pesada em 

saco de stomacher estéril e, em seguida, foram adicionados 225mL do meio de enriquecimento 

seletivo, caldo Bolton (Himedia, M1592), contendo 5% (v/v) de sangue lisado e desfibrinado de 

equino e suplemento seletivo composto de Cefoperazona, Trimetoprim, Vancomicina e 

Anfotericina B (Himedia, FD231), de acordo com a ISO 10272-1 (2006). As amostras foram 

então homogeneizadas durante cinco minutos em homogeneizador automático (ITR MK 1204) e 

encaminhadas para a capela de fluxo laminar previamente preparada para as análises 

microbiológicas. 

4.2.2 Preparo das amostras para extração de DNA 
 

A porção de 25g de amostra, destinada à metodologia de PCR em Tempo Real, foi pesada em 

saco de stomacher estéril e, em seguida, foram adicionados 225mL de solução salina fosfatada 

(PBS) (0,01M pH 7,2) estéril. Os sacos com as amostras de frango e o PBS foram 

homogeneizados durante cinco minutos em homogeneizador automático (ITR MK 1204) e foram 

encaminhados para a capela de fluxo laminar previamente higienizada. 

Com auxílio de pipetador e ponteira estéril, foram coletadas duas alíquotas de 1,5mL do conteúdo 

do saco stomacher homogeneizado, que foram dispensados em dois microtubos de 1,5mL 

DNAse, RANase free estéreis diferentes. Um deles foi encaminhado para extração de DNA sem 

prévio tratamento com PMA, enquanto o outro foi destinado ao tratamento prévio com PMA e 

subsequente extração do DNA. Dessa forma, cada homogeneizado se transformou em duas 

amostras, uma tratada com PMA e a outra não tratada com PMA.  

Os microtubos contendo os homogeneizados foram centrifugados a 9700 x g (Eppendorf 

MiniSpin plus®) por cinco minutos, o sobrenadante foi descartado e o sedimento obtido foi 

pesado em balança analítica (Gehaka, BG400). A massa do sedimento, obtido após a 

centrifugação da amostra, foi padronizada para a faixa de 0,030 g a 0,050 g. Caso os sedimentos 

não atendessem a faixa de massa estabelecida, o procedimento de coleta do homogeneizado, 

centrifugação e descarte do sobrenadante era repetido até que se chegasse à faixa determinada. 

4.3 Isolamento e identificação de Campylobacter spp.  
 

O isolamento de Campylobacter spp. foi realizado de acordo com a ISO 10272-1 (2006) com 

modificações. As amostras destinadas às provas microbiológicas passaram por etapas de pré-

incubação e incubação em temperaturas e em meios de cultura específicos. Os sacos para 

stomacher, contendo as amostras preparadas e o meio de enriquecimento seletivo, foram 

incubados em condições de microaerofilia (10% de CO2, 10% de H2 e 80% de N2) a 37ºC por 5h 

± 1h e depois a 41,5ºC por 44h ± 4h. Para assegurar as condições de microaerofilia dentro dos 

sacos, estes foram incubados com uma ligeira abertura contendo uma gaze estéril.  
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Após o período de incubação, com o auxílio de uma alça bacteriológica estéril, cada amostra foi 

homogeneizada e repicada para isolamento em uma placa de mCCDA (Himedia, M887) contendo 

suplemento seletivo composto de Cefoperazona e Anfotericina B (Himedia, FD135). O mesmo 

procedimento foi realizado em uma placa de Campyfood® (Biomerieux, 43471) e uma placa de 

ágar BHI (caldo BHI – MERCK, 1104930500 e 1,5%p/v de ágar ágar -Vetec, 006) suplementadas 

com 5% (v/v) de sangue equino e suplemento Karmali, composto de Piruvato de sódio, 

Cefoperazona, Vancomicina e Ciclohexamida (Oxoid, SR0167E), por amostra. As placas foram 

incubadas a 41,5ºC por 44h ± 4h em condições de microaerofilia.  

Após esse período de incubação, as placas foram analisadas visualmente e todas as colônias 

típicas ou suspeitas de serem Campylobacter spp. foram selecionadas para visualização ao 

microscópio óptico. Para a visualização ao microscópio, essas colônias foram levemente tocadas 

com uma alça bacteriológica estéril e foi feito esfregaço em lâmina de vidro contendo uma 

pequena gota de PBS. Após a secagem ao ar, os esfregaços foram fixados utilizando a chama do 

bico de Bunsen e coradas com fucsina fenicada Ziehl Neelsen (fucsina básica, etanol 95% v/v, 

fenol e água destilada) durante cinco minutos. Decorrido este tempo, os esfregaços foram lavados 

com água destilada e secos ao ar. Terminado todo esse processo, os esfregaços foram visualizados 

ao microscópio óptico em objetiva de imersão.  

As colônias que apresentaram morfologia condizente com as características de Campylobacter 

spp. (bastonetes pequenos, curvos ou espiralados), em sua forma cocóide ou convencional, foram 

repicadas para isolamento em ágar BHI suplementado com 5% (v/v) de sangue ovino e 

suplemento seletivo Skirrow (Merck, 1022490001), composto de Vancomicina, Polimixina e 

Trimetoprim. 

As placas de ágar BHI, suplementadas com sangue e suplemento Skirrow, foram então incubadas 

a 41,5°C por 44h ± 4h em condições de microaerofilia. As colônias foram analisadas visualmente 

e coradas com fucsina fenicada. Após a confirmação da morfologia e da pureza das colônias, ao 

microscópio óptico em objetiva de imersão, estas foram repicadas em placas de ágar Columbia 

(Himedia, M144), suplementado com 5% (v/v) de sangue ovino, que foram incubadas por 44h ± 

4h a 41,5°C, em condições de microaerofilia, para obtenção de massa bacteriana. A massa 

bacteriana obtida a partir das placas, nas quais foram confirmadas a morfologia e pureza das 

colônias, foi congelada a -80°C em criotubos estéreis contendo 1mL de caldo Tioglicolato 

(Merck, 108191) com 20% de glicerol (v/v) para posterior confirmação de gênero e espécie de 

Campylobacter por PCR convencional.  

Com o objetivo de estimar a contaminação inicial de Campylobacter spp. das amostras antes do 

enriquecimento em caldo Bolton, foi realizada a contagem prévia das colônias. Para isso, a 

metodologia foi baseada na ISO 10272-2 (2006). Antes da incubação das amostras contidas nos 

sacos stomacher em meio de enriquecimento seletivo Bolton, foram retiradas duas alíquotas de 

50µL, que foram transferidas e espalhadas na superfície de placas de ágar mCCDA com seu 

suplemento. Após a secagem desse material na superfície do ágar, as placas foram incubadas em 

condições de microaerofilia, inicialmente a 37ºC por 5h ± 1h e depois a 41,5ºC por 44h ± 4h. 

Após esse período, foram selecionadas placas contendo menos que 150 colônias e realizada a 

contagem. De cada placa, foram selecionadas até cinco colônias típicas para subcultivo para 

isolamento em ágar Columbia suplementado com 5% (v/v) de sangue ovino. As placas de ágar 

Columbia foram incubadas a 41,5ºC por 44h ± 4h, em condições de microaerofilia e as colônias 
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tiveram sua morfologia confirmada ao microscópio óptico. Em seguida, foi realizado um novo 

repique em placas de ágar BHI suplementadas com sangue ovino e suplemento Skirrow.  

As placas de ágar BHI, suplementadas com sangue e suplemento Skirrow, foram então incubadas 

a 41,5°C por 44h ± 4h em condições de microaerofilia. As colônias foram analisadas novamente 

e coradas com fucsina fenicada. Após a confirmação da morfologia e da pureza das colônias, estas 

foram repicadas em placas de ágar Columbia (Himedia, M144) suplementado com 5% (v/v) de 

sangue ovino, que foram incubadas por 44h ± 4h a 41,5°C, em condições de microaerofilia, para 

obtenção de massa bacteriana. A massa bacteriana obtida a partir das placas, nas quais foram 

confirmadas a morfologia e pureza das colônias, foi congelada a -80°C em criotubos estéreis 

contendo 1,0mL de caldo Tioglicolato (Merck, 108191) com 20% de glicerol (v/v) para posterior 

confirmação de gênero e espécie de Campylobacter por PCR convencional. 

4.4 Confirmação do gênero e da espécie dos isolados. 
 

Para confirmação do gênero e da espécie dos isolados foram utilizados os iniciadores pg3 (5'-

GAACTTGAACCGATTTG-3') e pg50 (5'ATGGGATTTCGTATTAAC-3') para a amplificação 

do gene flaA presente em bactérias do gênero Campylobacter, sendo o produto da amplificação 

de 460 pares de bases (pb), os iniciadores C1 (5'-CAAATAAAGTTAGAGGTAGAATGT-3') e 

C4 (5'-GGATAAGCACTAGCTAGCTGAT-3') para um gene não determinado de C. jejuni com 

um produto de amplificação de 160 pb (Harmon et al. 1997; Villardo et al., 2006). Também foram 

utilizados os iniciadores ICC-UP (5´-GAAGTATCAATCTTAAAAAGATAA-3´) e ICC-DN 

(5´-AAATATATACTTGCTTTAGATT-3´) para C. coli com produto de amplificação 72 pb e 

ICL-UP (5´-CTTACTTTAGGTTTTAAGACC-3´) e ICL-DN (5´-

CAATAAAACCTTACTATCTC-3´) para C. lari com produto de amplificação de 279 pb. Estes 

iniciadores são para amplificação da região espaçadora 16-23S rDNA das espécies de 

Campylobacter e foram descritos por Khan e Edge (2007). Todos os iniciadores foram 

sintetizados pela Eurofins - mwg/operon.  

As reações, que seguiram as recomendações de Harmon et al., (1997) e Villardo et al., (2006), 

foram realizadas em um volume total de 25 µL contendo 20ng do DNA extraído, 10mM de Tris-

HCl, 50mM de KCl, 5,5mM de MgCl, 200µM de cada um dos desoxirribonucleotídeos (dATP, 

dCTP, dGTP, dTTP), 20 pmol de cada iniciador C1 e C4 e 40 pmol de cada iniciador pg3 e pg50 

e 1,25 U de TaqDNA polimerase. Na sequência, essa mistura foi colocada em um termociclador 

(Veriti® Thermal Cycler da Applied Biosystems®) e submetidas à desnaturação inicial a 94°C 

por 4 minutos, seguidos de 25 ciclos de amplificação que consistem em desnaturação (94°C por 

1 minuto), anelamento (45°C por 1 minuto) e extensão (72°C por 1 minuto). Finalmente, as 

amostras foram submetidas a uma extensão final a 72°C por 7 minutos.  

Para visualização dos resultados, os produtos da PCR foram submetidos à eletroforese em gel de 

agarose a 2% em tampão TBE [1,0M tris, 0,01M ácido bórico, 0,01M EDTA pH 8,2 (Invitrogen)] 

acrescido de brometo de etídio (3mg/mL). Utilizou-se o marcador de peso molecular 100 pb 

(Invitrogen). 
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4.5 Tratamento com PMA 
 

O tratamento com PMA™ dye 20 mM em H2O (Biotium, 40019) foi realizado como descrito por 

Kruger et al. (2014) e segundo as recomendações do fabricante. O protocolo de tratamento das 

amostras com PMA foi realizado no mesmo dia do processamento das amostras.  

Os sedimentos padronizados para 0,030g a 0,050g obtidos a partir do processamento das amostras 

de frango foram ressuspendidos em 1,0mL de PBS. Em seguida, as amostras foram pré-incubados 

a 30ºC por 10 minutos e 2,5µL de PMA foram adicionados para obter uma concentração final de 

50 μM por amostra. Após a adição do PMA, os tubos foram incubados a 30ºC por 15 minutos, ao 

abrigo da luz e então expostos ao sistema de fotoativação, em comprimento de onda 465-475 nm 

utilizando o equipamento PMA™ LED Photolysis Device (Biotium, E90002) por 15 minutos a 

30ºC. Terminado o tratamento, as amostras foram centrifugadas por dez minutos a 13000xg e 

então submetidas à extração de DNA. 

4.6 Extração de DNA 
 

A extração de DNA das amostras tratadas com PMA e das não tratadas com PMA foi realizada 

imediatamente após o processamento das amostras, utilizando o método do tiocianato de 

guanidina descrito por Pitcher et al. (1989) com modificações.  

Os sedimentos padronizados para 0,030 g a 0,050 g obtidos a partir do processamento das 

amostras de frango foram ressuspendidos em 100 µL de TE buffer (10mmol Tris-HC1; 1 mmol/L 

EDTA, pH 8). Após essa etapa, adicionou-se 500 µL de reagente de GES (5 mol/L tiocianato de 

guanidina, 100mmol/L EDTA e 0.5% v/v sarkosyl) e, após breve agitação, deixou agir por dez 

minutos. Feito isso, adicionou-se 250 µL de acetato e amônio (7,5 M) gelado, o tempo de ação 

foi de dez minutos em gelo. Em seguida, foram adicionados 500 µL de uma mistura de 

clorofórmio e 2-pentanol (24:1), os tubos foram agitados exaustivamente e centrifugados a 13100 

x g durante dez minutos. Após essa centrifugação, 750µL do sobrenadante foram transferidos para 

outro tubo e foram adicionados 405µL de 2-propanol gelado. Os tubos foram invertidos durante 

um minuto para misturar as soluções e colocados no freezer a -20oC durante 24 horas. Esta 

adaptação do método foi realizada para aumentar a precipitação do DNA. Após esse período o 

DNA precipitado foi depositado por centrifugação a 13100 x g durante dez minutos. Os pellets de 

DNA foram lavados duas vezes com 500 µL de etanol a 70%v/v e após cada lavagem os tubos 

foram centrifugados a 11300 x g durante cinco minutos. Para secagem, os tubos foram abertos e 

invertidos sobre papel toalha. Depois do processo de purificação, o DNA foi ressuspendido em 

50μL de água ultrapura estéril e armazenado entre 2°C a 4°C até o momento da análise pela 

metodologia de PCR em Tempo Real.  

A concentração e pureza do DNA extraído foram determinadas com auxílio de espectrofotômetro 

nas faixas de absorbância 260nm/280nm (GeneQuant 100 Classic - GE Healthcare Life Sciences). 

Após as análises de PCR em Tempo Real o DNA extraído foi armazenado a -20°C.  
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4.7 PCR em Tempo Real para a detecção de Campylobacter spp.  

 

A sequência alvo do gene 16S rRNA foi amplificada utilizando-se os iniciadores descritos por 

Josefsen et al. (2010) e Lubeck et al. (2003). Foram utilizados os iniciadores forward (5’-

CTGCTTAACACAAGTTGAGTAGG-3’) e o iniciador reverse (5’-

TTCCTTAGGTACCGTCAGAA-3’) e o produto amplificado de 287 pb. A sonda utilizada foi 

descrita por Kruger et al. (2014) (5’/56FAM/TGTCATCCTCCACGCGGCGTTGCTGC/3BHQ). 

Tanto as sondas quanto os iniciadores foram sintetizados pela IDT Integrated DNA Technologies.  

Cada reação de PCR em Tempo Real foi realizada com um volume de 25μL contendo 1x de 

TaqMan Universal PCR Master (Promega®, M750), 4,5 mM de cloreto de magnésio (MgCl2), 

0,5 µM de cada iniciador, 0,1 µM da sonda e do ROX reference dye (Invitrogen, 12223-012) e 

uma média de 104,69 ng/µL de DNA extraído de cada amostra. Os ciclos de amplificação 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 reação. Como controle positivo utilizou-se DNA extraído de C. jejuni NCTC 

11351 e como controle negativo água ultrapura.  

Para cada amostra tratada ou não tratada com PMA, foram realizadas análises 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 número de cópias do DNA alvo presente 

na amostra e segundo Jung et al. (2005) é o ponto que detecta o ciclo em que a reação atinge o 

limiar da fase exponencial, isto é, o ponto que indica a presença do gene alvo. Para ser classificada 

como negativa, duas ou três das triplicatas deveriam obter valor de Ct superior a 40,8, o que se 

traduz como nenhuma amplificação das repetições ou amplificação de apenas uma delas. 

4.8 Curva de sensibilidade analítica 
 

Para avaliação do limite de detecção da técnica de PCR em Tempo Real foi realizada uma curva 

de sensibilidade analítica (Keramas et al, 2003). Para isso, o DNA extraído e dosado de uma 

amostra de referência de C. jejuni NCTC 11351 foi diluído na base 10 em água ultrapura, 

iniciando-se da concentração 20 ng/µL até 2 fg/µL, correspondente a 107 a 100 genomas de 

Campylobacter spp.. Todas as diluições do DNA da amostra de referência foram submetidas à 

PCR sob as mesmas condições de reação utilizadas para a análise das amostras experimentais. 

Considerando que o DNA genômico 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 gênero é equivalente a 2fg (Tabela 1).  
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Tabela 1: Diluições de DNA extraído de Campylobacter jejuni NCTC11351 utilizadas na curva de sensibilidade analítica. 

Diluição Estimativa de contagem do micro-organismo 

  20ng 107 
    2ng 106 

200pg 105 

  20pg 104 
    2pg 103 

200fg 102 

  20fg 101 
    2fg 100 

    0 0 

4.9 Condições de cultivo das amostras controle 
 

Como controle positivo das reações de PCR em Tempo Real, foi utilizada uma amostra de 

referência de Campylobacter jejuni subsp. jejuni NCTC 11351. 

Como controle positivo das reações de PCR, foram utilizadas as amostras de referência de 

Campylobacter jejuni subsp. jejuni NCTC 11351, Campylobacter coli NCTC 11366 e 

Campylobacter lari NCTC 11352.  

Estas cepas, armazenadas a -80°C, foram cultivadas em placas de ágar Columbia suplementadas 

com 5% (v/v) de sague desfibrinado de ovino, após descongelamento, e incubadas por até 48 

horas, a 41,5°C, em condições de microaerofilia. As culturas bacterianas obtidas foram coletadas 

com ajuda de suabe estéril e colocadas em microtubos contendo 1,0mL de PBS estéril para a 

extração de DNA.  

4.10  Delineamento experimental 
 

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso em arranjo fatorial 2 x 3, sendo dois tipos 

de amostras de carcaças de frangos de corte (congeladas e resfriadas) e três tipos de metodologias 

de análises (Isolamento, PCR em Tempo Real e PCR em Tempo Real associada ao uso com PMA) 

com 100 repetições de uma carcaça cada. Para comparação entre as metodologias (Isolamento, 

PCR em Tempo Real e PCR em Tempo Real associada ao uso com PMA) foi feita análise pelo 

teste de McNemar e para avaliar a concordância entre as metodologias foi utilizado o teste Kappa. 

Para comparação entre amostras resfriadas e congeladas utilizou-se o teste de Pearson e para 

comparação entre as amostras provenientes do isolamento utilizou-se teste de Fisher. Os 

resultados foram avaliados com auxílio do programa estatístico R (Siegel et al., 2006). 
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5. Resultados 

5.1 Detecção de Campylobacter spp. em carcaças de frangos utilizando a técnica de 

cultura e isolamento 
 

O resultado das análises do método de isolamento para detecção do micro-organismo 

Campylobacter spp. nas amostras de carcaças de frangos de corte congeladas e resfriadas 

produzidas no estado de Minas Gerais estão apresentados na Tabela 2. Das 100 amostras 

analisadas utilizando essa metodologia, 28 (28%) apresentaram resultados positivos para 

Campylobacter spp. e destas 28 amostras positivas, 14 carcaças eram congeladas e 14 eram 

resfriadas.  

Tabela 2:Resultados da pesquisa da presença de Campylobacter spp. em carcaças de frango do estado de Minas Gerias, 

comercializadas em temperaturas de congelamento e resfriamento, realizada pela metodologia de cultivo. 

Tratamento Quantidade Campylobacter spp. 

  Positivo Negativo 

Congelada 60  14 (23%)a 46 (77%) 

Resfriada 40 14 (35%)a 26 (65%) 

Total 100 28 (28%) 72 (72%) 

Médias seguidas de letras iguais são semelhantes pelo método do χ2 de Pearson P= 0.2957 

Os resultados da identificação de Campylobacter spp. isolados de carcaças de frangos estão 

apresentados na Ttabela 3. Em 11 carcaças foram isoladas somente C. jejuni e, destas 11, cinco 

eram resfriadas e seis congeladas. Em quatro carcaças foram encontradas somente C. coli, uma 

era proveniente de carcaça resfriada e quatro de carcaças congeladas. Em 11 carcaças positivas 

foram encontradas colônias de C. jejuni e C. coli, deste total seis eram carcaças resfriadas e cinco 

carcaças congeladas. Em duas amostras foram encontradas C jejuni e C. lari, essas duas carcaças 

eram resfriadas. 

 

Tabela 3: Resultados da identificação das espécies de Campylobacter spp. isoladas de carcaças de frango, comercializadas em 
temperaturas de congelamento e resfriamento no estado de Minas Gerais. 

Tratamento Quantidade Campylobacter spp. 

  C. jejuni C. coli C. jejuni e C. coli C. jejuni e C. lari 

Congelada 14 6 (43%)   3 (21%)   5 (36%) 0 (0%) 

Resfriada 14 5 (36%) 1 (7%)   6 (43%)   2 (14%) 

Total 28 11 (39%)   4 (15%)  11 (39 %) 2 (7%) 

Teste de Fisher – valor de p = 0.3012 
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5.2 Detecção de Campylobacter spp. em carcaças de frangos de corte utilizando a 

técnica de PCR em Tempo Real 

5.2.1 Curva de sensibilidade analítica da técnica de PCR em Tempo Real 

Os resultados da curva de sensibilidade analítica para a quantificação de Campylobacter spp. 

pela técnica de PCR em Tempo Real são demonstrados nas Figuras 2 e 3. Houve amplificação 

satisfatória do DNA das diluições bacterianas de 20 ng/µL até 20 fg/µL, o que equivale a 107 a 

101 bactérias. Com base na curva realizada, foi possível detectar amostras de frango que 

continham contaminação de até 10 bactérias, o que demonstrou que a técnica é altamente sensível. 

A diluição 2 fg/µL, equivalente a 100 bactérias, teve amplificação anômala e por isso não foi 

utilizada para compor a curva. O Ct obtido nessa curva variou de 16,32 a 37,51.   

 

Figura 3: Curva padrão de PCR em Tempo Real com DNA de Campylobacter jejuni diluído em base 10 de 20ng a 

2fg, correspondente a 107 a 101 bactérias, respectivamente. Eficiência da amplificação (Eff%): 91,976; Coeficiente de 

correlação (R2): 0,997. 

Figura 2: Curva de sensibilidade analítica de PCR em Tempo Real com DNA de Campylobacter jejuni diluído em 

base 10 de 20ng a 2fg, correspondente a 107 a 101 bactérias, respectivamente. 
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5.2.2 Detecção de Campylobacter spp. em carcaças de frangos utilizando a técnica 

da PCR em Tempo Real 
 

Os resultados das análises de PCR em Tempo Real das amostras de carcaças de frangos 

congeladas e resfriadas estão apresentados na Tabela 4.  

 

Tabela 4: Resultados da pesquisa da presença de Campylobacter spp. em carcaças de frangos de corte, comercializadas 

em temperaturas de congelamento e resfriamento, realizadas pela técnica da PCR em Tempo Real. 

Tratamento N* PCR em Tempo Real 

  Positivo Negativo 

Congelada 60 47 (78%) 13 (22%) 

Resfriada 40 37 (93%) 3 (7%) 

Total 100 84 (84%) 16 (16%) 

*N: número amostral   χ2 de Pearson= 2.6073, graus de liberdade = 1, p-value = 0.1064 

 

5.3 Detecção de Campylobacter spp. em carcaças de frango utilizando a técnica da 

PCR em Tempo Real com tratamento pelo PMA 

 

Os resultados das análises de PCR em Tempo Real das amostras de frango congeladas e resfriadas 

tratadas por PMA estão apresentados na Tabela 5.   

 

Tabela 5: Resultados da pesquisa da presença de Campylobacter spp. em carcaças de frango, comercializadas em temperaturas de 

congelamento e resfriamento, realizadas pelas técnicas de isolamento, PCR em Tempo Real e PCR em Tempo Real associada ao 

tratamento com PMA. 

Tratamento N* PCR em Tempo Real com utilização de PMA** 

  Positivo Negativo 

Congelada   60  8 (13%) A 52 (87%) 

Resfriada   40 18 (45%)B 22 (55%) 

Total 100 26 (26%) 74 (74%) 

*N: número amostral  χ2 de Pearson = 10.917, graus de liberdade = 1, p = 0.0009529 
*PMA: Propídio Monoazida (Intercalante de DNA) 

5.4 Comparação entre isolamento, PCR em Tempo Real e PCR em Tempo Real 

associada ao uso de PMA  
 

Os resultados das análises de comparação da presença de Campylobacter spp. em carcaças de 

frangos de corte congeladas e resfriadas avaliadas pelas metodologias do isolamento, da PCR em 

Tempo Real e PCR em Tempo Real com tratamento pelo PMA estão apresentados na Tabela 6.  

 



43 

 

Tabela 6: Resultado da comparação da análise da presença de Campylobacter spp. em carcaças de frangos de corte comercializada 
nas temperaturas de resfriamento e congelamento analisadas pelas técnicas PCR em Tempo Real e PCR em Tempo Real com propídio 

monoazida. 

Amostra Isolamento Sem PMA Com PMA 

Positivas 28 84   26 

*PMA: Propídio Monoazida (Intercalante de DNA) 

No entanto, como demonstrado na Tabela 7, apenas nove amostras foram positivas tanto no 

isolamento quanto na PCR em Tempo Real associada ao uso de PMA. Enquanto 17 amostras 

foram positivas na PCR e negativas ao isolamento. Todavia, 19 amostras foram positivas no 

isolamento e não houve sua detecção na PCR em Tempo Real associada ao uso de PMA.  

Tabela 7: Comparativo entre os resultados de isolamento e PCR em Tempo Real associada ao uso de propídio monoazida (PMA). 

Médias seguidas de letras maiúsculas diferentes se diferem pelo método do χ2 de McNemar  P= 0,867632 

6. Discussão 

6.1 Detecção de Campylobacter spp. em carcaças de frangos de corte utilizando a 

técnica de cultura e isolamento 

Os métodos de cultura utilizados para isolamento, identificação e diferenciação entre as espécies 

de Campylobacter são demorados e difíceis devido à natureza fastidiosa do micro-organismo. A 

detecção de Campylobacter spp. em alimentos deve levar em consideração que a população 

presente pode ser baixa, devido ao fato de Campylobacter spp. ser sensível a concentração de 

oxigênio do ar (21%) e não crescer a temperaturas abaixo de 30°C, utilizadas normalmente na 

conservação dos alimentos. O sucesso da detecção, geralmente, depende da forma de conservação 

das amostras, da análise de um grande número de amostras, concentração de células presentes, 

pré-enriquecimento com incubação a 37°C por quatro horas e enriquecimento seletivo em 

condições microaerófilas à temperatura de 42ºC. No entanto, no presente estudo os métodos de 

conservação (congelados x resfriados) não interferiram na ocorrência de Campylobacter spp. nas 

carcaças (p=0,2975) (Vandamme, 2000; Bhunia, 2008).  

C. jejuni foi a espécie mais encontrada nas amostras analisadas. Segundo Food... (2012) a 

principal espécie envolvida nos casos de campilobacteriose em seres humanos é a C. jejuni, que 

pode ser encontrada nos alimentos geralmente em baixa concentração, o que, aliado à 

sensibilidade ao oxigênio, dessecamento, calor, desinfetantes e pH ácido, dificulta o seu 

isolamento. 

PCR+PMA Isolamento  

 Amostras negativas Amostras 

positivas 

Total 

Amostras negativas 55A 19C 74  

Amostras positivas 17B 9D 26  

Total 72  28 100  
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Dias et al. (1990), pesquisando C. jejuni em carcaças de frango prontas para comercialização, em 

Belo Horizonte, encontraram 2% de positividade em carcaças de estabelecimentos com SIF e 38% 

de positividade em estabelecimentos sem SIF. No entanto, para essa pesquisa, foi utilizado 

somente um abatedouro com SIF, o que explica a baixa taxa de positivos encontrada em 

comparação ao presente estudo. Adicionado a isso, os nove estabelecimentos que não possuem 

SIF não utilizavam água clorada no tanque de resfriamento, além de, segundo os autores, 

condições de higiene mais precárias comparadas aos estabelecimentos sem SIF, o que pode 

explicar a alta taxa de resultados positivos. 

Silva (2013), utilizando a metodologia de isolamento, pesquisou em 105 carcaças resfriadas de 

frango, comercializadas no Distrito Federal, a presença de C. jejuni e C. coli. Do total de carcaças 

de frango, 11 (11,55%) amostras foram positivas para a pesquisa de Campylobacter spp., sendo 

sete (63,64%) amostras positivas para C. jejuni e quatro (36,36%) amostras positivas para C. coli. 

As taxas de isolamento relatadas por este autor foram diferentes das taxas encontradas no presente 

estudo, no entanto, é importante ressaltar que o autor não utilizou a etapa de pré-incubação a 

37°C, o que pode ter contribuído para a menor taxa de isolamento. Segundo Donnison (2003) a 

utilização de uma fase de pré-enriquecimento com incubação a 37°C por quatro horas permite a 

recuperação das células de Campylobacter spp. injuriadas pela desidratação, aquecimento, falta 

de nutrientes, congelamento ou exposição a radicais de oxigênio, o que pode explicar a taxa de 

amostras isoladas encontradas neste estudo. 

No presente trabalho, C. lari foi identificado em apenas duas amostras de carcaças resfriadas. 

Segundo Moore e Matsuda (2002) C. lari é considerada uma espécie de ocorrência mais rara 

quando comparada a contaminação pelas outras espécies. Rosa (2015), pesquisando 

Campylobacter spp. em linguiças de frango congeladas e resfriadas, também encontrou menor 

taxa de isolamento de C. lari. O autor relatou a identificação da presença de Campylobacter spp. 

somente nas linguiças resfriadas, com uma taxa de positividade de 11,75%, sendo que 75% destas 

amostras positivas foram identificadas como C. coli e 25% como C. lari. O autor relatou que o 

isolamento de C. lari no Brasil ocorre esporadicamente. 

6.2 Detecção de Campylobacter spp. em carcaças de frangos de corte utilizando a 

técnica da PCR em Tempo Real 
 

Utilizando a técnica de PCR em Tempo Real para a detecção de Campylobacter spp. das 60 

amostras congeladas 47 (78%) apresentaram resultados positivos e das 40 amostras resfriadas 37 

(93%) foram positivas para o micro-organismo. É importante ressaltar que a metodologia da PCR 

identifica todas as bactérias presentes na amostra, pois, a técnica detecta o DNA da bactéria e ele 

está presente em células vivas, na forma VNC e em células mortas. Portanto, se for considerado 

que apenas células viáveis e VNC são capazes de causar infecção, pode haver uma falsa 

interpretação, e a técnica pode superestimar a presença de Campylobacter spp. com real 

capacidade patogênica em carcaças de frango. 

No entanto, os resultados explicitam que a maior parte das carcaças continham o micro-

organismo. Levando em consideração que dentre os principais fatores que influenciam na 

contaminação das carcaças por Campylobacter spp. estão os cuidados prévios ao abate, desde o 

início da criação das aves, como água de bebida, passando pela fase de pré-abate, em que são 
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adotadas medidas com o objetivo de minimizar a ocorrência de extravasamento de conteúdo 

intestinal em casos de ruptura de alças intestinais, diminuindo a contaminação de carcaças, 

terminando no abate propriamente dito, em que as etapas em que ocorre maior contaminação das 

carcaças de frango por micro-organismos são a escalda, a depenagem, a evisceração e o 

resfriamento, os resultados demonstram que se faz necessária a adoção maiores cuidados ao longo 

da cadeia produtiva da carne de frango (Herman et al.,2003; Petracci et al., 2010,  Seliwiorstow 

et al., 2015). Ainda que a campilobacteriose seja uma doença pouco estudada em nosso país, não 

se pode ignorar o risco que representa para a população, sendo um problema de Saúde Pública, 

com relação direta às precárias condições sanitárias de boa parte da população.  

6.3 Detecção de Campylobacter spp. em carcaças de frangos utilizando a técnica da 

PCR em Tempo Real 
 

Quando foi utilizado o tratamento prévio com intercalante de DNA (PMA), das 100 amostras 

analisadas, 26 (26%) foram consideradas positivas, sendo oito (30,8%) congeladas e 18 (69,2%) 

resfriadas.  

Tais resultados foram inferiores aos encontrados por Josefsen et al. (2010), que encontraram 90% 

de carcaças de frango positivas para Campylobacter spp. pelo método de PCR em tempo real 

associado ao tratamento com PMA. No entanto, para a recuperação de células do micro-

organismo das carcaças de frango, os autores utilizaram dupla enxaguadura e concluíram que 

desta forma é possível aumentar de uma taxa de 27% a 47% de recuperação de células com uma 

única enxaguadura para uma taxa que varia de 55% a 94% de recuperação com dupla 

enxaguadura. No presente trabalho, foi utilizada uma amostragem de uma parcela representativa 

das carcaças (25 gramas), o que pode ter influenciado na detecção do micro-organismo. 

Porém, Castro (Comunicação pessoal, dados ainda não publicados) ao pesquisar a presença de 

Campylobacter spp. em carcaças de frango congeladas e resfriadas utilizando a técnica da PCR 

em tempo real com a utilização de PMA, encontrou 18,3% de amostras positivas para 

Campylobacter spp.. Apesar do autor ter utilizado a mesma metodologia do presente trabalho 

para a recuperação de células do micro-organismo, as parcelas das carcaças amostradas foram 

diferentes, dez gramas em comparação a 25 gramas. O que pode explicar as diferenças na detecção 

do micro-organismo nos dois trabalhos. 

A utilização do PMA é baseada na afinidade deste pela dupla fita de DNA e na incapacidade de 

penetrar a membrana de células intactas. Dessa maneira, ao utilizar o PMA as células bacterianas 

inviáveis não são detectadas pela PCR e o resultado demonstra apenas os micro-organismos 

viáveis. No entanto, fica claro que a metodologia utilizada para a recuperação de células de 

Campylobacter spp. das carcaças de frango pode influenciar diretamente no resultado final das 

análises. 

Os testes moleculares, por serem de rápida de fácil execução em comparação às técnicas de 

cultivo microbiológico, podem contribuir para a identificação de Campylobacter spp. em um 

grande número de amostras e são uma opção para uso na rotina. Apesar disso, não substituem 

completamente as técnicas de cultivo, pois para a determinar os perfis de resistência es estudos 
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epidemiológicos e para a sorotipagem dos micro-organismos, os métodos microbiológicos ainda 

são necessários. 

6.4 Comparação entre isolamento, PCR em tempo real e PCR em tempo real 

associada ao uso de PMA  
 

Foi observada uma alta frequência de contaminação das carcaças que foram analisadas pela PCR 

em Tempo Real (84 amostras) e uma baixa taxa nas que foram analisadas pela PCR em Tempo 

Real com tratamento pelo PMA (26 amostras) e no isolamento (28 amostras). Castro 

(Comunicação pessoal, dados ainda não publicados) ao comparar as técnicas de PCR em tempo 

real e PCR em tempo real associada ao uso de PMA encontrou uma alta frequência de 

contaminação das carcaças que foram analisadas pela PCR em tempo real (88,3%) e uma baixa 

taxa nas que foram analisadas pela PCR em tempo real com tratamento pelo PMA (18,3%). Neste 

estudo foi observada diferença significativa entre as metodologias trabalhadas, demonstrando que 

as diferentes metodologias têm eficiência diferenciada na detecção do micro-organismo. Estes 

dados corroboram com os resultados encontrados no presente estudo. 

Josefsen et al. (2010) realizaram a comparação entre esses mesmos tipos de PCR e encontraram 

menor discrepância de resultados. Na análise 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 à baixa quantidade de 

bactéria no estado VNC presente nas carcaças no pós-abate, momento em que as amostras foram 

coletadas. 

No entanto, como demonstrado na tabela 7, apenas nove amostras foram positivas tanto no 

isolamento quanto na PCR em tempo real associada ao uso de PMA. Enquanto 17 amostras foram 

positivas na PCR e negativas ao isolamento. Levando em consideração que o objetivo do uso de 

PMA é detectar as células viáveis (possíveis de serem detectadas ao isolamento) e as células VNC 

(não detectáveis ao isolamento), estes resultados demonstram que é possível utilizar esta técnica 

com essa finalidade obtendo sucesso. Todavia, 19 amostras foram positivas no isolamento e não 

houve sua detecção na PCR em tempo real associada ao uso de PMA. Este resultado pode ser 

explicado pela metodologia utilizada para a recuperação de células das carcaças de frango, pois, 

como demonstrado anteriormente, este pode ser um fator que influencie na detecção de 

Campylobacter spp.. Em comparação ao isolamento, a PCR em tempo real associada ao uso de 

PMA demonstrou 32% de sensibilidade e 76% de especificidade. 

6.5 Avaliação das carcaças resfriadas e congeladas 
 

Não foi observada diferença significativa entre as carcaças resfriadas e congeladas quando as 

mesmas foram avaliadas pela metodologia de cultivo e isolamento. Os resultados positivos, para 

o micro-organismo, encontrados pela técnica de isolamento foram inferiores aos resultados 

encontrados na PCR em tempo real. Os métodos de cultura utilizados para isolamento, 

identificação e diferenciação entre as espécies de Campylobacter são demorados e difíceis devido 

à natureza fastidiosa do micro-organismo, porém os resultados encontrados nesta metodologia 
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permitem avaliar a real contaminação por micro-organismos viáveis e VNC. Desta maneira, 

apesar da diminuição na contagem desse agente, é possível verificar a presença de micro-

organismos viáveis mesmo em baixas temperaturas, demonstrando que a refrigeração e o 

congelamento por si só não inativam Campylobacter spp. em carcaças. Para evitar surtos de 

doenças causadas pela contaminação dos alimentos, medidas preventivas adicionais devem ser 

tomadas tanto pela indústria produtora de alimentos quanto pelos consumidores, como o cuidado 

na manipulação desses produtos para evitar a contaminação cruzada. 

A carcaças, congeladas e resfriadas, utilizadas nesse experimento foram independentes, 

provenientes de estabelecimentos e lotes distintos de produção, com isso, somente é possível 

avaliar a contaminação das carcaças (congelada ou resfriada) sem a possibilidade de avaliar o 

efeito do resfriamento ou o congelamento. 

Não foram observadas diferenças na contaminação das carcaças resfriadas e congeladas quando 

as mesmas foram avaliadas pela metodologia da PCR em tempo real. Ao detectar o DNA das 

células, a técnica PCR em tempo real foi considerada adequada para detecção de Campylobacter 

spp. em carcaças de frango submetidas a baixas temperaturas, pois esta metodologia apresentou 

alta sensibilidade e especificidade. Porém, a metodologia detectou micro-organismos viáveis, na 

forma VNC e inviáveis que também foram considerados positivos pela PCR em tempo real. Estes 

resultados concordam com os resultados apresentados por Reis (2015) e por Castro (Comunicação 

pessoal, dados ainda não publicados) que também encontraram uma alta taxa de positividade para 

o micro-organismo em carcaças de frangos de corte e não observaram diferenças entre as carcaças 

resfriadas e congeladas. Estes dois autores, avaliaram carcaças pareadas, ou seja, as carcaças 

resfriadas e congeladas pertenciam ao mesmo lote de produção e foram submetidas às mesmas 

condições de abate, então o esperado é que a quantidade de DNA, proveniente da contaminação 

da bactéria seja semelhante.  

Quando foi utilizada a metodologia de PCR em tempo real com tratamento prévio com o PMA 

foi observado que as carcaças resfriadas apresentaram um maior índice de contaminação quando 

comparadas às carcaças congeladas. Ao submeter uma carcaça de frango ao congelamento 

diversos fatores, incluindo a formação do gelo e a desidratação, levam à injúria do micro-

organismo, além do estresse oxidativo, que pode levar à morte celular e significativa redução na 

sobrevivência de Campylobacter spp. (Park, 2002).  

Como as amostras utilizadas para as determinações por PCR em tempo real tratadas previamente 

ou não com PMA foram preparadas a partir de uma mesma porção de amostra, e considerando 

que o PMA não permite à amplificação de DNA de células mortas, foi possível observar que o 

tratamento pelo congelamento reduz a sobrevivência do micro-organismo Campylobacter spp. 

nas carcaças. 

A redução da prevalência do micro-organismo em amostras congeladas foi demonstrada em um 

estudo realizado no Reino Unido, em que a positividade para Campylobacter spp. reduziu de 56% 

em amostras frescas para 31% em amostras de frango congeladas (EFSA, 2001). 
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6.6 Ocorrência de Campylobacter spp. em carcaças de frango abatidas no estado de 

Minas Gerais 
 

A ocorrência de Campylobacter spp. em carcaças de frango de corte coletadas nos 

estabelecimentos no estado de Minas Gerais encontrada pelo método de PCR em tempo real foi 

considerada muito elevada (84%), demonstrando a alta contaminação das aves pelo micro-

organismo. Também foi encontrada uma alta frequência de amostras positivas quando as mesmas 

foram avaliadas pelas metodologias do isolamento e da PCR em tempo real associada ao uso de 

PMA (28% e 26% respectivamente). Por se tratar de um micro-organismo de importância para a 

saúde pública e considerando que essas duas metodologias detectam apenas células capazes de 

causar a infecção esses resultados podem ser considerados elevados, além disso nota-se uma 

evidente subnotificação no país e pouca informação à população em geral.  

Gomes et al. (2006) ao pesquisarem Campylobacter termofílico em 24 lotes de frangos destinados 

ao abate e oriundos de pequenas propriedades em Pelotas, sul do Brasil, relataram a detecção da 

bactéria em 22 lotes, o que corresponde a uma infecção de 91,7% dos lotes analisados.  

Perdoncini (2012), avaliou a frequência de contaminação de carcaças de frangos de corte por 

Campylobacter spp. em frigoríficos sob inspeção federal no estado do Rio Grande do Sul. Foram 

avaliadas 57 carcaças de frangos que foram coletadas após a etapa de pré-resfriamento e a taxa 

de positividade encontrada foi de 70,2%.  

Brizio et al. (2014) em trabalho realizado em abatedouros, sob inspeção federal, localizados no 

estado do Rio Grande do Sul, encontraram, por método convencional de cultivo, 36,6% de 

carcaças de frango positivas para Campylobacter spp.. 

Os riscos à saúde dos consumidores fazem com que o contínuo monitoramento, assim como a 

adoção de boas práticas de fabricação se tornem medidas essenciais para garantir a qualidade das 

carcaças de frango de corte e consequente segurança dos consumidores. 

7. Conclusões 
 

A análise de carcaças de frango de corte provenientes de abatedouros avícolas do estado de Minas 

Gerais permitiu concluir que a ocorrência de Campylobacter spp. no estado é alta e que a 

viabilidade desse micro-organismo também é alta.  

A comparação entre as metodologias demonstrou que o uso da PCR em Tempo Real pode 

superestimar a presença de Campylobacter spp., em contrapartida, o uso de PMA associada à 

PCR em Tempo Real se mostrou eficaz em detectar a viabilidade desse patógeno.  

Não foi possível avaliar se a temperatura de armazenamento da carne influencia na presença desse 

micro-organismo em decorrência da utilização de amostras não pareadas. No entanto é possível 

afirmar que houve maior detecção de Campylobacter spp. em amostras resfriadas em comparação 

às amostras congeladas e houve maior viabilidade do micro-organismo em carcaças resfriadas. 
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