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RESUMO

As Doencas Transmitidas por Alimentos sdo consideradas um grande problema de salde pablica
mundial e dentre os micro-organismos que podem ser veiculados destacam-se as bactérias do
género Campylobacter spp. que ocorrem com frequéncia em carcacas de frangos de corte. Com
0 objetivo detectar, caracterizar e avaliar a incidéncia de Campylobacter spp. em carcacas de
frango de corte congeladas e resfriadas produzidas no estado de Minas Gerais foram analisadas,
por trés metodologias distintas; cultura e isolamento, PCR em Tempo Real e PCR em Tempo
Real associada ao uso de propidio monoazida (PMA), um intercalante de DNA capaz de penetrar
apenas em células ndo viaveis, impedindo que seu DNA seja amplificado pela técnica da PCR em
tempo real; 100 amostras de carcacas de frangos de corte (40 resfriadas e 60 congeladas) coletadas
de 16 abatedouros avicolas 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 0 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 nimero de carcagas congeladas continha o micro-organismo viavel quando comparado
as carcagas resfriadas. Concluiu-se que a ocorréncia e a viabilidade do micro-organismo
Campylobacter spp. em carcacas de frangos de corte produzidas no estado de Minas Gerais € alta,
e que as metodologias de cultura e isolamento e de PCR em Tempo Real associada ao uso de
PMA séo eficazes em detectar a viabilidade desse patégeno.

Palavras-chave: Carcacas 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. Introdugéo

A producao de carne de frango no Brasil em 2014 superou a marca de 12,5 milhdes 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 € hoje
0 maior exportador de carne de frango do mundo e o terceiro maior produtor, ficando atras apenas
dos EUA e da China. Nestes cenarios, o estado de Minas Gerais ocupou a quinta colocacao entre
0s estados brasileiros, tanto em produgdo quanto em exportacdo de carne de frango, sendo
responsavel por 7,12% da producao nacional e por uma parcela de 4,74% da exportacdo (ABPA,
2015).

A carne de frango apresenta elevado teor de nutrientes, alta atividade de dgua e pH proximo a
neutralidade. Tais fatores fazem com que este alimento se torne um bom substrato para
proliferagdo microbiana, o que potencializa a susceptibilidade a deterioracéo e a possibilidade de
causar doencas aos seres humanos. Alimentos contaminados por agentes bioldgicos sdo relatados
como a maior causa de doengas transmitidas por alimentos (DTA), que possuem mais de 250
micro-organismos identificados como responsaveis por sua ocorréncia. Muitos casos de DTA néo
sdo notificados, pois seus sintomas se assemelham a gripes ou discretas diarreias e vomitos. A
subnotificacdo de episddios de DTA dificulta o conhecimento dos alimentos e dos agentes
biolégicos envolvidos em tais incidentes (Notermans e Verdegaal, 1992; Forsythe, 2000; Moura
Filho et al., 2010).

Dentre os micro-organismos envolvidos em surtos de toxi-infecgdes relacionados a carne de
frango, podem ser citadas espécies do género Campylobacter, uma bactéria Gram negativo,
microaerofilica, responsavel por causar distlrbios reprodutivos em animais domésticos, diarreias
em seres humanos e animais e infeccOes oportunistas em pessoas imuno-comprometidos. Ha
relatos da associacdo de Campylobacter spp. com doengas auto-imunes pos-infecgéo, incluindo,
artrite, sindrome de Guillain-Barré (SGB) e sindrome de Miller Fisher (Butzler, 2004; Gorman e
Adley, 2004; FAO/WHO, 2009).

A infeccdo causada por Campylobacter spp., denominada campilobacteriose, é considerada uma
zoonose por ser uma doenca que tem como reservatorios animais selvagens e domésticos. As
espécies do género Campylobacter spp. sdo comensais da microbiota intestinal de animais
domésticos e silvestres e disseminam-se pelo meio ambiente, contaminando a agua, as pastagens
e as culturas vegetais. As aves, especialmente os frangos de corte, sdo 0s principais reservatorios
naturais de Campylobacter spp. e sua colonizagdo ocorre por vérias fontes, como agua, ragao,
contato com outras espécies de animais e fezes de outras aves ou animais presentes no galpao
(Altekruse et al., 1999; Freitas e Noronha, 2007).

Espécies de Campylobacter termofilicas, com temperatura ideal de crescimento entre 42 e 43°C,
tém sido identificadas como a principal causa de gastroenterite bacteriana em seres humanos em
varios paises. As principais espécies associadas as toxinfecgdes alimentares em humanos sao
Campylobacter jejuni subs. jejuni, C. coli, C. lari e C. upsaliensis (Altekruse et al., 1999; Houng
et al., 2001; Foster et al., 2004).

Orgéos internacionais de satde, como a Organizacio Mundial da Satde (OMS) e a Organizacio
das NacOes Unidas para Alimentagdo e Agricultura (FAO), tém relatado a campilobacteriose
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como a doenca transmitida por alimentos mais reportada no mundo, juntamente com a
salmonelose. Apesar de existirem diferentes veiculos transmissores dessa doenca, 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 sélidos
seletivos. Estes métodos sdo demorados e, apds o isolamento, a confirmacdo requer testes
bioquimicos ou moleculares adicionais para identificacdo do micro-organismo. Além disso,
bactérias do género Campylobacter spp. séo fastidiosas, dificeis de serem cultivadas e, quando
submetidas a situacBes de estresse, como a refrigeracdo e congelamento dos alimentos, podem
assumir uma forma vidvel mas néo cultivavel (VNC), conduzindo a uma possivel reducdo da
sensibilidade da técnica (Reis, 2015). As células VNC representam um perigo potencial a salde
publica, pois um lote de determinado alimento pode ser liberado devido a ndo deteccdo do
patdgeno, apesar da sua presenca, viabilidade e viruléncia (Forsythe, 2000).

Em funcdo das dificuldades relacionadas as técnicas classicas de isolamento e identificacéo de
Campylobacter spp., ensaios de biologia molecular séo utilizados com o objetivo de melhorar a
deteccdo destes micro-organismos em alimentos, além de reduzir o tempo com que a analise é
realizada (Botteldoorn et al., 2008). No entanto, a impossibilidade de distin¢do entre células
viaveis e VNC de bactérias mortas € um limitante da reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

O uso de propidio monoazida (PMA) é uma alternativa para contornar esse limitante da PCR. O
PMA é um tipo de corante derivado do iodeto de propidio com capacidade de se ligar
covalentemente a dupla fita de DNA apos a exposi¢do a luz com determinado comprimento de
onda. Este reagente se liga apenas ao DNA de células mortas ou que apresentem lesGes em sua
membrana e, ao se ligar de forma covalente, impede que o DNA seja amplificado na PCR, o que
possibilita a diferenciacdo entre micro-organismos viaveis e VNC dos ndo viaveis. Dessa forma,
somente o DNA de bactérias potencialmente prejudiciais ao consumidor é detectado (Waring,
1965, Nocker et al., 2006).

A legislagdo brasileira ndo preconiza o controle de Campylobacter spp. nas granjas ou nos
produtos de origem avicola, o que, aliado a subnotificacdo de casos de campilobaceriose, pode
representar um fator de risco para a populagdo de consumidores. Futuramente, as exigéncias
guanto a seguridade dos produtos avicolas devem aumentar e 0 mercado nacional precisa se
antecipar a esta possibilidade buscando aprimoramento das técnicas de deteccéo, identificacéo e
controle deste micro-organismo.

2. Objetivos

Os objetivos deste trabalho foram:

e Obijetivo geral: estimar a ocorréncia de Campylobacter spp. em carcacas de frango de
corte congeladas e resfriadas processadas em abatedouros avicolas do estado de Minas
Gerais, utilizando as metodologias de isolamento, PCR em Tempo Real e PCR em Tempo
Real associada ao uso de propidio monoazida (PMA).
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e Objetivos especificos:

o Awvaliar a ocorréncia do micro-organismo Campylobacter spp. em carcagas 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 detec¢do de Campylobacter spp. em
carcacas de frango e;

o Comparar a ocorréncia e a viabilidade de Campylobacter spp. nas diferentes
temperaturas de armazenamento (resfriamento e congelamento);

3. Revisao de literatura

3.1 O micro-organismo Campylobacter

A familia Campylobacteriaceae abrange 0s géneros Arcobacter, Campylobacter e
Sulforospirillum,. O género Campylobacter possui 32 espécies e 13 subespécies identificadas,
sendo as principais espécies patogénicas para 0 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 género Campylobacter sdo bastonetes Gram negativo em
forma de espiral, virgula, “S” ou asa de gaivota e sio moveis por flagelagdo monopolar ou bipolar
por um unico flagelo (monotriquia). A presenca desse Unico flagelo confere movimentagdo a
bactéria em forma de “saca rolha” ou “vai e vem”. ESSes micro-organismos se caracterizam como
oxidase positivo, ndo hemoliticos, ndo esporulados e ndo crescem em meios com concentracao de
3,5% de NaCl ou a 25°C, além disso sdo microaerdfilos, o que faz com que necessitem de
pequenas quantidades de oxigénio (3-6%) e concentracdo de 2 a 10% de didxido de carbono para
seu desenvolvimento. Os micro-organismos do género Campylobacter possuem dimensdes que
variam entre 0,2 a 0,8 um de largura por 0,5 a 5 um de comprimento. A maior parte das espécies
de Campylobacter cresce a 37 °C, no entanto, as espécies patogénicas para 0s seres humanos
possuem melhor crescimento a 42° C e sdo denominadas termofilicas ou termotolerantes
(Vandame e De Ley, 1991; Humphrey et al., 2007; Quetz, 2009).

Em condigdes adversas de cultivo ou em culturas mais antigas, as células de Campylobacter spp.
podem assumir formas esféricas ou cocoides, sendo consideradas como formas degenerativas que,
no entanto, podem n&o perder seu poder infectante. A transi¢do morfoldgica da forma espiralada
para a forma cocdide ocorre na fase estacionaria do crescimento e, durante esse processo, a
deteccdo 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 esta presente no trato gastrointestinal de grande parte dos dos
animais de sangue quente, como aves, suinos e bovinos. A via alimentar é a principal forma de
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transmissdo para o homem, com o consumo de carne e seus derivados malcozidos e agua
contaminada. A frequéncia de casos de campilobacteriose relacionada a carne de frango esta
ligada ao fato de a temperatura corporal das aves ser mais elevada, em torno de 42°C, o que
favorece o desenvolvimento das espécies patogénicas para os seres humanos (Jay et al., 2005).

Campylobacter é considerado uma bactéria fastidiosa, pois sua multiplicagdo ocorre de forma
lenta e tal caracteristica € associada a um pequeno tamanho de genoma (1600 Kb a 1700 Kb). O
fato de possuir 0 genoma pequeno faz com que bactérias do género Campylobacter apresentem
um namero menor de genes comparados aos outros micro-organismos patogénicos. Isto reflete na
necessidade de um meio complexo para o seu desenvolvimento, o que adicionalmente dificulta a
sobrevivéncia fora do ambiente intestinal dos animais de sangue quente (Vandamme, 2000;
Bhunia, 2008).

3.2 Mecanismos de viruléncia

Existem diversos mecanismos pelos quais Campylobacter spp. causa doenca em seres humanos
e sdo reconhecidos como principais fatores de viruléncia a adeséo e invasdo de células epiteliais
do hospedeiro e a producdo de toxinas. A motilidade é um fator determinante para a colonizagéo,
adesdo e invasao das células intestinais, para tanto, a motilidade bacteriana requer a presenca de
flagelo (Ferrero e Lee, 1988).

A adesdo as células epiteliais € a etapa inicial para que ocorra a infeccao. Elementos estruturais
como o flagelo, algumas proteinas de membrana externa e lipopolissacarideos permitem a
travessia do muco intestinal e adesdo da bactéria a célula epitelial por meio de adesinas presentes
nesses elementos. A combinagdo entre o flagelo, a forma em espiral da célula e 0 movimento em
saca-rolhas sdo responsaveis pela mobilidade do micro-organismo em ambientes viscosos
(Ferrero & Lee, 1988; Jawets et al., 1998; Fernadez, 2008).

A invasdo celular tem importante papel na patogenicidade. Os mecanismos pelos quais o
Campylobacter spp. invade as células epiteliais ainda ndo sdo totalmente definidos. Acredita-se
que microfilamentos de actina e a formacdo de microtubulos seriam responsaveis pela
internalizacdo. Além disso, certas proteinas sintetizadas apds contato com a célula eucariética
poderiam facilitar a internalizacdo da bactéria promovendo a inflamacgdo e a bacteremia. Um
exemplo dessas proteinas é a CiaB (Campylobacter invasion antigens B), que é necessaria para a
invasdo celular por Campylobacter jejuni e é reconhecida pelos receptores celulares do
hospedeiro. A invasdo ocorre por endocitose e se inicia com a sinalizacéo na superficie da célula
hospedeira. Este sinal é reconhecido pelos receptores, presentes na membrana celular associados
as proteinas citoplasmaticas. Estas proteinas formam depressdo na membrana externa, quando 0s
receptores estdo ligados aos micro-organismos, essa depressdo aumenta e transforma em vacuolos
citoplasmaticos. As células epiteliais infectadas apresentam inchaco, perda de microvilosidades e
apoptose prematura devido ao efeito citotoxico do micro-organismo. Posteriormente, o vactolo
formado, migra até a lamina propria e entdo a bactéria é liberada juntamente com o contetdo da
célula epitelial, o que faz com que o processo inflamatdrio seja desencadeado (Konkel et al, 2001,
Guerry, 2007; Levin, 2007; Fernandez, 2008).
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As toxinas tém sido consideradas um dos fatores mais importantes para justificar os efeitos
citopéaticos ocorridos nas enterites, sendo que estas podem ser enterotoxinas e/ou citotoxinas. A
toxina de distensao citoletal (CDT), codificada pelos genes adjacentes cdtA, cdtB e cdtC, foi
caracterizada e detectada em diversas amostras de Campylobacter spp. Esta proteina possui uma
atividade semelhante & DNAse e, dentro da célula, potencializa o blogqueio do ciclo celular,
resultando na degradacdo do DNA. Como resposta a degradacdo, as células do hospedeiro
bloqueiam certas fases na divisao celular, o que leva a distensdo citoplasmatica e morte celular.
celular, resultante da apoptose de células de resposta imune, que pode ocasionar necrose do
epitélio celular e fibroblastos, envolvidos na reparacao das lesGes ocasionadas por patdgenos, 0
gue resulta em lenta cicatrizacdo e manifestacdo dos sintomas da doenca. As enterotoxinas tém a
capacidade de se ligar a um receptor celular, entrar na célula e elevar o AMP ciclico. Os tipos de
enterotoxinas sdo: toxina colera-like (CTL) e a toxina Escherichia coli termo-labil (LT). As
enterotoxinas se ligam ao receptor celular e, apds a ativagdo proteolitica, sdo transportadas para
o interior da célula do hospedeiro onde, entéo, desregulam a adenil ciclase e, como consequéncia,
0s niveis de AMPc e a secrecdo celular aumentam, o que resulta em diarreia aquosa (Wassenaar
etal., 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 reservatorios primarios de Campylobacter spp. podem ser citados pombos,
gaivotas, pardais, patos, perus e, especialmente, o frango de corte. Sabe-se que nas aves, a
colonizacéo é geralmente assintomatica, podendo ser encontrados niveis de 10® a 10° Unidades
Formadoras de Coldnias (UFC)/g de fezes sem sintomas clinicos da doenca. O trato intestinal das
aves possui uma temperatura superior a dos mamiferos, cerca de 42°C, que coincide com a
temperatura 6tima de multiplicagdo de C. jejuni, o que pode explicar a alta incidéncia deste micro-
organismo em frangos. A alta densidade populacional utilizada na criacdo destes animais se
tornou um fator importante para a disseminacdo desse agente entre as aves (Park, 2002; Forsythe,
2002; Keener et al., 2004; Zhang, 2008).

A transmissdo de Campylobacter spp. entre aves ocorre principalmente por via horizontal, por
intermédio de cama do aviario, de moscas, da agua 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 ap6s o inicio da eliminacdo da bactéria no ambiente, devido a alta
transmissdo por via horizontal desse agente entre aves e por estas eliminarem o micro-organismo
por semanas apos a contaminagdo (Shane e Stern, 2003).

As espécies de Campylobacter, principalmente as termofilicas, sdo responsaveis pela ocorréncia
de enteropatias em seres humanos e também sdo uma das principais causas de DTA no mundo. A
infeccdo por este micro-organismo estd associada a ingestdo de alimentos contaminados,
principalmente carne de frango crua, malcozida ou recontaminada ap6s a cocgdo (CDC, 2015;
WHO, 2015).

A doenca provocada por esses micro-organismos é denominada campilobacteriose e tem um
periodo de incubagdo de dois a cinco dias, com ocorréncia de sintomatologia de dois a trés dias,
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podendo perdurar por até dez dias. Os principais sintomas observados sdo febre, diarreia, dores
de cabeca e abdominal, podendo ocorrer também nauseas, vomitos e indisposicao. A diarreia pode
variar de aquosa, moderada e auto limitante a disenteria sanguinolenta, mucoide ou purulenta.
Estes sintomas se assemelham aos sintomas de doencas causadas por diversos outros micro-
organismos patogénicos entéricos. Todavia, 0 que chama a atencdo e € um fator agravante em
toxi-infecgdes 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 criangas, idosos e pessoas com imunossupressdo,
devendo ser considerada um importante problema de saude publica.

As espécies que mais acometem o0s seres humanos sdo C. jejuni subs. jejuni, C. coli e C. lari.
Estima-se que 95% dos casos de campilobacteriose estejam relacionados a infecgdo por C. jejuni.
C. coli é responsavel por 4% e C. lari por cerca de 1% dos casos de campilobactreiose. C.
upsaliensis foi relatado causando infecgdes em humanos, principalmente criangas de paises em
desenvolvimento (EFSA, 2005; Nachamkin, 2008). C. jejuni coloniza o jejuno, o ileo e o célon
causando, em nivel tecidual, uma degeneracdo do epitélio e ulceragdo da mucosa. Os pacientes
podem excretar 0 micro-organismo por duas a trés semanas (FIOCRUZ, 2005).

Apos a infeccdo por Campylobacter spp., a recuperacdo costuma ser rapida. O tratamento, na
maioria das vezes, é sintomatico e, em poucos, casos ha a necessidade do uso de antimicrobianos.
Entretanto, em alguns casos, podem ocorrer complica¢fes e sequelas a longo prazo. Dentre as
complicac@es, citam-se artrite reativa, meningite, osteomielite e alteragdes neurolégicas. Cabe
salientar que as sequelas mais sérias estdo associadas as doencas neuroldgicas, como as sindromes
de Guillain-Barré e de Miller-Fisher. A sindrome de Guillain-Barré afeta o sistema nervoso
periférico e é caracterizada pela desmielinizacdo de neurénios, podendo resultar em paralisia
ascendente, comprometimento respiratorio, muscular e morte. A sindrome de Miller- Fisher é
uma variante da sindrome de Guillain-Barré e é caracterizada por ataxia, arreflexia a
oftalmoplegia (Allos, 1998; Nachamkin 2008, Brasil, 2009).

3.4 Prevaléncia de Campylobacter spp. em carcacas de frango de corte

A principal fonte de infeccdo da campilobacteriose em seres humanos sdo os alimentos. As
estimativas sdo de que 50-70% dos casos tenham origem alimentar e estejam relacionados ao
consumo ou a manipulacéo de carne de frango crua contaminada, sendo que a contaminacao de
carcagcas de frangos em abatedouros é considerada o principal fator de risco para estas infeccdes.
Falhas no processo de evisceracdo, inadequadas condicGes de higiene e manipulacdo sdo pontos
criticos a serem considerados na contaminacdo de carcacas de frango. O controle adequado
durante o processo de abate é importante para reducdo de Campylobacter spp. no produto final
(Altekruse et al., 1999; Carvalho et al, 2002; Shane & Stern, 2003; Rozynek et al., 2005; CDC,
2015).

Herman et al.(2003) pesquisaram as rotas de contaminacéo da carne de frango por Campylobacter
spp.. Os autores encontraram influéncia direta entre o avanco do tempo de criacéo e a quantidade
de lotes de aves positivas, tendo como provavel causa a 4gua de bebida, pois esta & uma importante
fonte de transmissdo de doengas nos aviarios. Em um documento da FAO e OMS (2009), sobre
Salmonella spp. e Campylobacter spp. em carne de frango, foi reportado que a prevencao da

18



entrada de Campylobacter spp. nas granjas avicolas é a medida mais importante no controle dessa
enfermidade.

Além das medidas de prevencdo na cria¢do, a adocdo de praticas que impe¢am a contaminacgéo
da carne de frango durante o abate € imprescindivel. O processo de obtengdo da carne de aves se
divide em duas fases: pré-abate e abate. O manejo pré-abate se inicia ainda na granja quando o
acesso a alimentacdo € retirado das aves, mas 0 acesso a dgua é mantido. Essa préatica tem por
objetivo reduzir o conteldo gastrointestinal para 0 momento do abate e, consequentemente,
minimizar a ocorréncia de extravasamento de conteldo intestinal em casos de ruptura de algas
intestinais, diminuindo a contaminagdo de carcacas, superficies de manipulacdo e demais
utensilios por fezes (Petracci et al., 2010).

As etapas do abate em que h& maior contaminagéo da carcaca de frango por micro-organismos
sdo a escalda, a depenagem, a evisceragéo e o resfriamento. A escalda ocorre ap0s a sangria e tem
por objetivo o amolecimento de foliculos para facilitar a retirada das penas. A temperatura da
agua dos escaldadores € bastante elevada e a legislagdo exige sua renovacao a cada turno de
trabalho de oito horas. Apesar disso este € um ponto importante na disseminacdo de micro-
organismos. A depenagem, por sua vez, propicia a contaminacdo cruzada entre carcacas por meio
dos “dedos” depenadores. Em um estudo relacionando lotes de frangos positivos para
Campylobacter spp. e a contaminacdo das respectivas carcagas, encontrou-se que a agua da
escalda permite a sobrevivéncia dessa bactéria, com a consequente contaminacgéo das penas e isso
estaria relacionado a contaminacao das carcacas apos 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 carcagas com agua
e, posteriormente, o pré-resfriamento, que podera ocorrer por aspersao de agua gelada ou por
imersao, sendo este Gltimo o método mais utilizado no Brasil. A agua de imersdo do tanque de
resfriamento, ou chiller, deve ser potavel, renovada constantemente, deve passar pelas carcacas
em sentido contracorrente com temperatura ndo superior a 4°C e pode ser hiperclorada, com
méaximo de 5 ppm de cloro livre (Brasil, 1998). Apesar de esses fatores terem como objetivo a
reducdo da carga microbiana das carcacas, a dgua do chiller pode permitir a contaminacéo cruzada
entre carcacas de frango.

Talvez, a forma mais importante para o alimento carneo se tornar veiculo de infeccdo da
campilobacteriose, seja a contaminacdo cruzada durante a manipulacdo dos alimentos. Neste
aspecto, a carcaca de frango congelada assume grande importancia, pois a dgua de degelo em
contato com outros alimentos, principalmente os ingeridos in natura, poderia explicar a origem
dos frequentes casos de infeccdo humana (Skirrow, 1991; Scarcelli & Piatti, 2002).

Dias et al. (1990) realizaram um estudo em Belo Horizonte (MG) em que foram analisadas 100
carcagas de frango prontas para a comercializagdo quanto a presenca de C. jejuni. Destas carcacas,
50 eram provenientes de abatedouros sob inspecdo federal e 50 de abatedouros sem inspecao
federal. Apds isolamento, identificacdo por testes bioquimicos e eletroforese em gel de
poliacrilamida, foram encontrados 38% de amostras positivas nos estabelecimentos sem inspecéo
federal e 2% de amostras positivas nos estabelecimentos sob inspecéao federal.
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Além dos pontos mencionados, requisitos basicos de Boas Praticas de Manipulacdo devem ser
obedecidos no que diz respeito as instalagdes e saneamento do estabelecimento, higiene dos
funcionérios, higiene na elaboragéo dos alimentos e cuidados no armazenamento e transporte de
matérias primas e produtos acabados (BRASIL, 1997). Outros programas de autocontrole como
Anélise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) devem também ser implantados na
industria visando garantir a produgdo de uma carne de alto padréo de qualidade e sanidade.

Aquino et al. (2002) analisaram 68 amostras de carcagas de frango de corte pos abate entre 0s
anos de 1998 e 2000 no estado do Rio de Janeiro para a presenca de C. jejuni e C. coli, utilizando
a metodologia dependente de cultivo e posterior caracteriza¢do por testes bioquimicos. 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
Austria e isolaram Campylobacter spp. em 39,4% das amostras analisadas. Parisi et al. (2007),
em pesquisa realizada na Italia, avaliaram 30 amostras de carne de frango do varejo e detectaram
Campylobacter em 76% amostras.

Franchin et al. (2007) analisaram a frequéncia de Campylobacter spp. em carcacas de frangos de
corte durante o processamento em um matadouro no Sul do Brasil, utilizando a metodologia
dependente de cultivo. As amostras foram coletadas apds a depena, a evisceracdo, apos o chiller
e apds o congelamento. Em cada um desses pontos foram coletadas 72 amostras. Além disso,
amostras foram obtidas a partir da dgua do tanque resfriador (n=23) e a partir da superficie de
equipamentos em contato direto com o frango (n=24). Ao todo, foram analisadas 335 amostras e
71% foram positivas para Campylobacter spp.. A Frequéncia do micro-organismo foi de 68% nas
amostras apos a depena, 69,4% apos a evisceracdo, 84,7% apos a refrigeracdo e 63,9% apds o
congelamento. Nas amostras de agua do tanque refrigerador foram encontradas 91,3% de
amostras positivas para Campylobacter spp. e 50% de amostras positivas para a superficie dos
equipamentos.

Kuana et al. (2008), em Porto Alegre (RS), avaliaram a presenga de Campylobacter spp. em 96
carcacas de frango coletadas em um abatedouro antes da imersdo no chiller e encontraram uma
alta incidéncia do micro-organismo, pois 97,9% das amostras eram positivas.

Ao avaliarem a ocorréncia de Campylobacter spp. termotolerante nos dois principais frigorificos
de aves do Chile, Figueroa et al. (2009) concluiram que o resfriamento possuia um efeito limitado
sobre a redugdo da contaminacdo de carcagas de frango. Os autores atribuiram esse resultado
devido a provavel contaminacdo inicial das carcacas, o que prejudicaria todo 0 processo até o seu
fim.

Azeredo et al. (2010) avaliaram a ocorréncia de Campylobacter spp. em 70 carcacas de frangos
de corte provenientes de um frigorifico com Servico de Inspecdo Estadual de Minas Gerais
(Instituto Mineiro de Agropecuaria — IMA). Os autores, que realizaram suabe da pele de carcagas
de frango coletadas ap0s o resfriamento durante a etapa de gotejamento, relataram uma ocorréncia
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 contaminacgéo de
carcacas de frangos de corte por Campylobacter spp. antes de entrar no processo de pré-
resfriamento (pré-“chiller”) e apdés a saida deste (pds-“chiller”). Neste estudo, 0S autores
encontraram 56,0% de amostras positivas no pré-“chiller” e 44,0% no pos-“chiller”,
demonstrando uma redugdo na contagem de Campylobacter spp ap6s o pré-resfriamento.

Silva (2013), utilizando a metodologia dependente de cultivo, pesquisou a presenca de C. jejuni
e C. coli em 105 carcacas resfriadas de frango, comercializadas no Distrito Federal. Do total de
carcagas 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 presenga de Campylobacter spp., pela metodologia
imunoenzimatica, em 240 carcacas de frangos de corte abatidos no estado de Minas Gerais e
encontrou uma baixa incidéncia desse micro-organismo, 2,08% das amostras eram positivas.

Reis (2015) pesquisou a presenca de C. jejuni e C. coli em carcagas de frango resfriadas e
congeladas, coletadas de um abatedouro em Minas Gerais. Pelo método de PCR em Tempo Real,
foi encontrada uma frequéncia total de 52,32% do micro-organismo, sendo considerada alta e de
importancia para a saude publica.

3.5 Efeitos do resfriamento e congelamento na viabilidade do micro-organismo
Campylobacter spp. em carcacas de frangos

Carne refrigerada é definida como aquela armazenada em temperaturas entre 0 e 4°C. O prazo de
validade comercial das carnes resfriadas varia em funcao das condigdes técnicas de sua obtengéo
e das temperaturas em que sdo mantidas. Ja as carnes congeladas sdo aquelas mantidas em
temperaturas abaixo do seu ponto de congelamento (-1,5°C). O congelamento é a forma de
conservacdo, 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 4gua, inicia seu congelamento a
temperaturas inferiores a -1,5°C. A -5°C, aproximadamente 75% da agua 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
agua total encontra-se ligada as proteinas, o que impede o seu congelamento, ainda que a
temperaturas muito baixas (Pardi et al., 1995).

Micro-organismos termdfilos e alguns mesofilos tém seu crescimento diminuido a partir da
reducdo da temperatura do ambiente. O resfriamento de um alimento abaixo do seu ponto de
congelamento faz com que parte da adgua que o alimento contém mude de estado, formando
cristais de gelo. A imobilizacdo da agua na forma de gelo e 0 aumento na concentragéo de solutos
reduzem a atividade de agua diminuindo a possibilidade de crescimento microbiano. Com isso, a
refrigeracdo e o congelamento sdo intervengfes 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 sobrevivéncia de C. jejuni ainda ndo foi bem
elucidado. Alguns estudos confirmam uma reducéo significativa na porcentagem de carcagas
positivas para C. jejuni apos o congelamento. Diversos fatores, incluindo a formacéo do gelo e a
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desidratacdo, levam a injdria do micro-organismo, além do estresse oxidativo, que pode levar a
morte da célula, reduzindo significativamente sua sobrevivéncia no alimento (Stern et al., 1984;
Park, 2002; Alter et al., 2005).

A reducéo da prevaléncia 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 comparacao a 31% de positividade em amostras de frango
congeladas (FSA, 2001).

Bhaduri e Cottrell (2004) avaliaram os efeitos da refrigeracdo a 4°C, do congelamento a -20°C e
uma combinacao dos dois métodos de conservacao na sobrevivéncia de Campylobacter jejuni em
carcacas e em pele de frango. As amostras refrigeradas foram armazenadas durante um periodo
total de sete dias, com avaliacOes feitas nos dias 1, 3 e 7. As amostras congeladas foram
armazenadas durante um periodo total de 14 dias, com avaliagdes feitas nos dias 1, 3, 7 e 14. Para
as amostras em que houve a combinacao dos dois métodos de conservacao, foi realizado um pré-
resfriamento durante um periodo de sete dias com posterior congelamento em um periodo de mais
14 dias. Em amostras de carcacas de frango somente resfriadas, houve redugdo na contagem de
células de 0,34 a 0,81 logio UFC/g e em amostras de pele de frango a reducdo na contagem de
células de C. jejuni foi de 0,31 a 0,63 logioc UFC/g. Quando foi utilizado o método de
congelamento isoladamente e associado a pré-refrigeracdo promoveu uma redugdo na contagem
de células de 0,56 a 1,57 logio UFC/g em carcacgas de frango e de 1,38 a 3,39 logio UFC/g em
amostras de pele de frango, durante um periodo de duas semanas. Este estudo demonstrou que,
individualmente ou em combinacdo, refrigeragdo e congelamento ndo sdo um substituto para o
manuseio seguro e cozimento adequado de carcagas de frango e que ndo ha diferenca significativa
entre amostras frescas e congeladas.

Nierop et al. (2005) investigaram a presenca de Campylobacter spp. em 99 carcacas de frango
frescos e congelados, provenientes de diferentes tipos de comércio em Gauteng na Africa do Sul.
Utilizando métodos dependentes de cultivo, 32,3% das amostras estavam contaminadas com
Campylobacter spp. Ndo houve diferenca significativa (p>0,1) na contaminacdo entre amostras
refrigeradas ou congeladas, ou entre amostras coletadas em agougues ou supermercados ou
adquiridas de vendedores ambulantes. No entanto, significativamente (p<0,1), mais carcagas
refrigeradas provenientes de supermercados estavam contaminadas com Campylobacter spp.

Georgsson et al. (2006) avaliaram a influéncia do congelamento e do tempo de estocagem na
incidéncia de Campylobacter em carne de frango. Esses autores analisaram 90 carcagas
provenientes de lotes positivos para Campylobacter. Do total de amostras, dez foram compostas
por carcacas frescas que foram armazenadas a temperatura de 2-4°C e analisadas em até 24 horas
pos abate e as 80 amostras restantes foram congeladas e mantidas a temperatura de -20°C durante
0 periodo experimental. As amostras congeladas foram distribuidas em quatro grupos
experimentais, de acordo com o periodo de armazenamento, contendo 20 carcagas cada. Apos 0s
periodos de armazenamento de 31, 73, 122 e 220 dias, cada grupo foi dividido em dois grupos de
dez carcacgas cada. Amostras de um grupo foram descongeladas a temperatura de 7°C durante 20
horas e do outro grupo a 22°C durante 16 horas antes das anélises. O congelamento seguido de
armazenagem a -20°C por 3, 73, 122 e 220 dias causou reducdes significativas (P<0,05) na
contagem de Campylobacter em comparacao as contagens observadas no produto fresco, a Gnica
excecdo foi observada em frangos descongelados a 7°C ap6s 31 dias de estocagem. Com uma
armazenagem prolongada, a reducdo 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 carcacgas
descongeladas a 7°C foram menores que aquelas descongeladas a 22°C (P<0,05). Apos 73 dias
de armazenamento, as contagens de Campylobacter se estabilizaram e ndo houve reducéo
significativa até 220 dias de armazenamento. Os autores concluiram que para o controle de
Campylobacter sdo necessarias medidas preventivas desde a granja até a mesa do consumidor e
0 congelamento, por ter beneficiado a reducdo da carga deste microrganismo, pode ser uma destas
medidas.

3.6 Epidemiologia

Uma analise epidemiologica dos surtos de doengas transmitidas por alimentos foi realizada no
Brasil no periodo de 2000 a 2011. Nesta analise Campylobacter spp. foi considerado pouco
frequente, pois seu relato ocorreu em apenas trés surtos durante o periodo estudado (Dados...,
2011). Todavia estes dados podem ter sido subestimados devido a dificuldade de diagndstico da
doenca, técnicas dependentes de cultivo para isolamento bactérias microaerofilas que ndo sdo
utilizadas rotineiramente e por desconsiderar casos isolados. As caracteristicas do micro-
organismo, a dificuldade de acompanhamento dos casos pela satde publica e a dificuldade de
diagnostico pelos laboratérios também podem ser algumas das razdes por tras da inesperada baixa
incidéncia de surtos (Wall et al., 1996; Little et al., 2010)

Mazick et al. (2006) relataram um grande surto de campilobacteriose, ocorrido em maio de 2005
na cidade de Copenhagem. Neste surto, 247 funcionarios de uma empresa comeram na cantina e
79 destes apresentaram sintomas da doenca. Os autores observaram que o surto estava relacionado
ao consumo de uma salada a base de carne de frango.

Em junho de 2007 ocorreu um surto associado a Campylobacter jejuni no Canada. O surto afetou
mais de 200 dos 785 participantes de uma corrida no estado de British Columbia. A provavel
causa do surto foi a ingestdo de dgua 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 infeccdo por Campylobacter spp. Das 11 pessoas com sintomas
caracteristicos de campilobacteriose, apenas quatro forneceram amostras de fezes e tiveram a
confirmagdo laboratorial da doenca. Agentes de vigilancia epidemioldgica detectaram o micro-
organismo no parfait de figado de frango (Farmer et al., 2012).

Calciati et al. (2012) descreveram um surto de campilobacteriose ocorrido na cidade de Barcelona,
Espanha, em 2010. Na ocasido, 75 criancas desenvolveram a doencga. Foram coletadas amostras
de fezes destas criancas e 64,4% eram positivas para C. jejuni. Amostras de agua, frango assado
e salada russa testaram negativas para 0s micro-organismos pesquisados. Porém, os alimentos
suspeitos foram mantidos congelados, o que pode explicar a dificuldade no isolamento, pois C.
jejuni é considerado sensivel a baixas temperaturas. Autoridades de vigilancia epidemiolégica
detectaram deficiéncias na cozinha da escola e no processo de manipulacéo de alimentos, como
a utilizacdo de mesma superficie para manipulacéo de alimentos crus e cozidos, o que eleva o
risco de ocorréncia de contaminacéo cruzada.
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Em outubro de 2012, o Departamento de Salde de Vermont (VDH), nos Estados Unidos,
identificou trés casos de infeccdo por C. jejuni confirmados laboratorialmente. Em outra
notificacdo a rede nacional de subtipagem molecular de vigilancia de doencas transmitidas por
alimentos identificou trés casos semelhantes em New Hampshire, Nova York e que tinham sido
relatados nos ultimos seis meses. Apds investigacdes, 0 VDH descobriu que todos os seis
pacientes consumiram figados de galinha crus ou levemente cozidos, que foram produzidos no
mesmo estabelecimento avicola em Vermont. Em resposta, o estabelecimento voluntariamente
cessou a venda de figados de frango e uma avaliagdo de seguranca alimentar, realizada pelo
Departamento de Agricultura da Seguranca Alimentar e Servico de Inspecdo (USDA-FSIS) dos
Estados Unidos, ndo encontrou violagdes importantes no estabelecimento. Este foi o primeiro
surto de campilobacteriose relatado em multiplos estados associado a figado de galinha nos
Estados Unidos (Tompkins et al., 2013).

Em janeiro de 2014, o Departamento de Salde de Ohio, Estados Unidos notificou a Divisdo de
Saude Publica de Oregon (OPHD) pela ocorréncia de campilobacteriose em dois residentes de
Ohio que haviam voltado de viagem do Oregon. Os viajantes relataram o consumo de paté de
figado de frango em um restaurante deste estado. Ainda no més de janeiro, a OPHD recebeu
relatérios adicionais de campilobacteriose em duas pessoas que tinham consumido paté de figado
de galinha em outro restaurante do Oregon. Campylobacter jejuni foi isolado em culturas de
amostras de fezes de trés pacientes. Ambos os restaurantes relataram o uso de figados de frango
malcozidos para preparacao do paté e uma investigacdo revelou que os figados foram comprados
a partir do mesmo estabelecimento no estado de Washington EUA (Scott et al., 2015).

Estima-se que, a cada ano, 48 milhGes de pessoas ficam doentes por causas alimentares.
Aproximadamente 128 mil sdo internadas com suspeitas de toxi-infec¢do e trés mil morrem em
decorréncia do consumo de alimentos contaminados no mundo. A importancia da
campilobacteriose no mundo vem sendo pesquisada e relatada por diversos 6rgaos internacionais
de saude. No relatério anual de surtos de doencas alimenticias do Centro de Controle de Doencas
dos Estados Unidos (CDC) o nimero de surtos causados por Campylobacter aumentou de 25, em
2010, para 30, em 2011, e 37 em 2012 (CDC, 2014). Em monitoramento realizado pela
Autoridade Europeia de Seguranga Alimentar (EFSA) e pelo Centro Europeu de Controle e
Prevencdo de Doengas (ECDC), verificou-se que a campilobacteriose foi a zoonose mais
reportada nos paises europeus no ano de 2013 (EFSA e ECDC, 2015), superando os casos de
salmonelose.

3.6 Métodos para deteccdo e identificacdo de Campylobacter spp.

A importancia de Campylobacter spp. como causador de doengas transmitidas por alimentos é
crescente e simultaneamente crescem os esforcos laboratoriais para deteccdo deste patogeno.
Diversos métodos de coleta e isolamento foram desenvolvidos com o objetivo de obter melhores
resultados em sua deteccdo bacterioldgica. O nimero de micro-organismos presentes em
alimentos é um dos fatores que exercem grande influéncia na deteccdo e no isolamento de
patégenos. Quando um alimento estd contaminado com bactérias patogénicas, elas
frequentemente estdo em nimeros baixos, com distribui¢do heterogénea e a competitividade com
outras espécies ndo patogénicas é alta. Isso implica na necessidade da analise de um grande
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numero 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 género Campylobacter sdo de natureza fastidiosa o que faz com que
crescam mais lentamente que outros enteropatdgenos. Os métodos utilizados para seu isolamento
podem variar, mas normalmente requerem condicdes especiais de cultivo (Oyofo et. al., 1992). A
dificuldade em isolar micro-organismos termotolerantes do género Campylobacter pode advir de
varios fatores como alta exigéncia de nutrientes, temperatura de crescimento elevada (41°C a
43°C), em oposicao as baixas temperaturas utilizadas na conservagédo de alimentos, sensibilidade
ao oxigénio, baixa competitividade em relacdo a outros micro-organismos, quantidade baixa de
células ou predominio de células injuriadas na amostra analisada. Fatores estressantes podem
fazer com que Campylobacter spp. assuma a forma VNC, que néo € cultivavel, mas ainda assim
infectante para os seres humanos e perigo para a saude publica (Nachamkin, 2007).

Usualmente o isolamento de Campylobacter spp. é realizado utilizando-se meios de
enriquecimento seletivo e plaqueamento em &gares seletivos. Porém, outros métodos como
filtracdo e enriquecimento em meio semi-solido estdo descritos na literatura (Knill et al, 1982;
Jeffrey et al, 2000). Os antimicrobianos utilizados com maior frequéncia na preparacao dos meios
de cultura para Campylobacter spp. sdo Trimetropim, Polimixina, Colistina, Vancomicina,
Rifampicina, Cicloheximida, Anfotericina, Cefalotina, Cefoperazona, Cefazolina, Novobiocina e
Bacitracina. A escolha dos antimicrobianos é realizada com base na resisténcia das amostras
bacterianas do género a esses compostos e na inibicdo do crescimento de organismos
competidores (Corry et al, 1995).

Line (2001) avaliou diferentes formulacGes de antimicrobianos para a recuperacdo de
Campylobacter spp. e os melhores resultados foram obtidos com a combinagéo de cefoperazona,
cicloheximida, vancomicina, trimetoprim e polimixina B. Esse mesmo autor também comprovou
que a adi¢do de 200 mg/L de cloreto de trifeniltetrazolio (TTC) facilita a visualiza¢do e contagem
das coldnias.

A utilizagdo de uma fase de pré-enriquecimento com incubagdo a 37°C por quatro horas permite
a recuperacdo das células de Campylobacter spp. injuriadas pela desidratagdo, aquecimento, falta
de nutrientes, congelamento ou exposi¢do a radicais de oxigénio. Portanto, a incubacdo a 37 °C
por quatro horas é recomendada antes da incubacao a 42°C por mais 20 a 44h. Ultrapassar quatro
horas de pré-enriquecimento pode favorecer a multiplicagdo da microbiota contaminante
(Donnison, 2003)

A utilizacio 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 inclusdo de agentes que reduzem o efeito toxico de compostos derivados do
oxigénio, como suplemento sulfato férrico, meta bisulfito de sddio e piruvato de sodio)
(suplemento FBP), sangue, haemin e carvao 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
recuperacdo 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 adicdo 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 producdo. Neste estudo, foi encontrada maior taxa de
isolamento dessas bactérias a partir das amostras submetidas previamente ao enriguecimento em
caldo Preston em relagdo ao plagueamento direto em agar Skirrow ou agar 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 comparacao ao caldo Preston (64%) na analise de 461 amostras de carnes bovina,
suina e de frango.

Os meios s6lidos mais comumente utilizados para cultivo do micro-organismo sdo Skirrow,
Campy-Cefex, Butzler, Preston e Exeter. Estes contém sangue desfibrinado de cavalo ou carneiro
na proporgédo de 5% a 15%, porém o sangue é um suplemento considerado como ndo seletivo.
Ainda sdo utilizados também os meios modified Charcoal Cefoperazone Deoxycholate Agar
(mCCDA) e Karmali que ndo contém sangue, mas sim carvao ativado (Bolton et al, 1984, Corry
etal., 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 contaminag&o e o alto custo
do sangue. Este meio contém, como suplemento, uma mistura de carvao ativado, sulfato ferroso
e sodio piruvato que tém a finalidade de aumentar a aerotolerancia das espécies de Campylobacter
spp. Inicialmente, o antimicrobiano de escolha como suplemento para este meio foi a Cefazolina,
no entanto 0 mesmo foi substituido, mais tarde, pela Cefoperazona por aumentar a seletividade.
Outro componente de suplementacdo 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., hda uma grande
dificuldade na execugdo dessas técnicas em alimentos. A presen¢a de baixa quantidade de
bactérias do género, associada a alta carga de competidores e ao elevado estresse a que esses
micro-organismos sdo submetidos, pode fazer com que o isolamento pelas metodologias
convencionais seja muito reduzido (Borck et al, 2002).

Para padronizar a técnica de deteccdo e contagem de Campylobacter spp. a “International
Organization for Standardization”” (1ISO) divulgou as especificacdes técnicas 10272-1/2006 para
deteccdo e 10272-2/2006 para enumeracdo de colbnias de Campylobacter spp.. Estas
especificagdes preconizam o enriquecimento seletivo da amostra diluida em caldo Bolton
suplementado com sangue equino. Essa etapa ocorre a 37°C por 4h a 6h, para que haja a
recuperacao das células injuriadas, e posteriormente a 41,5°C durante 40h a 48h (ISO 10272,
2006). Segundo Gongalves e Franco (2002) e Paulsen et al. (2005), o caldo Bolton pode ser usado
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€Om sucesso sem sangue e contém em sua composicao sulfato ferroso, metabissulfito de sodio e
piruvato de sodio. Estes compostos suplementares aumentam a tolerancia de Campylobacter spp.
ao oxigénio extinguindo anions superoxidos e peréxido de hidrogénio que ocorrem
espontaneamente no meio de cultura.

Segundo a metodologia ISO, apo6s a fase inicial de enriquecimento em caldo Bolton, uma algada
do caldo incubado é estriado em mCCDA e em outro meio sdlido seletivo (Agar Skirrow,
Karmali, Preston) e ambos sdo incubados. As colbnias consideradas tipicas sdo repicadas em agar
Columbia com sangue desfibrinado de ovino para posterior confirmagdo por microscopia, testes
bioquimicos e de crescimento. As coldnias de Campylobacter spp. consideradas tipicas
normalmente sdo pequenas, redondas, brilhantes e com tendéncia a se espalharem (1SO, 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
visualiza¢do do micro-organismo por conter agentes cromogénicos que permitem o crescimento
de col6nias vermelho-alaranjado. Essa facilidade na deteccdo de colbnias tipicas de
Campylobacter spp. por meio do CFA, ao invés de mCCDA, foi reportada por Pacholewicz et al.
(2013) na avaliagdo da contaminacao de carcacas de frango. Também Habib et al. (2011), em um
estudo em que foram comparados diferentes tipos de agares no isolamento de Campylobacter
spp., obtiveram maior contagem de micro-organismos no plaguemento direto a partir do CFA, em
comparagéo aos agares mCCDA e Brilliance Campy Count Agar®.

3.6.2 Metodologia Molecular

A técnica da reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) se tornou muito difundida e bastante utilizada
para o diagnostico laboratorial de Campylobacter spp., principalmente pelas vantagens da alta
sensibilidade e especificidade, além da facilidade de sua execucdo. Nesta técnica, sequéncias
predeterminadas de DNA podem ser amplificadas em milhdes de copias pelo uso de dois
fragmentos especificos, e complementares, de DNA denominados iniciadores ou primers
(Koneman et al., 2001; Butzler, 2004).

A metodologia de PCR se baseia na amplificacdo de sequéncias de DNA ou de RNA especificas
que, a partir de uma quantidade de material amplificado, fica disponivel para alcancar o limiar de
detecc¢do. Os iniciadores sdo sequéncias do processo de sintese e correspondem a curtas cadeias
de nucleotideos complementares a regido inicial (primer forward) e regido final (primer reverse)
da sequéncia que se deseja amplificar, chamada sequéncia alvo. A reacdo ocorre em trés etapas,
a primeira, chamada de desnaturacdo (melting), consiste na separa¢édo da dupla fita do DNA a ser
amplificado, a segunda, chamada de anelamento (annealing), que ocorre quando o iniciador se
liga a0 DNA a ser amplificado, e a terceira, conhecida como extenséo (extension), ocorre quando
h& a sintese da nova fita de DNA. Ao final dos ciclos, sdo obtidas milhGes de copias de DNA
alvo, que poderdo 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 identificacdo e diferenciacdo 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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a técnica de PCR, foram realizados testes bioguimicos convencionais. Como resultado, foi obtida
concordancia 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 concentracdes que variaram de 102 a 107 bactérias/mL com o
objetivo de comparar uma técnica de PCR desenvolvida para a identificacdo C. coli e C. jejuni
com métodos bioquimicos convencionais. Foi possivel identificar 47 amostras de C. coli e 88
amostras de C. jejuni, com uma concordancia 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 concentracdo de
10° células/mL de fezes.

Villardo et al. (2006) também realizaram um trabalho com o objetivo de comparar o0s testes
bioquimicos 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
concordancia dos resultados nas duas metodologias. Com o uso da PCR, foi possivel a
identificacdo de 64 amostras de C. jejuni e 103 de C. coli.

Alves et al. (2011) avaliaram, pela técnica de PCR, a presenca de Campylobacter spp. em 96
amostras de diferentes partes de aves coletadas em um frigorifico da regido sul do Brasil. Do total
de amostras, 32 eram de suabe de cloaca coletadas das aves durante a pendura, 33 amostras eram
de conteido do ceco coletado ap6s o abate das aves e 31 amostras eram carcacas inteiras coletadas
apos o gotejamento. Os autores encontraram 0 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 contetdo cecal e todas as amostras de carcagas de frango.

Perdoncini (2012) avaliou 57 carcagas de frangos de corte apos o pré-resfriamento no chiller,
utilizando a metodologia tradicional para deteccdo e isolamento de Campylobacter spp. e a
técnica de PCR para identificacdo de C. jejuni e C. coli. O autor encontrou 0 micro-organismo
em 70,2% das carcagas 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 Parand e avaliaram a presenca de Campylobacter spp.. Foi utilizada a
metodologia de cultivo tradicional para detec¢do e a PCR para a confirmacdo do género. 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 reagdo de PCR em Tempo Real possui capacidade para medir os produtos de
amplificacdo de PCR em estagios iniciais da reacdo a medida que sdo acumulados em um modo
de "Tempo Real de detec¢do”, medindo assim a quantidade de produto de PCR enquanto a reacéo
ainda esté 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
deteccdo e quantificagdo dos produtos amplificados por fluorescéncia. Esta metodologia permite
a utilizacdo de uma etapa Unica para a realizacdo dos processos de amplificacdo, deteccdo e
quantificacdo do DNA, o que confere agilidade para a obtencdo de resultados e diminui o risco
de contaminacdo da amostra. Na PCR em Tempo Real, os valores sdo determinados durante a
fase exponencial da reagédo, com monitoramento a cada ciclo da reagéo e quando uma determinada
quantidade de fluorescéncia é emitida e associada a amplificacdo do alvo. A intensidade de sinal
emitido é proporcional a quantidade de DNA alvo amplificado e aumenta exponencialmente a
cada ciclo de amplificacdo. O ponto que detecta o ciclo na qual a reagéo atinge o limiar da fase
exponencial é denominado de Cycle Threshold (Ct) e é este ponto que indica a presenca do gene
alvo e pode-se, a partir desse ponto, por comparacdo a um padrdo ou curva relativa, avaliar a
quantidade de material inicialmente presente no alvo de estudo. Para essa quantificacdo é
necessario criar uma curva padrdo com quantidades pré-estabelecidas do acido nucléico. Os
valores obtidos pela PCR em Tempo Real das amostras desconhecidas devem ser comparados aos
valores obtidos no padrdo (Marcelino, 2006; Invitrogen, 2008).

Existem dois sistemas de detec¢do mais utilizados para gerar a fluorescéncia na PCR em
Tempo Real: 0 SYBR Green e a sonda especifica. SYBR Green sdo fluorocromos que se ligam a
fita dupla de DNA e emitem fluorescéncia, este sistema detecta produtos inespecificos. A sonda
especifica é composta por oligonucleotideos marcados com fluoréforos altamente especificos ao
produto da PCR de interesse. Este sistema ndo detecta produtos inespecificos (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 fluorescéncia do
reporter. Durante a extensdo, a DNA polimerase separa 0 quencher do reporter, levando ao
aumento da intensidade da fluorescéncia. Para que isso ocorra, é necessario um termociclador
acoplado a um sistema 6tico para a excitacdo e captura da fluorescéncia emitida na reacdo
(Castelani e Duarte, 2011), além de um software que interpreta o espectro gerado, realizando
assim a quantificagdo do DNA (Bustin, 2000; Bustin, 2002; Casaril 2010).

Sails et al. (2003) desenvolveram um ensaio para quantificar C. jejuni em alimentos apds
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, miudos 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 concordéncia de 86,6%
entre os resultados. O tempo de analise das amostras enriquecidas avaliadas pela PCR em Tempo
Real foi de aproximadamente 3h, enquanto que para o isolamento foi de 48h. Os autores
concluiram que a PCR em Tempo Real pode reduzir significantemente o tempo gasto na detec¢do
de C. jejuni em amostras de alimentos, ajudando na determinacdo dos pontos de contaminacao
pelo micro-organismo e na reducéo e eliminacdo de risco ao consumidor.

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

Com o objetivo de comparar o isolamento tradicional de C. jejuni a PCR em Tempo Real
ambos com e sem enriquecimento seletivo, Rantsiou et al. (2010) avaliaram 48 amostras de frango
provenientes de supermercados da regido noroeste da Italia. A deteccdo de C. jejuni foi superior
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pela metodologia da PCR em relacdo ao método tradicional independente do enriquecimento.
Sem a etapa do enriquecimento, a PCR gerou 87% de positividade, enquanto que ap6s o
enriquecimento das amostras foi verificado apenas 27% de amostras positivas. Segundos 0s
autores, a reducdo do numero de amostras positivas ap0s a incubacdo poderia ser atribuida a
presenca, nas amostras nao enriquecidas, de células mortas ou injuriadas, incapazes de crescer no
meio seletivo utilizado no experimento.

Reis (2015) avaliou trés métodos de deteccdo de Campylobacter spp. (VIDAS 30, PCR
E PCR em Tempo Real) na pesquisa da incidéncia do micro-organismo em carcagas 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 viaveis na
quantificagdo do micro-organismo na amostra. Isso porque a utilizagdo da PCR em Tempo Real
ou até mesmo a PCR permite a detec¢do de DNA de células viaveis ou VNC, que causariam danos
ao consumidor, e também de células mortas, que ndo representariam qualquer perigo a saude
publica.

3.6.2.1.1Uso de intercalantes de DNA

Diante de todas as dificuldades para deteccdo de Campylobacter spp. em alimentos, a utilizacéo
de PCR em Tempo Real tem gerado melhores resultados em comparacéo a outras metodologias.
No entanto, como limitante, essa técnica é incapaz de diferenciar células viaveis de células mortas
e VNC (Rudi, et al. 2005). Por esse motivo, o desenvolvimento de técnicas que facam a distingdo
de células vidveis foram descritos na literatura e incluem submissdo da amostra a diferentes
gradientes de concentracdo, para separacao de células viaveis e VNC das células mortas, e
posterior analise por PCR em Tempo Real (Wolffs et al., 2005); detec¢do do RNA mensageiro do
micro-organismo (Sails et al., 2003; Sung et al., 2004) e tratamento de amostras com intercalantes
de DNA como o etidio monoazida (EMA) ou propidio monoazida (PMA), antes da realizacdo da
PCR em Tempo Real (Nogva et al., 2003; Rudi et al., 2005; Nocker et al. 2006; Josefsen et al.
2010; Luo et al., 2010).

O EMA é um derivado do brometo de etidio, uma droga utilizada no tratamento da
tripanossomiase, enquanto o PMA é um composto idéntico ao iodeto de propidio exceto pela
presenca de um grupo azida. A utilizacdo 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 exposicdo a luz com determinado
comprimento de onda faz com que acontega uma ligagdo covalente entre estes compostos e o
DNA de células mortas (Figura 1), com isso, esse material ndo é amplificado na PCR. Ao final
do processo, espera-se que apenas células viaveis sejam amplificadas e detectadas (Waring, 1965,
Nocker et al., 2006).
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O PMA penetra na célula morta,
se liga ao DNA e impede sua
amplificacdo pela PCR

Célula com
W injurias/morta
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T, ’ PCR em
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Figura 1: Principio da modificagdo causada pelo PMA na deteccdo de células bacterianas viaveis por PCR em Tempo Real. (Fonte:
Product information, Biotium)

Com o objetivo de inibir a amplificacdo do DNA de amostras inativadas de Escherichia coli
0157:H7, Listeria monocytogenes e Salmonella spp., Nogva et al. (2003) utilizaram EMA como
tratamento anterior a 5’-nuclease PCR. Os autores puderam observar que a técnica foi capaz de
diferenciar células viaveis e ndo viaveis, ao contrério do método utilizado como comparagdo
(LIVE/DEAD® BacLight ™ Bacterial Viability Kit).

Rudi et al. (2005) inocularam bactérias vivas e inativadas pelo calor na superficie da coxa e peito
de frangos para avaliar a utilizacdo do EMA e a técnica da PCR em Tempo Real na diferenciagéo
de células vivas e mortas de C. jejuni. Apds a inoculagdo, foram coletadas amostras de suabe da
superficie do frango e a partir desse material foram feitas suspensdes em caldo Mueller Hinton,
tratadas com EMA. Posteriormente, o DNA dessas amostras foi extraido e a PCR em Tempo Real
realizada. Os autores concluiram que 0 EMA-PCR em Tempo Real foi eficiente para a distin¢ao
guantitativa entre células viaveis e células mortas de C. jejuni, com isso a metodologia pode ser
aplicada amplamente na quantificacdo de células viaveis e ndo vidveis presentes em produtos
avicolas.

Nocker e Camper (2006) observaram que EMA poderia penetrar a membrana de células viaveis,
0 que levou Nocker et al. (2006) a testarem 0 PMA como alternativa na deteccdo da viabilidade
de nove tipos de amostras bacterianas. Para todas as bactérias testadas o PMA ndo afetou o
rendimento de DNA das células vivas, enquanto que o DNA proveniente de micro-organismos
mortos foi eficientemente removido do meio durante a extragcdo. O EMA foi igualmente eficiente
em remover 0 DNA de células mortas, mas por outro lado levou a reducdo do DNA de bactérias
vivas. O uso do PMA, comparado ao EMA, demonstrou menor efeito toxico as células vivas e
maior afinidade ao DNA.

Flekna et al. (2007) investigaram o efeito do tratamento prévio com EMA na deteccdo da
viabilidade de C. jejuni. Ao analisarem amostras contendo C. jejuni viaveis e inativados pelo
calor, os autores verificaram que 0 EMA-PCR em Tempo Real levou a reducéo do sinal da PCR.
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A técnica, no entanto, subestimou o numero de células viaveis presentes na amostra,
demonstrando ndo ser suficientemente eficaz na indicagéo da viabilidade de micro-organismos.

Josefsen et al. (2010) analisaram 50 carcacas 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 eficiéncia do PMA em detectar células vidveis e VNC do micro-organismo.
Comparada a cultura, o PMA-PCR em Tempo Real foi considerado vantajoso na detec¢do da
viabilidade de Campylobacter spp. Além disso, foi realizada a inoculagéo de carcacas 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 carcacas com amostras bacterianas inativadas, o que demonstra a eficicia do método
em reduzir o sinal da PCR para bactérias mortas.

Seinige et al. (2014) realizaram um estudo de comparagéo de eficacia do uso de EMA e PMA
para deteccdo de Campylobacter jejuni e C. coli utilizando a técnica de PCR em Tempo Real
quantitativa. Para o experimento, foram realizadas dilui¢fes seriadas a partir da concentracdo de
107 de amostras de referéncia e amostras de campo de C. jejuni e C. coli de trés formas diferentes:
completamente vivas, completamente mortas pela inativagdo 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 correlagdo de 99,7% entre EMA-PCR e 0
cultivo bacteriano e de 98,9% na PMA-PCR. No entanto, para as diluigdes com maiores
concentragdes de células ndo viaveis houve uma redugdo incompleta na amplificagdo do DNA, o
que demonstra a necessidade de adequacédo da dose de EMA/PMA em amostras com alto indice
de células mortas.

Kruger et al. (2014) coletaram amostras de coxa e asa de frango e carcacas de frango congeladas
e resfriadas com o objetivo de comparar o efeito do tratamento com EMA e PMA na deteccédo de
Campylobacter spp. viavel. A influéncia de diferentes condi¢des de pré-incubacéo das amostras
foi testada. Temperaturas de 25 a 37°C, 10 a 20°C e 0°C e tempos de cinco e 15 minutos foram
usados com esse intuito. A penetracdo de PMA nas células mortas, segundo os autores, foi
dependente do tempo e da temperatura de incubacdo das amostras antes da exposic¢éo a luz. As
condicdes de 15 minutos a 30°C de incubacdo foram consideradas as melhores dentre as testadas
na reducgdo do sinal de células invidveis na PCR em Tempo Real utilizada. Na comparagao entre
os intercalantes de DNA, foi observado que EMA néo foi eficientemente excluido das células de
Campylobacter spp. em diferentes estagios fisiol6gicos infectantes, ao contrario do PMA.

Castro (Comunicagao pessoal, dados ainda ndo publicados) analisou 60 carcagas 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 carcagas 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. vidvel em carcagas de frango resfriadas e congeladas
quando comparada & PCR em Tempo Real.
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4. Material e métodos

4.1 Amostragem

As amostras de carcagas de frangos de corte (resfriadas e congeladas, prontas para
comercializacdo) foram coletadas, pelas coordenadorias regionais, diretamente de todos os 16
abatedouros avicolas registradas no Servico de Inspecdo Federal (SIF) do Ministério da
Agricultura Pecuéria 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 Servigo de Inspecdo de Produtos de Origem Animal
(SIPOA) do MAPA na cidade de Belo Horizonte e posteriormente encaminhadas ao Laboratorio
de Bacteriologia Aplicada (LBA) da Escola de Veterinaria da UFMG (EV/UFMG), onde foram
realizadas as analises.

De cada um dos 16 abatedouros amostrados foram coletadas quatro amostras congeladas e quatro
amostras resfriadas de carcagas de frangos de corte, inteiras e sem middos, de lotes distintos de
producéo, de acordo com a caracteristica de producdo de cada estabelecimento. Com isso foram
obtidas apenas carcacas congeladas dos abatedouros que produziam apenas esse tipo de carcaca,
assim como para as carcagas resfriadas. Amostras de carcagas congeladas e resfriadas foram
obtidas de abatedouros produtores dos dois tipos de carcagas.

Desta forma, foram obtidas oito carcagas (quatro congeladas e quatro resfriadas) de
estabelecimentos produtores de carcagas congeladas e resfriadas, assim como foram obtidas
quatro carcacgas (quatro congeladas ou quatro resfriadas) de estabelecimentos que produzem
apenas carcacas congeladas ou resfriadas. No total, foram obtidas 100 amostras de carcacas de
frango (60 congeladas e 40 resfriadas). As coletas de todas as amostras foram realizadas
respeitando o prazo de validade das carcagas resfriadas.

Previamente ao inicio das analises, as amostras resfriadas e congeladas foram mantidas sob
temperatura de refrigeracéo. O periodo de manutencdo 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
alcool 70%. As carcacas embaladas foram depositadas sobre bandejas de aluminio, que foram
previamente revestidas com papel aluminio estéril. Todo o preparo das amostras foi realizado
préximo a chama de bico de Bunsen. As embalagens das amostras, antes de serem abertas, foram
higienizadas com papel toalha embebido em alcool 70% (v/v). Com auxilio de pinca, tesoura e
bisturi estéreis, foram coletados fragmentos de carne e pele da coxa, asa, peito, regido cloacal,
costado e pescogo de cada carcaca. Esses fragmentos foram cortados em peda¢os menores, para
facilitar a homogeneizacdo, e pesados em balanca analitica (Shimatzu AY220) até completarem
50g. Apds a pesagem, as amostras foram divididas em duas porc¢des de composigdo idéntica, uma
destinada aos testes microbioldgicos e a outra destinada aos testes moleculares.
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4.2.1 Preparo das amostras para isolamento de Campylobacter spp.

A porc¢do de 25g amostrada de cada carcaga, destinada as provas microbioldgicas, 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
entdo homogeneizadas durante cinco minutos em homogeneizador automatico (ITR MK 1204) e
encaminhadas para a capela de fluxo laminar previamente preparada para as analises
microbioldgicas.

4.2.2 Preparo das amostras para extracdo de DNA

A porc¢do de 25g de amostra, destinada & metodologia de PCR em Tempo Real, foi pesada em
saco de stomacher estéril e, em seguida, foram adicionados 225mL de solugdo 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 automatico (ITR MK 1204) e foram
encaminhados para a capela de fluxo laminar previamente higienizada.

Com auxilio de pipetador e ponteira estéril, foram coletadas duas aliquotas de 1,5mL do contetido
do saco stomacher homogeneizado, que foram dispensados em dois microtubos de 1,5mL
DNAse, RANase free estéreis diferentes. Um deles foi encaminhado para extracdo de DNA sem
prévio tratamento com PMA, enquanto o outro foi destinado ao tratamento prévio com PMA e
subsequente extracdo do DNA. Dessa forma, cada homogeneizado se transformou em duas
amostras, uma tratada com PMA e a outra ndo 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 balanca analitica (Gehaka, BG400). A massa do sedimento, obtido apds a
centrifugacdo da amostra, foi padronizada para a faixa de 0,030 g a 0,050 g. Caso os sedimentos
ndo atendessem a faixa de massa estabelecida, o procedimento de coleta do homogeneizado,
centrifugacdo e descarte do sobrenadante era repetido até que se chegasse a faixa determinada.

4.3 lsolamento e identificacdo de Campylobacter spp.

O isolamento de Campylobacter spp. foi realizado de acordo com a ISO 10272-1 (2006) com
modificacdes. As amostras destinadas as provas microbioldgicas passaram por etapas de pre-
incubacdo e incubacdo em temperaturas e em meios de cultura especificos. Os sacos para
stomacher, contendo as amostras preparadas e o0 meio de enriquecimento seletivo, foram
incubados em condicdes de microaerofilia (10% de CO2, 10% de H e 80% de N2) a 37°C por 5h
* 1h e depois a 41,5°C por 44h + 4h. Para assegurar as condi¢es de microaerofilia dentro dos
sacos, estes foram incubados com uma ligeira abertura contendo uma gaze estéril.
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Apds o periodo de incubacdo, com o auxilio de uma alga bacterioldgica 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
agar BHI (caldo BHI - MERCK, 1104930500 e 1,5%p/v de &gar agar -Vetec, 006) suplementadas
com 5% (v/v) de sangue equino e suplemento Karmali, composto de Piruvato de sddio,
Cefoperazona, Vancomicina e Ciclohexamida (Oxoid, SRO167E), por amostra. As placas foram
incubadas a 41,5°C por 44h + 4h em condigdes de microaerofilia.

Apbs esse periodo de incubacdo, as placas foram analisadas visualmente e todas as coldnias
tipicas ou suspeitas de serem Campylobacter spp. foram selecionadas para visualizacdo ao
microscépio optico. Para a visualizagdo ao microscopio, essas col6nias foram levemente tocadas
com uma alca bacterioldgica estéril e foi feito esfregaco em lamina de vidro contendo uma
pequena gota de PBS. Apds a secagem ao ar, os esfregacos foram fixados utilizando a chama do
bico de Bunsen e coradas com fucsina fenicada Ziehl Neelsen (fucsina béasica, etanol 95% v/v,
fenol e &gua destilada) durante cinco minutos. Decorrido este tempo, os esfregacos foram lavados
com agua destilada e secos ao ar. Terminado todo esse processo, 0s esfregacos foram visualizados
ao microscopio dptico em objetiva de imersao.

As colbnias que apresentaram morfologia condizente com as caracteristicas de Campylobacter
spp. (bastonetes pequenos, curvos ou espiralados), em sua forma cocéide ou convencional, foram
repicadas para isolamento em agar BHI suplementado com 5% (v/v) de sangue ovino e
suplemento seletivo Skirrow (Merck, 1022490001), composto de Vancomicina, Polimixina e
Trimetoprim.

As placas de 4gar BHI, suplementadas com sangue e suplemento Skirrow, foram entdo incubadas
a41,5°C por 44h £ 4h em condicBes de microaerofilia. As colénias foram analisadas visualmente
e coradas com fucsina fenicada. Apds a confirmagdo da morfologia e da pureza das coldnias, ao
microscopio Optico em objetiva de imersdo, estas foram repicadas em placas de agar Columbia
(Himedia, M144), suplementado com 5% (v/v) de sangue ovino, que foram incubadas por 44h £
4h a 41,5°C, em condi¢Bes de microaerofilia, para obtencdo de massa bacteriana. A massa
bacteriana obtida a partir das placas, nas quais foram confirmadas a morfologia e pureza das
colbnias, foi congelada a -80°C em criotubos estéreis contendo 1mL de caldo Tioglicolato
(Merck, 108191) com 20% de glicerol (v/v) para posterior confirmacdo de género e espécie de
Campylobacter por PCR convencional.

Com o objetivo de estimar a contaminacéo inicial de Campylobacter spp. das amostras antes do
enriquecimento em caldo Bolton, foi realizada a contagem prévia das col6nias. Para isso, a
metodologia foi baseada na ISO 10272-2 (2006). Antes da incubagéo das amostras contidas nos
sacos stomacher em meio de enriquecimento seletivo Bolton, foram retiradas duas aliquotas de
50pL, que foram transferidas e espalhadas na superficie de placas de agar mCCDA com seu
suplemento. Ap6s a secagem desse material na superficie do agar, as placas foram incubadas em
condicbes de microaerofilia, inicialmente a 37°C por 5h + 1h e depois a 41,5°C por 44h + 4h.
Apos esse periodo, foram selecionadas placas contendo menos que 150 coldnias e realizada a
contagem. De cada placa, foram selecionadas até cinco colbnias tipicas para subcultivo para
isolamento em agar Columbia suplementado com 5% (v/v) de sangue ovino. As placas de agar
Columbia foram incubadas a 41,5°C por 44h £ 4h, em condic¢Ges de microaerofilia e as col6nias

35



tiveram sua morfologia confirmada ao microscopio optico. Em seguida, foi realizado um novo
repique em placas de &gar BHI suplementadas com sangue ovino e suplemento Skirrow.

As placas de agar BHI, suplementadas com sangue e suplemento Skirrow, foram entdo incubadas
a 41,5°C por 44h = 4h em condigdes de microaerofilia. As col6nias foram analisadas novamente
e coradas com fucsina fenicada. Ap6s a confirmacdo da morfologia e da pureza das col6nias, estas
foram repicadas em placas de 4gar Columbia (Himedia, M144) suplementado com 5% (v/v) de
sangue ovino, que foram incubadas por 44h + 4h a 41,5°C, em condic¢Oes de microaerofilia, para
obtencdo de massa bacteriana. A massa bacteriana obtida a partir das placas, nas quais foram
confirmadas a morfologia e pureza das col6nias, foi congelada a -80°C em criotubos estéreis
contendo 1,0mL de caldo Tioglicolato (Merck, 108191) com 20% de glicerol (v/v) para posterior
confirmacdo de género e espécie de Campylobacter por PCR convencional.

4.4 Confirmacéao do género e da espécie dos isolados.

Para confirmacdo do género e da espécie dos isolados foram utilizados os iniciadores pg3 (5'-
GAACTTGAACCGATTTG-3') e pg50 (5'ATGGGATTTCGTATTAAC-3') para a amplificacdo
do gene flaA presente em bactérias do género Campylobacter, sendo o produto da amplificacdo
de 460 pares de bases (pb), os iniciadores C1 (5'-CAAATAAAGTTAGAGGTAGAATGT-3) e
C4 (5-GGATAAGCACTAGCTAGCTGAT-3") para um gene ndo determinado de C. jejuni com
um produto de amplificacéo 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 amplificagdo 72 pb e
ICL-UP (5"-CTTACTTTAGGTTTTAAGACC-3") e ICL-DN (5°-
CAATAAAACCTTACTATCTC-3") para C. lari com produto de amplificacdo de 279 pb. Estes
iniciadores sdo para amplificacdo da regido espacadora 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 reagdes, que seguiram as recomendac¢des de Harmon et al., (1997) e Villardo et al., (2006),
foram realizadas em um volume total de 25 yL contendo 20ng do DNA extraido, 10mM de Tris-
HCI, 50mM de KCI, 5,5mM de MgCl, 200uM de cada um dos desoxirribonucleotideos (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP), 20 pmol de cada iniciador C1 e C4 e 40 pmol de cada iniciador pg3 e pg50
e 1,25 U de TagDNA polimerase. Na sequéncia, essa mistura foi colocada em um termociclador
(Veriti® Thermal Cycler da Applied Biosystems®) e submetidas a desnaturacao inicial a 94°C
por 4 minutos, seguidos de 25 ciclos de amplificacdo que consistem em desnaturacdo (94°C por
1 minuto), anelamento (45°C por 1 minuto) e extensdo (72°C por 1 minuto). Finalmente, as
amostras foram submetidas a uma extenséo final a 72°C por 7 minutos.

Para visualizag&o dos resultados, os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 2% em tamp&o TBE [1,0M tris, 0,01M &cido borico, 0,01M EDTA pH 8,2 (Invitrogen)]
acrescido de brometo de etidio (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 H,O (Biotium, 40019) foi realizado como descrito por
Kruger et al. (2014) e segundo as recomendaces 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 30°C por 10 minutos e 2,5uL de PMA foram adicionados para obter uma concentracao final de
50 uM por amostra. Apds a adi¢ao do PMA, os tubos foram incubados a 30°C por 15 minutos, ao
abrigo da luz e entdo expostos ao sistema de fotoativagdo, em comprimento de onda 465-475 nm
utilizando o equipamento PMA™ LED Photolysis Device (Biotium, E90002) por 15 minutos a
30°C. Terminado o tratamento, as amostras foram centrifugadas por dez minutos a 13000xg e
entdo submetidas a extragdo de DNA.

4.6 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA das amostras tratadas com PMA e das ndo tratadas com PMA foi realizada
imediatamente ap6s o processamento das amostras, utilizando o método do tiocianato de
guanidina descrito por Pitcher et al. (1989) com modificagdes.

Os sedimentos padronizados para 0,030 g a 0,050 g obtidos a partir do processamento das
amostras de frango foram ressuspendidos em 100 pyL de TE buffer (10mmol Tris-HC1; 1 mmol/L
EDTA, pH 8). Apds essa etapa, adicionou-se 500 pL de reagente de GES (5 mol/L tiocianato de
guanidina, 100mmol/L EDTA e 0.5% v/v sarkosyl) e, ap6s breve agitacéo, deixou agir por dez
minutos. Feito isso, adicionou-se 250 pL de acetato e amoénio (7,5 M) gelado, o tempo de acéo
foi de dez minutos em gelo. Em seguida, foram adicionados 500 puL de uma mistura de
cloroférmio e 2-pentanol (24:1), os tubos foram agitados exaustivamente e centrifugados a 13100
x g durante dez minutos. Apds essa centrifugacdo, 750uL do sobrenadante foram transferidos para
outro tubo e foram adicionados 405uL de 2-propanol gelado. Os tubos foram invertidos durante
um minuto para misturar as solugfes e colocados no freezer a -20°C durante 24 horas. Esta
adaptacdo do método foi realizada para aumentar a precipitacdo do DNA. Apo6s esse periodo o
DNA precipitado foi depositado por centrifugacdo a 13100 x g durante dez minutos. Os pellets de
DNA foram lavados duas vezes com 500 uL de etanol a 70%v/v e apés 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 purificacdo, o DNA foi ressuspendido em
50uL de agua ultrapura estéril e armazenado entre 2°C a 4°C até o momento da andlise pela
metodologia de PCR em Tempo Real.

A concentragdo e pureza do DNA extraido foram determinadas com auxilio de espectrofotdmetro
nas faixas de absorbancia 260nm/280nm (GeneQuant 100 Classic - GE Healthcare Life Sciences).
Apos as analises de PCR em Tempo Real o DNA extraido foi armazenado a -20°C.
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4.7 PCR em Tempo Real para a deteccdo de Campylobacter spp.

A sequéncia 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-37) e 0 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 reagdo de PCR em Tempo Real foi realizada com um volume de 25uL contendo 1x de
TagMan Universal PCR Master (Promega®, M750), 4,5 mM de cloreto de magnésio (MgCl.,),
0,5 UM de cada iniciador, 0,1 uM da sonda e do ROX reference dye (Invitrogen, 12223-012) e
uma média de 104,69 ng/uL de DNA extraido de cada amostra. Os ciclos de amplificagdo foram
realizados com um agquecimento 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 reacdo. Como controle positivo utilizou-se DNA extraido de C. jejuni NCTC
11351 e como controle negativo agua ultrapura.

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

4.8 Curva de sensibilidade analitica

Para avaliacdo do limite de deteccdo da técnica de PCR em Tempo Real foi realizada uma curva
de sensibilidade analitica (Keramas et al, 2003). Para isso, 0 DNA extraido e dosado de uma
amostra de referéncia de C. jejuni NCTC 11351 foi diluido na base 10 em &gua ultrapura,
iniciando-se da concentracdo 20 ng/pL até 2 fg/uL, correspondente a 107 a 10° genomas de
Campylobacter spp.. Todas as diluicbes do DNA da amostra de referéncia foram submetidas a
PCR sob as mesmas condigdes de reacdo utilizadas para a anélise das amostras experimentais.
Considerando que o DNA gendmico de uma bactéria Campylobacter spp. € de
aproximadamente 1700kb e o peso médio de cada base é de 650 daltons, o genoma de uma
micro-organismo do género é equivalente a 2fg (Tabela 1).
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Tabela 1: Diluicdes de DNA extraido de Campylobacter jejuni NCTC11351 utilizadas na curva de sensibilidade analitica.

Diluicdo Estimativa de contagem do micro-organismo
20ng 107
2ng 106
200pg 10°
20pg 104
2pg 108
200fg 102
20fg 10*
2fg 10°
0 0

4.9 Condicdes de cultivo das amostras controle

Como controle positivo das reagdes de PCR em Tempo Real, foi utilizada uma amostra de
referéncia de Campylobacter jejuni subsp. jejuni NCTC 11351.

Como controle positivo das reagdes de PCR, foram utilizadas as amostras de referéncia 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 agar Columbia suplementadas
com 5% (v/v) de sague desfibrinado de ovino, ap6s descongelamento, e incubadas por até 48
horas, a 41,5°C, em condigdes 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
extracdo 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 carcacas de frangos de corte (congeladas e resfriadas) e trés tipos de metodologias
de analises (Isolamento, PCR em Tempo Real e PCR em Tempo Real associada ao uso com PMA)
com 100 repeticdes de uma carcaca cada. Para comparagdo entre as metodologias (Isolamento,
PCR em Tempo Real e PCR em Tempo Real associada ao uso com PMA) foi feita analise pelo
teste de McNemar e para avaliar a concordancia entre as metodologias foi utilizado o teste Kappa.
Para comparagéo entre amostras resfriadas e congeladas utilizou-se o teste de Pearson e para
comparagdo entre as amostras provenientes do isolamento utilizou-se teste de Fisher. Os
resultados foram avaliados com auxilio do programa estatistico R (Siegel et al., 2006).
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5. Resultados

5.1 Deteccdo de Campylobacter spp. em carcacas de frangos utilizando a técnica de
cultura e isolamento

O resultado das analises do método de isolamento para deteccdo do micro-organismo
Campylobacter spp. nas amostras de carcagas de frangos de corte congeladas e resfriadas
produzidas no estado de Minas Gerais estdo 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 carcacas eram congeladas e 14 eram
resfriadas.

Tabela 2:Resultados da pesquisa da presenca de Campylobacter spp. em carcagas 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 sdo semelhantes pelo método do ? de Pearson P= 0.2957

Os resultados da identificacdo de Campylobacter spp. isolados de carcacas de frangos estdo
apresentados na Ttabela 3. Em 11 carcagas foram isoladas somente C. jejuni e, destas 11, cinco
eram resfriadas e seis congeladas. Em quatro carcacas foram encontradas somente C. coli, uma
era proveniente de carcaca resfriada e quatro de carcacas congeladas. Em 11 carcagas positivas
foram encontradas colénias de C. jejuni e C. coli, deste total seis eram carcacas resfriadas e cinco
carcacas congeladas. Em duas amostras foram encontradas C jejuni e C. lari, essas duas carcagas
eram resfriadas.

Tabela 3: Resultados da identificacdo das espécies de Campylobacter spp. isoladas de carcagas de frango, comercializadas em
temperaturas de congelamento e resfriamento no estado de Minas Gerais.

Tratamento Quantidade Campylobacter spp.

C. jejuni C. coli C. jejunie C. coli C. jejuni e C. lari
Congelada 14 6 (43%) 3 (21%) 5 (36%) 0 (0%)
Resfriada 14 5 (36%) 1 (%) 6 (43%) 2 (14%)
Total 28 11 (39%) 4 (15%) 11 (39 %) 2 (71%)

Teste de Fisher — valor de p = 0.3012
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5.2 Deteccdo de Campylobacter spp. em carcacas de frangos de corte utilizando a
técnica de PCR em Tempo Real

5.2.1 Curva de sensibilidade analitica da técnica de PCR em Tempo Real

Os resultados da curva de sensibilidade analitica para a quantificagdo de Campylobacter spp.
pela técnica de PCR em Tempo Real sdo demonstrados nas Figuras 2 e 3. Houve amplificacdo
satisfatéria do DNA das diluicdes bacterianas de 20 ng/pL até 20 fg/uL, o que equivale a 107 a
10! bactérias. Com base na curva realizada, foi possivel detectar amostras de frango que
continham contaminacéo de até 10 bactérias, o que demonstrou gque a técnica € altamente sensivel.
A diluicdo 2 fg/uL, equivalente a 10° bactérias, teve amplificacdo andmala e por isso nédo foi
utilizada para compor a curva. O Ct obtido nessa curva variou de 16,32 a 37,51.

Curva de amplificagao
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Figura 2: Curva de sensibilidade analitica de PCR em Tempo Real com DNA de Campylobacter jejuni diluido em
base 10 de 20ng a 2fg, correspondente a 107 a 10! bactérias, respectivamente.
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Figura 3: Curva padrdo de PCR em Tempo Real com DNA de Campylobacter jejuni diluido em base 10 de 20ng a
2fg, correspondente a 107 a 10* bactérias, respectivamente. Eficiéncia da amplificacdo (Eff%): 91,976; Coeficiente de
correlagdo (R?): 0,997.
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5.2.2 Deteccao de Campylobacter spp. em carcacas de frangos utilizando a técnica
da PCR em Tempo Real

Os resultados das analises de PCR em Tempo Real das amostras de carcacas de frangos
congeladas e resfriadas estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Resultados da pesquisa da presenca de Campylobacter spp. em carcacas 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: nimero amostral 2 de Pearson=2.6073, graus de liberdade = 1, p-value = 0.1064

5.3 Deteccdo de Campylobacter spp. em carcacas de frango utilizando a técnica da
PCR em Tempo Real com tratamento pelo PMA

Os resultados das analises de PCR em Tempo Real das amostras de frango congeladas e resfriadas
tratadas por PMA estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Resultados da pesquisa da presenga de Campylobacter spp. em carcagas 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 utilizacdo 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: nimero amostral 2 de Pearson = 10.917, graus de liberdade = 1, p = 0.0009529

*PMA: Propidio Monoazida (Intercalante de DNA)

5.4 Comparagéo entre isolamento, PCR em Tempo Real e PCR em Tempo Real
associada ao uso de PMA

Os resultados das analises de comparacdo da presenca de Campylobacter spp. em carcacas 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 estdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6: Resultado da comparagdo da andlise da presenga de Campylobacter spp. em carcagas de frangos de corte comercializada
nas temperaturas de resfriamento e congelamento analisadas pelas técnicas PCR em Tempo Real e PCR em Tempo Real com propidio
monoazida.

Amostra Isolamento Sem PMA Com PMA

Positivas 28 84 26

*PMA: Propidio 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. Enguanto 17 amostras
foram positivas na PCR e negativas ao isolamento. Todavia, 19 amostras foram positivas no
isolamento e ndo houve sua detec¢do 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 propidio monoazida (PMA).

PCR+PMA Isolamento
Amostras negativas Amostras Total
positivas
Amostras negativas 55A 19C 74
Amostras positivas 17B 9D 26
Total 72 28 100

Médias seguidas de letras maiusculas diferentes se diferem pelo método do ¥2 de McNemar P=0,867632

6. Discussao

6.1 Deteccdo de Campylobacter spp. em carcacas de frangos de corte utilizando a
técnica de cultura e isolamento

Os métodos de cultura utilizados para isolamento, identificacdo e diferenciacdo entre as espécies
de Campylobacter sdo demorados e dificeis devido a natureza fastidiosa do micro-organismo. A
deteccdo de Campylobacter spp. em alimentos deve levar em consideracdo que a populacdo
presente pode ser baixa, devido ao fato de Campylobacter spp. ser sensivel a concentracdo de
oxigénio do ar (21%) e ndo crescer a temperaturas abaixo de 30°C, utilizadas normalmente na
conservagdo dos alimentos. O sucesso da deteccdo, geralmente, depende da forma de conservagao
das amostras, da analise de um grande ndmero de amostras, concentracdo de células presentes,
pré-enriquecimento com incubagdo a 37°C por quatro horas e enriquecimento seletivo em
condi¢des microaerofilas a temperatura de 42°C. No entanto, no presente estudo os métodos de
conservagéo (congelados x resfriados) ndo interferiram na ocorréncia de Campylobacter spp. nas
carcacas (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 concentragdo, o que, aliado a
sensibilidade ao oxigénio, dessecamento, calor, desinfetantes e pH &cido, dificulta o seu
isolamento.

43



Dias et al. (1990), pesquisando C. jejuni em carcacas de frango prontas para comercializacdo, em
Belo Horizonte, encontraram 2% de positividade em carcacas 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
comparagdo ao presente estudo. Adicionado a isso, 0s nove estabelecimentos que ndo possuem
SIF ndo utilizavam &gua clorada no tanque de resfriamento, além de, segundo os autores,
condicBes de higiene mais precarias 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 carcacas resfriadas de
frango, comercializadas no Distrito Federal, a presenca de C. jejuni e C. coli. Do total de carcacas
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 ndo utilizou a etapa de pré-incubacéao a
37°C, o que pode ter contribuido para a menor taxa de isolamento. Segundo Donnison (2003) a
utilizagdo de uma fase de pré-enriquecimento com incubacéo a 37°C por quatro horas permite a
recuperacao das células de Campylobacter spp. injuriadas pela desidratacdo, aquecimento, falta
de nutrientes, congelamento ou exposicao a radicais de oxigénio, o que pode explicar a taxa de
amostras isoladas encontradas neste estudo.

No presente trabalho, C. lari foi identificado em apenas duas amostras de carcacas resfriadas.
Segundo Moore e Matsuda (2002) C. lari é considerada uma espécie de ocorréncia mais rara
quando comparada a contaminagdo pelas outras espécies. Rosa (2015), pesquisando
Campylobacter spp. em linguicas de frango congeladas e resfriadas, também encontrou menor
taxa de isolamento de C. lari. O autor relatou a identificagdo da presenga de Campylobacter spp.
somente nas linguicas 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 Deteccdo de Campylobacter spp. em carcacas de frangos de corte utilizando a
técnica da PCR em Tempo Real

Utilizando a técnica de PCR em Tempo Real para a deteccdo de Campylobacter spp. das 60
amostras congeladas 47 (78%) apresentaram resultados positivos e das 40 amostras resfriadas 37
(93%) foram positivas para 0 micro-organismo. E importante ressaltar que a metodologia da PCR
identifica todas as bactérias presentes na amostra, pois, a técnica detecta 0 DNA da bactéria e ele
esta presente em células vivas, na forma VNC e em células mortas. Portanto, se for considerado
que apenas células viaveis e VNC sdo capazes de causar infeccdo, pode haver uma falsa
interpretacdo, e a técnica pode superestimar a presenca de Campylobacter spp. com real
capacidade patogénica em carcacas de frango.

No entanto, os resultados explicitam que a maior parte das carcagas continham o micro-
organismo. Levando em consideracdo que dentre os principais fatores que influenciam na
contaminacdo das carcagas por Campylobacter spp. estdo os cuidados prévios ao abate, desde o
inicio da criacdo das aves, como &gua de bebida, passando pela fase de pré-abate, em que séo
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adotadas medidas com o objetivo de minimizar a ocorréncia de extravasamento de conteido
intestinal em casos de ruptura de algas intestinais, diminuindo a contaminagéo de carcacas,
terminando no abate propriamente dito, em que as etapas em que ocorre maior contaminacgéo das
carcacas de frango por micro-organismos sdo a escalda, a depenagem, a evisceracdo e 0
resfriamento, os resultados demonstram que se faz necessaria a ado¢ao 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 doenga pouco estudada em nosso pais, ndo
se pode ignorar o risco que representa para a populagdo, sendo um problema de Salde Publica,
com relagédo direta as precérias condicdes sanitarias de boa parte da populagéo.

6.3 Deteccdo de Campylobacter spp. em carcacas 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 carcacas de frango positivas para Campylobacter spp. pelo método de PCR em tempo real
associado ao tratamento com PMA. No entanto, para a recuperacdo de células do micro-
organismo das carcacas de frango, os autores utilizaram dupla enxaguadura e concluiram que
desta forma € possivel aumentar de uma taxa de 27% a 47% de recuperacdo de células com uma
Gnica enxaguadura para uma taxa que varia de 55% a 94% de recuperacdo com dupla
enxaguadura. No presente trabalho, foi utilizada uma amostragem de uma parcela representativa
das carcagas (25 gramas), o que pode ter influenciado na detec¢do do micro-organismo.

Porém, Castro (Comunicagdo pessoal, dados ainda ndo publicados) ao pesquisar a presenca de
Campylobacter spp. em carcacas de frango congeladas e resfriadas utilizando a técnica da PCR
em tempo real com a utilizagdo de PMA, encontrou 18,3% de amostras positivas para
Campylobacter spp.. Apesar do autor ter utilizado a mesma metodologia do presente trabalho
para a recuperagdo de células do micro-organismo, as parcelas das carcacas amostradas foram
diferentes, dez gramas em comparacéo a 25 gramas. O que pode explicar as diferengas na detecgdo
do micro-organismo nos dois trabalhos.

A utilizagdo 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
invidveis ndo sdo detectadas pela PCR e o resultado demonstra apenas 0s micro-organismos
viaveis. No entanto, fica claro que a metodologia utilizada para a recuperacdo de células de
Campylobacter spp. das carcagas de frango pode influenciar diretamente no resultado final das
analises.

Os testes moleculares, por serem de rapida de facil execucdo em comparacdo as técnicas de
cultivo microbioldgico, podem contribuir para a identificacdo de Campylobacter spp. em um
grande nimero de amostras e sd0 uma opcao para uso na rotina. Apesar disso, nao substituem
completamente as técnicas de cultivo, pois para a determinar os perfis de resisténcia es estudos
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epidemioldgicos e para a sorotipagem dos micro-organismos, os métodos microbiolégicos ainda
S80 necessarios.

6.4 Comparacao entre isolamento, PCR em tempo real e PCR em tempo real
associada ao uso de PMA

Foi observada uma alta frequéncia de contaminagéo das carcacgas 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
(Comunicacao pessoal, dados ainda ndo publicados) ao comparar as técnicas de PCR em tempo
real e PCR em tempo real associada ao uso de PMA encontrou uma alta frequéncia de
contaminagdo das carcagas 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 diferenca significativa entre as metodologias trabalhadas, demonstrando que
as diferentes metodologias tém eficiéncia diferenciada na detec¢do do micro-organismo. Estes
dados corroboram com os resultados encontrados no presente estudo.

Josefsen et al. (2010) realizaram a comparacao entre esses mesmos tipos de PCR e encontraram
menor discrepancia de resultados. Na andalise de PCR em tempo real foram observadas 96% de
amostras positivas, enquanto que para PCR em tempo real tratada com PMA, 90% das amostras
foram positivas. Os autores sugeriram que tal resultado poderia ser devido a baixa quantidade de
bactéria no estado VNC presente nas carcagas no pos-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 consideragdo que o objetivo do uso de
PMA é detectar as células vidveis (possiveis de serem detectadas ao isolamento) e as células VNC
(ndo detectaveis ao isolamento), estes resultados demonstram que é possivel utilizar esta técnica
com essa finalidade obtendo sucesso. Todavia, 19 amostras foram positivas no isolamento e ndo
houve sua detec¢do na PCR em tempo real associada ao uso de PMA. Este resultado pode ser
explicado pela metodologia utilizada para a recuperagdo de células das carcagas de frango, pois,
como demonstrado anteriormente, este pode ser um fator que influencie na deteccdo de
Campylobacter spp.. Em comparagéo ao isolamento, a PCR em tempo real associada ao uso de
PMA demonstrou 32% de sensibilidade e 76% de especificidade.

6.5 Avaliacdo das carcacas resfriadas e congeladas

N&o foi observada diferenca significativa entre as carcacas resfriadas e congeladas quando as
mesmas foram avaliadas pela metodologia de cultivo e isolamento. Os resultados positivos, para
0 micro-organismo, encontrados pela técnica de isolamento foram inferiores aos resultados
encontrados na PCR em tempo real. Os métodos de cultura utilizados para isolamento,
identificacdo e diferenciacdo entre as espécies de Campylobacter sdo demorados e dificeis devido
a natureza fastidiosa do micro-organismo, porém os resultados encontrados nesta metodologia
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permitem avaliar a real contaminacdo por micro-organismos viaveis e VNC. Desta maneira,
apesar da diminuicdo na contagem desse agente, é possivel verificar a presenca de micro-
organismos viaveis mesmo em baixas temperaturas, demonstrando que a refrigeracdo e o
congelamento por si s6 ndo inativam Campylobacter spp. em carcacas. Para evitar surtos de
doencas causadas pela contaminacéo dos alimentos, medidas preventivas adicionais devem ser
tomadas tanto pela industria produtora de alimentos quanto pelos consumidores, como o cuidado
na manipulacdo desses produtos para evitar a contaminacao cruzada.

A carcacas, congeladas e resfriadas, utilizadas nesse experimento foram independentes,
provenientes de estabelecimentos e lotes distintos de producdo, com isso, somente é possivel
avaliar a contaminacdo das carcacgas (congelada ou resfriada) sem a possibilidade de avaliar o
efeito do resfriamento ou o congelamento.

Né&o foram observadas diferengas na contaminagéo das carcacgas resfriadas e congeladas quando
as mesmas foram avaliadas pela metodologia da PCR em tempo real. Ao detectar 0 DNA das
células, a técnica PCR em tempo real foi considerada adequada para detec¢do de Campylobacter
spp. em carcacas de frango submetidas a baixas temperaturas, pois esta metodologia apresentou
alta sensibilidade e especificidade. Porém, a metodologia detectou micro-organismos viaveis, na
forma VNC e invidveis que também foram considerados positivos pela PCR em tempo real. Estes
resultados concordam com os resultados apresentados por Reis (2015) e por Castro (Comunicagéo
pessoal, dados ainda ndo publicados) que também encontraram uma alta taxa de positividade para
0 micro-organismo em carcagcas de frangos de corte e ndo observaram diferengas entre as carcacgas
resfriadas e congeladas. Estes dois autores, avaliaram carcagas pareadas, ou seja, as carcagas
resfriadas e congeladas pertenciam ao mesmo lote de producéo e foram submetidas &s mesmas
condi¢des de abate, entdo o esperado € que a quantidade de DNA, proveniente da contaminacao
da bactéria seja semelhante.

Quando foi utilizada a metodologia de PCR em tempo real com tratamento prévio com 0 PMA
foi observado que as carcacas resfriadas apresentaram um maior indice de contaminagdo quando
comparadas as carcagas congeladas. Ao submeter uma carcaca de frango ao congelamento
diversos fatores, incluindo a formacdo do gelo e a desidratacdo, levam & injdria do micro-
organismo, além do estresse oxidativo, que pode levar a morte celular e significativa reducdo na
sobrevivéncia de Campylobacter spp. (Park, 2002).

Como as amostras utilizadas para as determinagfes por PCR em tempo real tratadas previamente
ou nao com PMA foram preparadas a partir de uma mesma por¢do de amostra, e considerando
que o PMA néo permite & amplificacdo de DNA de células mortas, foi possivel observar que o
tratamento pelo congelamento reduz a sobrevivéncia do micro-organismo Campylobacter spp.
nas carcagas.

A reducéo da prevaléncia do micro-organismo em amostras congeladas foi demonstrada em um
estudo realizado no Reino Unido, em que a positividade para Campylobacter spp. reduziu de 56%
em amostras frescas para 31% em amostras de frango congeladas (EFSA, 2001).
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6.6 Ocorréncia de Campylobacter spp. em carcagas de frango abatidas no estado de
Minas Gerais

A ocorréncia de Campylobacter spp. em carcagas 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 contaminacdo das aves pelo micro-
organismo. Também foi encontrada uma alta frequéncia 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 importancia para a
salde publica e considerando que essas duas metodologias detectam apenas células capazes de
causar a infeccdo esses resultados podem ser considerados elevados, além disso nota-se uma
evidente subnotificagdo no pais e pouca informagéo a populacdo em geral.

Gomes et al. (2006) ao pesquisarem Campylobacter termofilico em 24 lotes de frangos destinados
ao abate e oriundos de pequenas propriedades em Pelotas, sul do Brasil, relataram a detecgdo da
bactéria em 22 lotes, o que corresponde a uma infecgédo de 91,7% dos lotes analisados.

Perdoncini (2012), avaliou a frequéncia de contaminacdo de carcagas de frangos de corte por
Campylobacter spp. em frigorificos sob inspec¢éo federal no estado do Rio Grande do Sul. Foram
avaliadas 57 carcacas de frangos que foram coletadas apds 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 inspecéo federal, localizados no
estado do Rio Grande do Sul, encontraram, por método convencional de cultivo, 36,6% de
carcagas de frango positivas para Campylobacter spp..

Os riscos a saude dos consumidores fazem com que o continuo monitoramento, assim como a
adogdo de boas praticas de fabricagdo se tornem medidas essenciais para garantir a qualidade das
carcagas de frango de corte e consequente seguranca dos consumidores.

7. Conclusotes

A andlise de carcagas de frango de corte provenientes de abatedouros avicolas do estado de Minas
Gerais permitiu concluir que a ocorréncia de Campylobacter spp. no estado é alta e que a
viabilidade desse micro-organismo também ¢ alta.

A comparacdo entre as metodologias demonstrou que o uso da PCR em Tempo Real pode
superestimar a presenca de Campylobacter spp., em contrapartida, o uso de PMA associada a
PCR em Tempo Real se mostrou eficaz em detectar a viabilidade desse patogeno.

N&o foi possivel avaliar se a temperatura de armazenamento da carne influencia na presenca desse
micro-organismo em decorréncia da utilizacdo de amostras ndo pareadas. No entanto é possivel
afirmar que houve maior deteccdo de Campylobacter spp. em amostras resfriadas em comparacao
as amostras congeladas e houve maior viabilidade do micro-organismo em carcacas resfriadas.
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