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RESUMO

Com o objetivo de avaliar a qualidade microbiol6gica das carcacas de frangos de corte
produzidas em Minas Gerais, pela avaliagdo da contaminacdo pelo micro-organismo
Campylobacter spp., foram coletadas, pelos servigos de inspecdo estadual e federal, 246
amostras de carcagas de frangos de corte, congeladas e resfriadas, provenientes de cinco regides
do estado. A metodologia utilizada para a deteccdo do micro-organismo foi a técnica
imunoenzimatica ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay) no equipamento VIDAS 30 ¢ a
confirmagdo foi realizada através de testes bioquimicos, no equipamento VITEK 2. Foram
detectadas apenas cinco amostras positivas (2,1%) para Campylobacter spp. O baixo indice de
positividade, provavelmente, ocorreu devido as condigdes de resfriamento e congelamento a que
foram submetidas as amostras, pois 0 micro-organismo Campylobacter, quando em condigdes
de injuria, sofre alteracdes morfoldgicas, passando da forma original de espiroqueta mével para
cocoide. Essas formas ndo sdo cultivaveis em meios de cultura, porém, sdo infectivas. Além
disso, 0 método ELFA utilizado para deteccdo desse patdgeno em alimentos apresenta limites
de deteccdo mais altos, 0 que exige um estagio de enriquecimento para permitir a multiplicagdo
do organismo alvo.

Palavras-chave: carcaca de frango; Campylobacter; infecgéo alimentar
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ABSTRACT

In order to evaluate the microbiological quality of broiler carcasses produced in Minas Gerais
State, by the evaluation of contamination by microorganism Campylobacter spp., were
collected, by official inspection services, 246 samples of broiler carcasses, frozen and chilled,
from the five regions of the Minas Gerais State. The methodology used to detection of
microorganism was the ELFA technique (Enzyme Linked Fluorescent Assay) using the
equipment VIDAS 30 and the confirmation was performed by biochemical tests, using the
equipment VITEK 2. Only five samples (2.1%) were positive to Campylobacter spp. The low
rate of positivity was probably due to the cooling and freezing conditions at which the samples
were submitted, because when the microorganism Campylobacter enters injury conditions its
cell morphology changes from helical to coccoidal. The coccoid form is considered viable but
not culturable but can be infective. Furthermore, the ELFA method used to detect this pathogen
in food has higher detection limits, which requires an enrichment stage to allow for the
multiplication of the target organism.

Keywords: chicken carcasses, Campylobacter, food borne infection
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1. INTRODUCAO

Atualmente o Brasil é o terceiro maior
produtor de carne de frango do mundo,
ficando atrds apenas dos EUA e da China.
Em 2010, a producéo brasileira foi de 12,23
milhGes de toneladas, 11,38% a mais que
no ano de 2009. Esse crescimento foi
impulsionado pelo aumento do consumo de
carne de frango e pela expansdo nas
exportacbes. O Brasil exportou 3,81
milhGes de toneladas de carne de frango,
ocupando o primeiro lugar mundial nesse
quesito, o que representa 31% do volume
total produzidos. Os 69% restantes foram
destinados ao mercado interno onde o
consumo per capita foi de 44 quilogramas
(UBA, 2011).

A carne de frango é uma excelente fonte de
proteinas, vitaminas do complexo B e de
minerais. Porém, devido suas caracteristicas
intrinsecas, como composicdo quimica,
elevada atividade de agua e pH préximo da
neutralidade, é um O6timo meio para
desenvolvimento de  micro-organismos.
Portanto, cuidados durante seu
processamento SA0 necessarios para que nao
haja riscos de doencas transmitidas por
alimentos (DTA) (Delazari, 1998; Cardoso
e Araujo; 2001).

As DTA sdo conhecidas desde épocas
muito remotas e cerca de 250 agentes
bioldgicos envolvidos em surtos ja foram
identificados. Esses agentes podem causar
diversas doencas, que se manifestam de
forma isolada ou associada, tais como as
doencas diarreicas, neuroldgicas, renais,
hemoliticas, ictéricas, alérgicas,
respiratorias e sistémicas. A forma diarreia
¢ a manifestacdo clinica mais comum das
DTA e, devido sua elevada incidéncia ou
por ser considerada ainda um fato
“normal”, tanto por parte da populacdo
como dos profissionais de saude, representa
um desafio para 0 seu registro e controle.
Assim, a subnotificacdo das DTA tem sido
o fator principal para impedir o

conhecimento do seu verdadeiro impacto na
populagéo, dificultando, consequentemente,
0 conhecimento dos alimentos e micro-
organismos  envolvidos (CVE/SES-SP,
2002).

Dentre 0s micro-organismos envolvidos em
surtos de toxi-infecgdes relacionados a
carne de frango, podem ser citadas espécies
do género Campylobacter e, mais
precisamente, as espécies termofilicas como
C. jejuni e C. coli. que estdo relacionadas
como agentes causadores de problemas
gastroentéricos em humanos. A carne de
frango e seus derivados sdo considerados o
principal veiculo transmissor de
Campylobacter para o homem (Butzler,
2004).

A campilobacteriose é uma doengca com
manifestacGes gastrintestinais que, em cerca
de sete dias, tende a manifestar uma
melhora espontanea do quadro clinico do
paciente (Cocker et al., 2002). Todavia, em
alguns casos, podem ocorrer graves
sequelas da infeccdo, como a Sindrome de
Guillain-Barré, doenca que afeta o sistema
nervoso periférico, causando
desmielinizacdo de neur6nios.

Um ndmero  muito  pequeno  de
Campylobacter (menos de 500 células)
pode causar doencas em seres humanos.
Mesmo que uma gota de caldo de carne
crua de frango pode infectar uma pessoa.
Uma maneira de se infectar é cortar carne
de aves em uma tdbua de corte, e depois
usar a mesma tabua sem lavar para preparar
legumes ou outros alimentos crus ou
levemente cozidos (Butzler, 2004).

A incidéncia desse micro-organismo ha
carne pode variar de acordo com as
condi¢Bes de manejo durante a criagdo dos
animais, com os cuidados higiénicos nas
operacBes de abate e com a posterior
manipulacdo das carnes (Bourgeois, et al.,
1994). No Brasil, sdo poucos os relatos
sobre a veiculacdo das espécies de
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Campylobacter através de produtos de
origem animal e sobre o envolvimento delas
nas enfermidades transmitidas  por
alimentos. A escassez deste diagnostico
possivelmente pode ser devida as condigoes
de isolamento do agente, que por se tratar
de bactéria microaeréfila, necessita de
metodologia especial.

O efeito do resfriamento e do congelamento
na sobrevivéncia de C. jejuni ainda ndo
foram bem elucidados. Alguns estudos
confirmam uma reducdo significativa na
porcentagem de carcagas positivas para C.
jejuni ap6s o congelamento (Stern et
al.,1984, Alter et al, 2005). O
congelamento pode reduzir
significativamente a sobrevivéncia de
Campylobacter, uma vez que, diversos
fatores, incluindo a formacéo do gelo e a
desidratagdo, levam & injaria do micro-
organismo, além do estresse oxidativo que
pode induzir a morte da célula (Park, 2002).
No entanto, um namero significativo de C.
jejuni pode sobreviver ao resfriamento e
congelamento, desta maneira deve ser
alertado que estes tratamentos sozinhos nédo
garantem a seguranca do alimento, com
respeito a este micro-organismo (Bhaduri e
Cottrell, 2004; Georgsson et al ., 2006;
Rosenquist et al., 2006).

Com base nestes aspectos, este trabalho
teve como objetivo avaliar o Isolamento de
Campylobacter jejuni em carcacas de
frango coletadas em Industrias frigorificas
de Minas Gerais

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Histérico

Os primeiros registros de uma possivel
infeccdo por Campylobacter ocorreram na
Alemanha, em 1886, e foram relatados por
Theodor Escherich. Nestes relatos, foi
descrito que em 35 de 72 criancas com
diarréia foram encontradas bactérias em

forma de espiral que, a principio, foram
denominadas de Vibrio felinus (Butzler,
2004).

Porém, apenas em 1909 é que ocorreu a
primeira identificacdo da bactéria, feita por
McFadyen e Stockman, que observaram
gue 0 micro-organismo causador de
diarreias em humanos era semelhante a um
Vibrio reconhecido em episddios de aborto
em ovelhas. Em 1918, micro-organismos
similares foram identificados por Smith ao
examinar fetos bovinos abortados e, em
razdo de sua morfologia, foram
classificados como pertencentes ao género
Vibrio,  recebendo como  primeira
denominacéo, Vibrio fetus (Moore, 2005).
Em 1931, Jones et al., descreveram a
espécie Vibrio jejuni como causa da
disenteria em bezerros. As lesbes intestinais
causadas por esta bactéria foram observadas
principalmente na regido do jejuno. Em
1946, Levy descreveu um surto de diarréia
em humanos e verificou a presenga de
formas curvas e espiraladas de vibrides em
amostra de fezes e de sangue (Butzler,
2004).

Finalmente, no ano de 1963, 0 género
Campylobacter, que significa bactéria
encurvada, foi proposto por Sebald e Véron.
Estes pesquisadores englobaram nesse
género as bactérias antes denominadas de
Vibrio fetus, Vibrio jejuni e Vibrio coli, e
verificaram que estes micro-organismos
apresentavam caracteristicas muito
diferentes do Vibrio spp., tanto no
metabolismo quanto na composicdo dos
pares de bases do material genético (Moore,
2005).

Em 1966, com base em estudos
filogenéticos, Veron e  Chatelaine,
propuseram a inclusdo do  género
Campylobacter na familia Spirillaceae. Em
1973, estes mesmos autores consideraram
as bactérias V. jejuni e V. coli como duas
espécies diferentes denominando-as
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Campylobacter jejuni e Campylobacter
coli, respectivamente (Engberg, 2006).

Na década de 1980, Krieg (1984) sugeriu
gue o género Campylobacter ndo fosse mais
incluido na familia Spirillaceae, por
apresentar  caracteristicas  filogenéticas
incompativeis. Concordantes com estas
hipéteses, Vandamme e Del Ley (1991)
propuseram a criagdo da familia
Campylobacteriaceae, a qual pertencem 0s
géneros Arcobacter e Campylobacter
(Engberg, 2006).

Na atualidade, o género Campylobacter
engloba 17 espécies, cinco subespécies e
trés  bidtipos. As  espécies  mais
freqlientemente isoladas de animais e de
humanos sédo C. jejuni subsp. Jejuni, C.
jejuni subsp. doylei, C. coli, C. lari, C.
upsaliensis e C. helveticus (Foster et al.,
2004).

2.2. Caracteristicas do micro-organismo

O género Campylobacter (do grego
Kampulos=curvo e bacter=bastdo) é

constituido de bastonetes curvos em forma
de virgula, ”’S”, asa de gaivota ou espiral,
suas dimensdes variam entre 0,2 a 0,9 um
de largura por 0,5 a 5 um de comprimento.

Ll

Sao bactérias Gram-negativo,
microaerofilas, ndo hemoliticas, ndo
esporuladas e as colbnias frequentemente
ndo sdo pigmentadas (Fig. 1). Em culturas
mais antigas, ou sob condicdes de cultivo
adversas, as células de Campylobacter spp.
podem adquirir formas esféricas ou
cocbides, 0 que representa um estagio
degenerativo de seu ciclo de vida, sem levar
a perda de seu poder infectante
(Nachamkin, 2007). A transicdo da
morfologia celular vibridide para uma
forma cocoide ocorre na fase estacionaria
do crescimento e, durante esse processo,
ndo sdo detectaveis por metodologias
convencionais estando na forma viavel, mas
ndo cultivavel (VNC) (Bovill e Mackey,
1997).

As espécies do género Campylobacter sdo
maoveis por possuirem um flagelo polar em
uma ou em ambas as extremidades,
apresentando movimento em forma de
“saca-rolha”, ou “vai e vem”. Sao
organismos  sensiveis ao  oxigénio,
microaerofilos, requerendo de 3 a 5% de
oxigénio e de 2 a 10% de diéxido de
carbono e temperatura preferencial de 42°C
durante um periodo de 48 horas para 0 seu
desenvolvimento. Estes micro-organismos
ndo se desenvolvem em meios com pH
abaixo de 4,9 (Humphrey, 2007).
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Figura 1. Morfologia de Campylobacter por microscopi;\ eletronica e por coloragdo Gram (aumento
1000x). (Fonte: http://www.pref.aichi.jp/eiseiken/67f/microbiol.html)
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Estas espécies ndo utilizam carboidratos
como fonte de carbono e ndo fermentam
nem oxidam acgucares, devido a isso, obtém
energia a partir de aminoacidos ou
componentes intermediarios do ciclo do
acido carboxilico. Dentre o0 género
Campylobacter existem espécies que sao
catalase positivo e outras negativo (Tab. 1),
sendo que as principais espécies, C. coli e
C. jejuni sdo catalase positivo (Jay, 2005).

Micro-organismos Campylobacter spp. sao
oxidase positivo, indol negativo e redutores
do nitrato, exceto o Campylobacter jejuni
ssp. doylei. Este g@género ndo produz
hemolise e é extremamente sensivel ao
cloreto de sodio (essa sensibilidade varia de
acordo com a temperatura) (Franco e
Landgraf, 1996).

Tabela 1. Caracteristicas das espécies de Campylobacter nos testes de identifica¢do bioquimica

C. jejuni C. fetus
Ensaio C. jejuni  subsp. C.coli  C.lari  subsp. C. hyointestinalis o
: upsaliensis
doylei fetus
Crescimento
a25°C - * - - * D -
Crescimento
a35-37°C + + + + + + +
Crescimento
a42°C + + + + D + +
TSI, H,S - - D - - +@ -
Catalase + + + + + + -
Oxidase + + + + + + +
Utilizagdo i i i i i i i
de glicose
H_|droI|se do + + i i i i i
hipurato
Resisténcia
ao  éacido | S® S S R R R S
nalidixico
Resisténcia R R R R SO s s
a cefalotina

+: 90% ou mais linhagens séo positivas. -: 90% ou mais linhagens sdo negativas. D: 11-89% de linhagens
sdo positivas. R: resistente. S: susceptivel. (a): pequenas quantidades de H,S sdo encontradas em culturas
frescas de C. hyointestinalis (com menos de trés dias). (b): resisténcia ao acido nalidixico ja foi observada
em C. jejuni. (c): resisténcia a cefalotina ja foi observada em C. fetus subsp. Fetus (Hunt et al., 2001).

Campylobacter spp. sdo considerados
micro-organismos fastidiosos, pois sua
multiplicacdo ocorre de forma lenta.
Acredita-se que esta caracteristica se deve
ao pequeno tamanho do seu genoma (1600
Kb a 1700 Kb, compreendendo em tamanho
a 30% do genoma de Escherichia coli). Esta
caracteristica ~ também  pode  estar
relacionada ao fato de ndo fermentarem
carboidratos  (Vandamme, 2000). Por
possuir o genoma relativamente pequeno, 0
género  Campylobacter apresenta um
nimero menor de genes comparados aos
outros micro-organismos patogénicos e isto
reflete na necessidade de um meio
complexo para seu desenvolvimento, o que

dificulta a sobrevivéncia fora do ambiente
intestinal dos animais de sangue quente
(Bhunia, 2008).

As espécies patogénicas para 0 ser humano
sdo classificadas como termofilicas, por
apresentarem  temperatura  Otima  de
multiplicacdo de 42°C, sendo que as
temperaturas méximas e minimas giram em
torno de aproximadamente 30°C e 46°C,
respectivamente. 'S80 micro-organismos
rapidamente destruidos pelo calor, néo
sobrevivendo aos processos  térmicos
utilizados no preparo de alimentos
(Humphrey, 2007).
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Dentre as espécies termofilicas, C. jejuni
ssp. jejuni, C. coli e C. lari séo
consideradas as espécies mais importantes
como  patégenos para 0  homem.
Campylobacter jejuni se destaca como a
principal espécie causadora de
gastroenterites em humanos (CDC, 2012).
2.3.  Principais  reservatorios  de
Campylobacter

Os  micro-organismos  da  espécie
Campylobacter sdo encontrados no trato
gastrintestinal de uma grande variedade de
animais domésticos e silvestres (bovinos,
suinos, gatos, cdes, roedores e,
principalmente, aves). Os  pombos,
gaivotas, pardais, patos, perus e,
especialmente, o frango, sdo considerados
reservatorios primarios de C. jejuni. Sabe-
se que nas aves, a colonizacgdo é geralmente
assintomatica, podendo, a bactéria, ser
encontrada em niveis de 10° Unidades
Formadoras de Colbnias por grama
(UFC/g) de fezes (Keener, 2004). A alta
incidéncia de C. jejuni em frangos
(frequéncia de 30 a 100%) pode ser reflexo
da sua temperatura 6tima de multiplicacdo,
uma vez que o trato intestinal das aves tem
uma temperatura superior a dos mamiferos,
ou seja, cerca de 42 °C (Blaser e Reller,
1981; Schoeni e Doyle, 1992; Dickins et
al.,2002; Forsythe, 2002; Park, 2002).

2.4. Campilobacteriose

A campilobacteriose é a causa mais comum
de doenga diarréica nos Estados Unidos da
América (EUA). Segundo o Centro de
Controle e Prevencdo de Doengas (CDC),
sdo notificados aproximadamente quinze
casos de campilobacterioses por ano, para
cada 100.000 habitantes. Muitos casos ndo
sdo diagnosticados ou relatados, podendo-
se estimar que esta doenca afete mais de 2,4
mil pessoas por ano. Acredita-se que o0
nUmero de casos esteja subestimado, porque
muitos hospitais ndo fazem cultura de rotina
para o diagnostico deste agente (CDC,
2010).

A campilobacteriose também é a doenca de
origem alimentar mais comum na
Dinamarca, onde foram registrados, em

2003, 3.542 casos, com 90% das infeccdes
sendo causadas por C. jejuni. Em
Singapura, as principais bactérias isoladas
em 7.344 pacientes com diarreia foram:
Salmonella spp. (10,1%); Campylobacter
spp. (1,2%); Shigella SP. (1,1%); Vibrio
parahaemolyticus (0,8%) e Vibrio cholerae
(0,2%) (Ranthum, 2008).

C. jejuni e C. coli sdo responsaveis por
95% dos casos de campilobacteriose em
humanos. A maioria dos casos de
campilobacteriose sdo esporadicos, e 0s
surtos sdo incomuns. Porém, a infeccéo
pode ocorrer pela ingestdo de menos de 500
UFC (Black et al ., 1998; Keener, 2004 e
Park, 2002; Butzler, 2004).

2.4.1. Sintomas da campilobacteriose

A sintomatologia da campilobacteriose é
clinicamente semelhante a causada por
diversos outros patdgenos entéricos. Esta se
caracteriza por diarreia liquida
acompanhada de febre baixa e dores
abdominais. Em alguns casos, a febre pode
ser alta e as fezes podem conter sangue e
muco. Outros sintomas sdo nauseas, dor de
cabega, indisposicdo, vertigens e dor
muscular, sendo que raramente ocorrem
vOmitos. Mas o agravante é a baixa dose
infectiva, estimando-se que a ingestdo de
400 a 500 células possa provocar a doenga.
A fase aguda da diarreia dura dois ou trés
dias, mas as dores abdominais podem
persistir por até trés semanas (Nachamkin,
2007). Segundo Skirrow e Blaser (2000), os
pacientes se recuperam em uma semana e
apenas 20% dos casos necessita de terapia
com antibidticos.

Apesar da sintomatologia predominante da
campilobacteriose ser a diarreia, esta
infeccdo pode também causar problemas
muito graves como a Sindrome de Guillain-
Barré (GBS), a artrite reativa e a septicemia
em individuos imunossuprimidos (Mead,
2004).

A GBS ¢é caracterizada como uma doenga
autoimune e pos-infecciosa que causa
destruicdo da bainha de mielina dos nervos
periféricos, levando a paralisia
neuromuscular aguda, podendo
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comprometer 0os musculos da respiracdo e
causar a morte (Takahashi et al., 2005). O
desenvolvimento da GBS ocorre através de
um mecanismo de mimetismo antigénico
entre os lipo-oligossacarideos da bactéria e
os gangliosideos da membrana dos nervos
periféricos (Guerry, 2008). Quando C.
jejuni infecta o corpo humano, uma das
respostas imunes € a produgdo de
anticorpos especificos para a estrutura
desses lipo-oligossacarideos. No entanto, o
préprio corpo humano contém compostos
com exatamente a mesma estrutura
molecular e s&o encontrados na membrana
celular das células nervosas humanas.
Assim, a estrutura do lipo-oligossacarideo
do C. jejuni imita a estrutura molecular do
gangliosideo, e os anticorpos produzidos
em reacdo a membrana da bactéria também
reagem contra a membrana das células
nervosas. O resultado ¢ o dano do nervo
gue evolui em paralisia caracteristica da
GBS (Rees, 1995).

A GBS pode afetar duas em cada 100.000
pessoas e €, atualmente, a causa mais
comum de paralisia neuromuscular aguda
no mundo. Em um estudo realizado no
Japdo, 22 dos 159 pacientes (14%) com
GBS haviam tido infeccdo por C. jejuni
(Hughes, 2004). Em outro estudo feito na
Franca, 58 dos 264 pacientes (22%) com
GBS tiveram a doenga ap6s infeccéo por C.
jejuni (Sivadon et al., 2005).

Em outros casos, a infec¢do por C. jejuni
pode desencadear a Sindrome de Miller
Fisher, que se caracteriza por perda dos
reflexos oculomotores e relativa perda da
forca nas extremidades e tronco. O processo
¢ mediado por anticorpos-autoimunes
contra a mielina do sistema nervoso
(Overell e Willison, 2005).

Complicacbes decorrentes de enterite ndo
sdo comuns, embora tenham sido relatados
casos de bacteremias, septicemias, artrite
reativa, endocardites, infeccdo do trato
urinario, peritonites, meningites e abortos
apos a infeccdo intestinal (Butzler, 2004). A
taxa de letalidade é de 0,1 o6bitos por mil
casos. Fatalidades sdo raras em individuos
saudaveis, mas costumam ocorrer em

pacientes com cancer ou outras doencas
debilitantes (WHO, 2009).

Para estabelecer uma infeccdo suficiente
para causar a doenca, 0 micro-organismo
precisa sobreviver ao estresse fisioldgico
associado a ambientes externos e internos,
tais como flutuacbes de temperatura,
variagbes de pH, diferentes tipos de
hospedeiro, imunidade do hospedeiro,
estresse oxidativo e fornecimento de
nutrientes limitado. (Guerry, 2007).

Praticamente todas as pessoas infectadas
com Campylobacter irdo se recuperar sem a
necessidade de nenhum  tratamento
especifico. Em algumas circunstancias, 0s
antibioticos devem ser usados. Estas
incluem febre alta, fezes sanguinolentas,
doencas prolongadas (sintomatologia com
duracdo mais longa que duas semanas)
gestacdo, infeccdo por HIV e outros
estados  imunocomprometidos  (Allos,
2001). Os pacientes devem beber liquidos
em abundancia enquanto a diarreia persistir.
Em casos mais graves, antimicrobianos
como eritromicina, ciprofloxacina podem
ser usados (Snelling et al., 2005).

25. Mecanismo de viruléncia e
patogénese

O mecanismo pelo qual Campylobacter
causa doenca em humanos ainda ndo esta
esclarecido. Porém, sdo reconhecidos dois
fatores principais de viruléncia: a adesdo e a
invasdo de células epiteliais do hospedeiro
com producéo de toxinas.

O passo inicial para que ocorra a infeccdo
por Campylobacter é a adesdo. Elementos
estruturais como o flagelo, algumas
proteinas de membrana externa e o
lipopolissacarideo permitem a travessia do
muco intestinal e adesdo da bactéria a
célula epitelial. O formato curvo-espiralado
da célula e o movimento tipico em “saca-
rolha” do Campylobacter facilitam o
contato com o epitélio do intestino
(Fernandez, 2008).

A invasdo celular tem importante papel na

patogenicidade de Campylobacter. A
habilidade e a intensidade da invasdo
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parecem ser linhagem dependente, como
mostram os estudos in vitro realizados com
diferentes linhagens celulares como a Hep-
2 (células de carcinoma de laringe humana),
a HeLa (célula de carcinoma de Utero
humano) e também células do tecido
epitelial intestinal humano  INT-407.
Acredita-se que microfilamentos de actina e
a formacdo de microtdbulos seriam
responsaveis pela internalizacdo. Além
disso, certas proteinas sintetizadas por
Campylobacter, apés contato com a célula
eucariotica, poderiam facilitar a
internalizagdo da bactéria promovendo a
inflamacdo e a bacteremia (Ketley, 1997;
Van Vliet e Ketley, 2001; Fernandez,
2008).

A atividade toxica deste micro-organismo
vem sendo estudada, pois se acredita que
somente a invasao das células hospedeiras
ndo seria capaz de causar os efeitos
citopaticos observados nas enterites (Van
Vliet e Ketley, 2001).

A toxina de distensdo citoletal (CDT) ja foi
caracterizada e detectada em diversas
amostras de Campylobacter (Wassenaar et
al., 1997; Purdy et al., 2000). Seu papel
como fator de viruléncia ainda ndo estd
elucidado, mas acredita-se que haja o
envolvimento da CDT no processo de
diarréia causando alteracdo nas células da
cripta epitelial, levando a uma erosédo
temporéria e subsequente perda da funcéo
de absorcéo (Van Vliet e Ketley, 2001).

Outra citotoxina bastante estudada é a
toxina citoletal de arredondamento (CRLT),
gue recebe esse nome em fun¢do do aspecto
arredondado que confere as células
hospedeiras (Wassenaar et al. , 1997).

Outro fator de viruléncia que parece ter
relagdo com C. jejuni é a producdo de
hemolisinas. A sintese de hemolisinas,
entretanto, parece ser dependente da
presenca de quelantes de ferro como o
calcio, que auxilia a ligacdo da toxina na
membrana dos eritrocitos (Barateia et al .,
2001).

2.6. Fontes de contaminacao

Todos os alimentos oriundos de animais
contaminados por Campylobacter sdo
considerados  veiculos  potenciais de
transmisséo do micro-organismo. Partindo
dessa premissa, 0s cuidados higiénicos e
tecnolégicos durante a evisceracdo de
animais de abate s&o muito importantes. E
provavel que 0 controle da
campilobacteriose humana melhore com o
dominio da infeccdo dos animais e com a
prevencdo da contaminagdo de produtos
alimenticios de origem animal (Pardi et al.,
1995). Além disso, o cozimento adequado
dos alimentos potencialmente contaminados
(por exemplo, a carne de frango) e a
pasteurizacdo do leite e de produtos lacteos
s80 essenciais para a prevencdo da
campilobacteriose (Strohl et al., 2004).

O maior nimero de casos esporadicos
ocorre, por contaminacdo cruzada durante a
manipulacdo de carne de frango crua ou
pelo consumo da carne mal cozida (Keener,
2004).

2.7. Contaminacdo de frango por
Campylobacter

2.7.1. Contaminacdo de frango por
Campylobacter, no abatedouro

Carvalho et al. (2002) pesquisaram a
bactéria Campylobacter jejuni nas
diferentes etapas da linha de abate de um
abatedouro avicola localizado na regido
nordeste do estado de S&o Paulo. A agua de
lavagem das carcacas ap0s a evisceracao
mostrou uma elevada taxa de contaminacao
por Campylobacter, sendo 61,3% das
amostras  positivas para este micro-
organismo.

Nas carcacas examinadas em abatedouro, a
frequéncia de isolamento de Campylobacter
variou entre 15% a 78,5% (Lindblad et al.,
2006; Arsenault et al., 2007; Atanassova et
al., 2007; Ghafir et al., 2007; Son et al.,
2007;). Esta contaminacao foi mais elevada
na etapa do pré-chiller, conforme verificado
por Son et al.(2007), que encontraram 0O
micro-organismo em 100% das carcacas
analisadas. Aves, na etapa de pré-
escaldagem, também apresentaram elevada
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frequéncia da bactéria, sendo esta detectada
em 92% das carcacas de frango.

Franchin et al. (2007) pesquisaram a
frequéncia de Campylobacter termofilico
em carcacas de frango durante 0 processo
de abate em um abatedouro do sul do
Brasil. Dentre as 335 amostras analisadas,
84,7% foram positivas para Campylobacter
nas carcagas apos o “chiller”.

Kuana et al. (2008), em Porto Alegre,
pesquisaram  Campylobacter spp. em
carcagas de frango de corte antes da
imersdo no “chiller” e encontraram valores
superiores a 97,9% de amostras positivas.
Os mesmos autores avaliaram também a
presenca  deste  micro-organismo  na
producéo de 22 lotes comerciais de frangos
de corte e detectaram a bactéria em 81,8%
das amostras de contetdo cecal, 80,9% das
amostras de fezes e 80,4% das amostras de
“swab” cloacal.

A elevada contaminacdo das carcagas de
aves nas etapas de pré-escaldagem e pré-
chiller, pode ser explicada pela
probabilidade de ruptura do intestino em
fases anteriores resultando em
contaminacdo destas (Son et al., 2007).
Dentre as espécies, C. jejuni e C. coli foram
as mais encontradas em amostras de
carcacas de frango de abatedouro.

Atanassova et al. (2007), na Alemanha,
examinaram 144 amostras de peru na planta
processadora apds a desossa e encontraram
uma prevaléncia de Campylobacter spp. de
29,2%. Apos o isolamento da bactéria, a
diferenciacdo bioquimica mostrou que C.
jejuni  foi encontrado em 61,9% das
amostras, seguido de C. fetus (23,8%) e C.
coli (14,3%).

2.7.2. Contaminacdo de frango por
Campylobacter, em amostras obtidas no
varejo

A carne de frango e seus derivados sdo
considerados 0s  principais  veiculos
transmissores de Campylobacter para
humanos. A elevada incidéncia deste micro-
organismo nas aves vivas tém merecido
atencdo especial por parte de alguns
pesquisadores  (Butzler, 2004). As

porcentagens de lotes de frango colonizados
com Campylobacter variam muito entre 0s
paises e esta variacdo pode ser devido as
diferentes técnicas de amostragem e
isolamento (Jorgensen et al., 2000; Mead,
2004; Newell, 2004).

A ocorréncia de espécies termotolerantes de
Campylobacter em 200 amostras de frango
foi de 44,5% em um estudo realizado no
Peru, sendo C. jejuni a espécie mais isolada,
correspondendo a 21,5% das amostras,
seguida de C. coli (14%) e C. lari (9%)
(Tresierra-Ayala et al ., 1995).

Em um trabalho realizado no sul do Chile
25,7% das 300 amostras analisadas estavam
contaminadas com Campylobacter, sendo
que 76,6% eram C. jejuni e 23,4% C. coli
(Fernandez e Torres, 2000).

Um estudo feito no Brasil avaliou a
presenca de C. jejuni em 48 amostras de
diversos produtos derivados de carne
bovina, suina, frango, pato, ovos e leite
obtidos em estabelecimentos comerciais da
regido de S&o Gongalo, Rio de Janeiro. Foi
isolado C. jejuni em 64,8% do total das
amostras analisadas, sendo que 100% das
amostras de coxa e figado resfriadas de
frango estavam contaminadas. Ndo houve
isolamento nas amostras de carne suina
congelada, figado bovino resfriado, leite de
cabra e queijo frescal (Gongalves e Franco,
2002).

Tanto Dominguez et al. (2002) como
Jorgensen et al. (2002) estudaram a
ocorréncia de Campylobacter spp. e de
Salmonella spp. em carne de frango na
Inglaterra e Espanha e observaram que a
frequéncia de contaminacdo foi maior para
Campylobacter, mostrando a importancia
das aves como reservatorios do micro-
organismao.

Segundo Dominguez et al. (2002), na
Espanha, das 198 amostras de carne de
frango obtidas no varejo encontrou-se
Salmonella spp. em 71 (35,83%) e
Campylobacter spp em 98 (49,5%) .

Porém, Jorgensen et al. (2002) isolaram, na
Inglaterra, 25% Salmonella spp. e 83% de
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Campylobacter das 241 amostras de carnes
de frango do varejo.

Entre as pesquisas realizadas com cortes de
frango do varejo, na Itlia e Japdo, Pezzotti
et al. (2003) e Sallam (2007) encontraram
as maiores taxas de contaminacdo por
Campylobacter  termofilico. Na Italia,
Pezzotti et al. (2003) encontraram o micro-
organismo em 81,3% das 155 amostras de
carne de frango do varejo e Sallam (2007),
no Japdo, observou que 110 (64,7%) de 170
amostras de frango estavam contaminadas
por Campylobacter.

Nos Estados Unidos, estudos tém mostrado
que 60 a 80% das carcagas de frango estédo
contaminadas com Campylobacter, com
contagens variando de 10.000 a 100.000
micro-organismos por carcaga (Kenner,
2004).

Paulsen et al. (2005) analisaram 461
amostras de carne de aves, suina e bovina e
seus derivados adquiridas em
supermercados e lojas de conveniéncias na
Austria. Campylobacter spp. foi isolado
em 24,84% das amostras de aves, 4,76% de
suinos e em bovinos Campylobacter ndo foi
isolado.

Scherer et al. (2006), na Alemanha, também
encontraram elevada percentagem (65,7%)
de Campylobacter spp. em 140 amostras de
coxa de frango.

Parisi et al. (2007), no sul da Itélia,
avaliaram 30 amostras de carne de frango
do varejo e detectaram Campylobacter em
22 (76%) amostras. Em outro trabalho
realizado na Italia por Pepe et al. (2009) foi
demonstrada a presenca de Campylobacter
em 37,1% das amostras de carcacas de
frango.

Segundo Bardon et al. (2009), na Republica
Tcheca, a ocorréncia de Campylobacter em
amostras de frango aumentou nos Gltimos
anos, em 2006 a frequéncia de
Campylobacter era de 43%, aumentando
para 46% em 2007 e 50% em 2008.

Dominguez et al. (2002), estudaram na
Espanha, 198 amostras de carne de frango
obtidas no varejo encontrou-se Salmonella

spp. em 71 (35,83%) e Campylobacter spp.
em 98 (49,5%) amostras. A frequéncia de
contaminacao foi maior para
Campylobacter. O mesmo trabalho foi
realizado por Jorgensen et al. (2002) na
Inglaterra, e das 241 amostras de carnes de
frango do varejo Salmonella spp. foi isolada
de 25% das amostras e Campylobacter spp.
foi isolado de 83% das amostras, mostrando
a importancia das aves como reservatorios
do micro-organismo.

Muitos esforcos tém sido feitos no sentido
de diminuir a presenca de Campylobacter
na carne de frango, porém, o resultado
obtido tem sido limitado, pois sdo poucas as
informacbes conclusivas de como esse
micro-organismo  contamina os  lotes
comerciais de frango. Além disso, ainda
ndo existem métodos efetivos de controle
de Campylobacter nas granjas (Kenner,
2004).

2.8. Surtos causados por Campylobacter

Em agosto de 2003, foi registrado o Gltimo
surto relatado de doenga de origem
alimentar causado por Campylobacter em
Sdo Paulo, de acordo com dados do CVE-
SP (CVE, 2003). Esse surto ocorreu na
cidade de Santo André e envolveu duas
pessoas que haviam ingerido carne de
frango.

Em Madri, na Espanha, em maio de 2003,
foi identificado um surto de gastroenterite
causada por Campylobacter em uma escola.
Oitenta e um casos foram identificados em
um total de 253 pessoas avaliadas. O estudo
revelou que um veiculo incomum, uma
sobremesa a base de creme feita com leite
UAT, foi associado com a doenca. O creme
foi contaminado com Campylobacter jejuni
proveniente de frango cru preparado no dia
anterior na mesma cozinha (Jiménez et al.,
2005).

As estimativas mostraram que no ano 2000,
na Inglaterra e no Pais de Gales, ocorreram
aproximadamente  360.000 casos de
infeccdo por Campylobacter, totalizando
27% das doencas de origem alimentar
(Adak et al.,, 2005). Na Holanda, foram
estimados 80.000 €asos de
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campilobacteriose por ano e 0s custos com
a doenga chegaram a 21 milhdes de euros
(De Wit et al., 2001; Havelaar et al., 2005).

Em maio de 2005, na cidade de Copenhage,
Dinamarca, ocorreu um surto causado por
Campylobacter jejuni e relacionado ao
consumo de prato a base de frango por
empregados de uma empresa. Este foi o
primeiro grande surto de campilobacteriose
identificado e associado a um alimento
contendo carne de frango na Dinamarca
(Mazick et al., 2006).

No ano de 2008, 18.499 casos de infecgdo
por patdgenos intestinais foram
confirmados em laboratério nas areas
pesquisadas pelo FoodNet, sendo que o
numero de infecgbes causadas pelo género
Campylobacter, para cada 100.000
habitantes, foi de aproximadamente 5.825,
ficando atras somente da Salmonella que
afetou 7.444/ 100.000 habitantes (MMWR,
2008).

Um  grande surto  causado  por
Campylobacter jejuni ocorreu no Canada,
em junho de 2007. Agua e lama
contaminadas com fezes de animais foram
ingeridas pelos participantes de uma corrida
de bicicleta e foi a provavel causa. O surto
afetou mais de 200 dos 785 participantes da
corrida de 67 km em British Columbia
(Stuart et al., 2008).

Um grande surto de campilobacteriose
causado por alimentos e envolvendo um
grande numero de pessoas, foi relatado ao
CDC em outubro de 2007 e foi relacionado
ao consumo de queijo fresco (MMWR,
2007). Nesse episddio, 101 pessoas
consumiram queijo produzido a partir de
leite ndo pasteurizado em uma comunidade
rural no Kansas. Dentre as 101 pessoas que
consumiram o queijo, 67 (66%) adoeceram.
Campylobacter jejuni foi isolado de duas
pessoas doentes que apresentaram padrdes
genéticos  indistinguiveis  através  de
eletroforese de campo pulsado. Uma cepa
de Campylobacter jejuni isolada de uma
terceira pessoa doente apresentou-se muito
semelhante as outras duas. Embora todas as
amostras de queijo tenham se mostrado
negativas para  Campylobacter, 0s

resultados de investigacdo epidemiolégica
mostraram associagdo entre a doenca e o
consumo do mesmo.

29. Efeito do resfriamento e
congelamento na sobrevivéncia de
Campylobacter spp

A reducdo da temperatura prolonga a vida
atil dos alimentos, devido ao aumento no
tempo de refrigeracdo, retardando a
multiplicacdo microbiana. A refrigeragéo
evita a multiplicagdo dos micro-organismos
termofilos, e de muitos mesofilos. A
diminuicdo da temperatura de um alimento
abaixo do seu ponto de congelamento faz
com que parte da agua que o alimento
contém mude de estado, formando cristais
de gelo. A imobilizacdo da agua na forma
de gelo e 0 aumento na concentracdo de
solutos reduzem a atividade de 4&gua
impedindo a multiplicagdo dos micro-
organismos (Fellows, 1994).

A carne refrigerada é aquela armazenada
em temperaturas de 0 a 4 °C. O prazo de
vida comercial das carnes resfriadas varia
em funcdo das condicOes técnicas de sua
obtencdo 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 conservagdo, 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 é&gua inicia seu
congelamento a temperaturas inferiores a -
1,5°C. Em temperaturas abaixo de -5°C
aproximadamente 75% da &gua cristaliza-
se, a -10 °C cerca de 82%, a -20 °C em
torno de 85%, e a -30 °C aproximadamente
87% da agua ja se encontra na forma
cristalizada. Porém, 12% da agua total da
carne encontra-se de tal forma ligada as
proteinas que nao se congela, ainda que em
temperaturas muito baixas (Pardi et al.,
1995).

O efeito do resfriamento e do congelamento
na sobrevivéncia do Campylobacter spp.
ainda ndo est4 bem elucidado. O C. jejuni
apresenta uma temperatura Otima de
multiplicacdo entre 37 a 42°C e ndo cresce

20



em temperaturas inferiores a 30°C, porém
apresenta atividade bioldgica a 4 °C, e pode
sobreviver na agua por diversas semanas a
esta temperatura (BAM, 2001; Bhaduri e
Cottrell, 2004). Alguns estudos
confirmaram uma reducdo significativa na
porcentagem de carcagas positivas para C.
jejuni apo6s o congelamento (Stern et al.,
1984; Alter et al., 2005). Diversos fatores,
incluindo a formacdo do gelo e a
desidratacdo da célula podem levar a injuria
do micro-organismo, além disto, o estresse
oxidativo pode levar a morte da célula,
reduzindo significativamente a
sobrevivéncia do Campylobacter ao
congelamento (Park, 2002).

Lee et al. (1998) comprovaram que C.
jejuni é habil em sobreviver por longo
periodo (56 dias) armazenado a -20 °C,
temperatura da maioria dos freezers
domeésticos. Apesar da redugdo de
aproximadamente 5 Logl0 nas contagens
de UFC/g por plagueamento direto, no
entanto, C. jejuni  permaneceu viavel,
mesmo em baixas contagens.

Bhaduri e Cottrell (2004) avaliaram a
sobrevivéncia do C. jejuni durante o
resfriamento a 4 °C e congelamento a -20
°C em amostras de frango irradiadas e
artificialmente contaminadas. A
refrigeracdo  causou um pequeno
decréscimo nas contagens somente apos 3 e
7 dias, indicando que esta bactéria pode
sobreviver ao periodo de estocagem
utilizado durante a comercializacdo de
carnes resfriadas. As amostras congeladas
apresentaram um declinio significativo na
contagem de C. jejuni, porém, células
viaveis foram detectadas ap6s 14 dias de
estocagem. Indicando que uma porgéo
significativa de C. jejuni sobrevive ao
resfriamento, congelamento e armazenagem
combinada de resfriamento e congelamento.
Esses resultados alertam que estes
tratamentos sozinhos ndo garantem a
seguranca do alimento. As amostras foram
analisadas em 4&gar tripticase soja contendo
sangue e Agar Charcoal Cefoperazona
Desoxicolato Modificado (m-CCDA).

Um estudo feito no Pais de Gales, entre
mar¢o a dezembro de 2003, mostrou que 0

congelamento  reduziu a  contagem
inicialmente, mas ndo prejudicou a
recuperagdo do  Campylobacter  nas
amostras de carne de frango analisadas.
Neste estudo 73,5% das 544 amostras de
carne de frango fresca e 71,9% das 192
amostras congeladas analisadas estavam
contaminadas com Campylobacter
(Meldrum, 2005).

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 e
armazenadas a -20°C por 31, 73, 122 e 220
dias. Apo6s 31 dias houve uma reducdo
significativa (p<0,05) na contagem do
micro-organismo em comparacdo com a
amostra analisada logo apds o abate. Apds
73 dias esta contagem estabilizou, ndo
havendo reducdo significativa até o periodo
final. Os métodos de analise utilizados
neste trabalho foram plagueamento direto
em Agar m-CCDA e a técnica de NMP com
caldo preston. Descrito em detalhes por
Line et al. (2001).

Em 1999 a Islandia teve uma taxa de
aproximadamente 116 casos de
campilobacteriose por 100.000 pessoas, no
ano seguinte, quando a Islandia decidiu
empregar o congelamento da carne de
frango como uma estratégia para reduzir a
exposicdo humana ao Campylobacter, a
taxa da doenca reduziu para 33 casos por
100.000 pessoas. Em 2001, a Noruega
adotou a mesma estratégia (Georgsson et
al., 2006).

Maziero et al. (2007) encontrou
Campylobacter spp. termotolerante em 28
(93,3%) das 30 amostras frescas, em 16
(53,3%) das 30 amostras refrigeradas e em
11 (36,67%) das 30 amostras congeladas
analisadas pela técnica de plaqueamento
direto. A contagem média das amostras
congeladas foi de 0,5128x10" UFC/g, sendo
a contagem minima obtida de 5,1286x10"
UFC/g e a maxima de 1,9953x10° UFC/g.
As contagens foram significativamente
menores que as obtidas nas amostras
frescas.
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2.10. Meétodos para identificacdo de
Campylobacter

Por causa da baixa dose infectante, o
diagndstico do  Campylobacter em
alimentos estd se tornando de grande
importancia. E necessario dispor de
métodos rapidos e confidveis para detectar a
presenca do Campylobacter em uma
amostra suspeita.

A deteccdo de Campylobacter em alimentos
deve levar em consideracdo que a
populacdo presente pode ser baixa, pois 0
Campylobacter é sensivel a concentracdo
de oxigénio do ar (21%) e ndo cresce em
temperaturas abaixo de 30°C, utilizadas
normalmente na conservacao dos alimentos.
O sucesso da deteccdo, geralmente,
depende da anédlise de um grande ndmero
de amostras, concentragdo de células
presentes e enriquecimento seletivo em
condi¢bes microaerdfilas a temperatura de
42 °C (Silva et al., 1997).

Diferentes métodos sdo usados, sendo
importante avaliar se a técnica a ser
utilizada é adequada ao tipo de alimento a
ser examinado (Moore, 2001).

A manutencéo de condigdes seletivas, tanto
no enriquecimento quanto no plaqueamento
subsequente, € garantida pela utilizacéo de
meios nutritivos suplementados com sangue
de cavalo ou carneiro e diferentes
antibiodticos, tais como, vancomicina,
polimixina, cicloheximida, trimetroprim,
rifampicina, cefoperazona, anfotericina,
cefalotina, colistina, cefazolina,
novobiocina e bacitracina. A utilizacdo de
meios adicionados de carvdo ativado em
substituicdo ao sangue é comum, além da
adicdo de agentes redutores, como o sulfato
ferroso, metabissulfito de sodio e piruvato
de sodio, na concentracdo de 0,025% cada
(Silva et al., 1997).

Os antibiéticos mais utilizados no
isolamento  de  Campylobacter  séo:
vancomicina (inibe cocos Gram-positivo);
polimixina B (inibe Enterobacteriaceae e
Pseudomonas spp.); trimetoprim (inibe
Proteus spp. e cocos Gram-positivo) e

cefalosporinas (inibem Enterobacter spp.,
Serratia spp., Pseudomonas aeruginosa,
alguns Proteus spp., Yersinia
enterocolitica) (Donnison, 2003).

Diferentes métodos de identificacdo sdo
atualmente empregados. Dentre eles estdo
0s métodos imunoldgicos, bioquimicos e
moleculares.

2.10.1. Métodos imunolégicos

Os  métodos  imunoldgicos  foram
desenvolvidos para  quantificar a
concentracdo de antigenos e anticorpos, por
apresentarem grande  sensibilidade e
especificidade, tornaram-se técnicas
padronizadas para pesquisa e aplicacGes
clinicas. Entre esses métodos, um dos mais
usados é o ELISA, do inglés Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (Ensaio de
Imunoabsorcao Ligado a Enzima).

O método ELISA baseia na identificacéo de
anticorpos e ou antigenos, por anticorpos
marcados com uma enzima, de maneira que
esta enzima age sobre um substrato e a
reacdo faz com que o cromégeno mude de
cor. O produto da reagdo, além de colorido,
é insoltvel para ndo difundir do local da
formagéo.

Teste de aglutinacdo de latex, esse método
envolve o uso de “microesferas” de latex
revestidas com 0 anticorpo espécie
especifico que, ao entrar em contato com 0s
antigenos da superficie celular, ou extratos
de antigeno das espécies bacterianas,
desencadeia uma ligacdo cruzada, formando
complexos antigeno-anticorpo, geralmente
entre 2 e 5 minutos. A reacdo cruzada dos
anticorpos € o maior problema do teste.
Outra desvantagem é a deteccdo de apenas
micro-organismos com antigenos
acessiveis, além de ndo ser capaz de avaliar
a susceptibilidade a antimicrobianos
(Ferreira, 1996).

O Teste ELFA (Enzyme Linked
Fluorescent  Assay), € um ensaio
imunoenzimatico fluorescente que associa o
método sanduiche em duas etapas, com
uma deteccdo final por fluorescéncia. A
reacdo antigeno-anticorpo é marcada com
um anticorpo associado com uma enzima
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fosfatase alcalina, que reagird com um
substrato que produzird um composto
fluorescente. A emissdo de fluorescéncia é
proporcional a quantidade de Antigeno ou
(anticorpo) presente na amostra.

O VIDAS® Campylobacter é um teste
qualitativo automatizado nos aparelhos
VIDAS®, que permite a deteccdo de
Campylobacter nos produtos alimentares,
apos enriquecimento, pela técnica ELFA. O
dispositivo VIDAS® CAM foi
desenvolvido como um método de
rastreamento rapido que assegura a
deteccdo de trés espécies patogénicas de
Campylobacter: C. coli, C. jejuni e C. lari.
E um teste imunoenzimatico que permite a
deteccdo de antigenos de Campylobacter
pelo método ELFA com sistema
automatizado VIDAS®. O interior do cone
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estd coberto por anticorpos  anti
Campylobacter  adsorvidos em  sua
superficie. Os outros reagentes da reacao
imunologica estdo prontos e pré-repartidos
na barrete. Os antigenos, presentes na
amostra, irdo fixar-se aos anticorpos. Os
elementos livres serdo eliminados por
lavagem. Em seguida, 0s anticorpos
monoclonais conjugados com fosfatase
alcalina sdo aspirados e vdo fixar-se aos
antigenos de Campylobacter, que ja se
encontram fixados na parede do cone.As
etapas de lavagem eliminam o conjugado
ndo fixado. Durante a etapa final de
revelacdo, o substrato (4-metil-umbeliferil
fosfato) € aspirado e dispensado no cone; a
enzima do conjugado catalisa a reacdo de
hidrolise deste substrato num produto (4-
metil-umbeliferona) cuja  fluorescéncia
emitida é medida a 450 nm (Fig. 2).

- Sanduiche Anticorpo conjugado a
‘ | Fosfatase Alcalina

\
'3

4-metil-
umbeliferil
fosfato

Figura 2. Ligagdo antigeno anticorpo e fluorescéncia emitida no teste VIDAS® Campylobacter

Terminando o teste, os resultados s&o
analisados automaticamente pelo aparelho
que fornece um valor para cada amostra.
Este valor é comparado com referéncias
internas (limiares) e cada resultado é
interpretado (positivo/negativo)
(bioMérieux, VIDAS® Campylobacter,
REF 30111-07999 H - pt - 2007/09).

2.10.2. Métodos bioquimicos

Um dos meios de enriquecimento mais
utilizados é o caldo Bolton, que pode ser
usado com sucesso sem sangue, e contém
sulfato ferroso, metabissulfito de sodio e
piruvato de sodio (Paulsen et al., 2005).
Estes compostos suplementares aumentam a
tolerancia do Campylobacter ao oxigénio
extinguindo anions superoxidos e peréxido
de hidrogénio que ocorrem
espontaneamente no meio de cultura. O

sulfato ferroso, piruvato de sédio e o
metabissulfito de s6dio agem destruindo o
radical superoxido, facilitando 0
desenvolvimento do  micro-organismo
(Goncalves e Franco, 2002).

O caldo Bolton é recomendado pelo FDA
(Food and Drug Administration) para
recuperar Campylobacter em diferentes
tipos de alimentos, associado ao pré-
enriguecimento com incubacdo a 37°C por
4 horas. O pré-enriquecimento permite a
recuperacdo das células de Campylobacter
injuriadas pela desidratacdo, aquecimento,
falta de nutrientes, congelamento ou
exposicdo a radicais de oxigénio. Portanto,
a incubacdo a 37 °C por 4 horas ¢é
recomendada antes da incubacdo a 42°C
por mais 20 a 44 h em condicOes
microaerofilas, seguido de estriamento em
agar seletivo (Donnison, 2003).
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Os &gares seletivos mais utilizados para a
pesquisa do Campylobacter sdo, mCCDA,
CampyFood, Skirrow ou Butzler. As
colbnias de Campylobacter nos diversos
meios de plagueamento sdo semelhantes,
podendo apresentar-se lisas, convexas e
brilhantes, ou com bordas perfeitas, ou
planas, translicidas e lustrosas, com bordas
irregulares e espalhadas. Geralmente sdo
incolores, levemente cremes ou
acinzentadas, com dimensdo variando de
pontual a 4 a 5 mm de didmetro.

Em amostras com uma elevada carga de
microbiota competitiva 0s agentes seletivos
do meio de enriquecimento podem ser
insuficientes para inibir a multiplicacdo
desta e comprometer a detecgdo de
Campylobacter (Dufrenne et al., 2001).

E muito importante lembrar que embora
véarias  técnicas de isolamento  de
Campylobacter tenham sido testadas e
aprovadas, a exposicdo de Campylobacter a
condicbes adversas como: deficiéncia
nutritiva, pH &cido e congelamento, pode
causar injaria sub-letal e isto pode inibir a
multiplicacdo subsequente nos meios de
isolamento empregados nos laboratérios
(Mead, 2004). Estas condigoes
desfavoraveis induzem as células a mudar
sua caracteristica de morfologia vibridide
para a forma cocoide (VNC — viaveis, mas
ndo cultivdveis), que ndo podem ser
cultivadas, mesmo em meios seletivos. As
células cocoides rettm algumas das suas
propriedades associadas & manutencdo da
viabilidade e viruléncia, mesmo com a
inibichio de transcricio de DNA, e
permanecem capazes de reduzir certos sais
de tetrazolio (Mead, 2004). As células VNC
representam um perigo potencial a salde
publica e sdo de interesse consideravel em
microbiologia de alimentos, ja que um lote
pode ser liberado devido a ndo deteccdo do
patdgeno, apesar da sua presenca (Forsythe,
2002).

O VITEK® 2 é um sistema de identificacdo
automatica, através de provas bioguimicas
para diversas espécies bacterianas e
fangicas. Possui um cartdo de identificacdo
de micro-organismos fastidiosos (NH), que

se baseia em métodos bioguimicos e
substratos recentemente desenvolvidos, que
medem a utilizacdo da fonte de carbono e
atividade enzimatica, que sdo detectadas
por leituras dpticas.

Este cartdo NH é capaz de identificar 171
espécies sem a necessidade de testes
adicionais  pois conttm 30 testes
bioguimicos nas seguintes categorias: 11
glicosidase e testes peptidase, 10 testes de
acidificacdo, 5 testes alcalinizagdo, e 4
testes diversos.

O cartdo NH é um bom método para a
identificacdo de diversos grupos de
organismos exigentes. A vantagem desta
técnica sobre outras de identificacdo de
micro-organismos sdo na facilidade quanto
a rastreabilidade, garantia de precisdo,
rapidez na técnica e seguranca para O
analista.

2.10.3. Métodos moleculares

A técnica PCR foi desenvolvida
primeiramente por Kary B. Mullis em 1985,
esta técnica permite obter milhGes de clpias
de um segmento especifico de DNA por
meio da acdo da enzima Tag DNA
polimerase e de  oligonucleotideos
iniciadores (primers) sobre um DNA molde.
E realizada em um  equipamento
automatizado e computadorizado,
denominado termociclador, que promove a
alternancia de temperaturas por
determinados  periodos de  tempo,
possibilitando a ocorréncia de ciclos
repetitivos de desnaturacdo e sintese do
DNA (Gandra et al., 2008).

Num panorama mais moderno, no que diz
respeito a identificacdo de bactérias do
género Campylobacter, a técnica PCR
(Polymerase Chain Reaction) tornou-se
muito difundida e bastante utilizada para o
diagndstico laboratorial de Campylobacter
spp, principalmente pelas vantagens que
oferece, aliadas a alta sensibilidade e
especificidade, além da facilidade de sua
execucéo (Butzler, 2004).

A PCR é uma técnica de biologia
molecular que permite a replicacdo “in
vitro” do DNA de forma extremamente
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rapida. Na PCR convencional os produtos
de amplificagdo sdo detectados pela
coloracdo de brometo de etidio no gel de
agarose apds separacdo por eleforese. No
entanto, diversas variacbes de padrdo de
PCR tém surgido, dentre eles estd a PCR
multiplex e a PCR em tempo real. Na PCR
multiplex, véarios alvos podem ser
amplificados na mesma reagcdo devido a
utilizacdo de varios pares de “primers”
('Yoshitomi et al.2006).

A técnica de PCR em tempo real tem sido
utilizada para detecgdo e quantificacdo de
Campylobacter em alimentos e amostras
clinicas (Oberst et al.; 1998; Sharma et al.,
1999; Bellin et al., 2001) O uso de sondas
fluorogénicas especificas tem facilitado a
deteccdo automatizada e quantificacdo do
gene amplificado. A aplicacdo do PCR em
tempo real oferece vantagens de ser mais
sensivel e rapido por ndo requerer
procedimentos p6s PCR para detectar
produtos de amplificacdo, necessarios nos
procedimentos  baseados em  PCR
convencional (Jinneman et al., 2003).

Botteldoorn et al. (2008), na Bélgica,
guantificaram Campylobacter em carcacas
de frango utilizando a PCR em tempo real e
encontraram média de populacdo de 8,25
logl0 UFC. Utilizando a metodologia
tradicional de enumeracdo em &gar
mCCDA, tiveram uma média de contagem
de 4,64 log10 UFC.

3. MATERIAL E METODOS

As 240 carcagas de frango analisadas neste
trabalho foram obtidas, diretamente das
indastrias  (abatedouros avicolas), pelas
coordenadorias regionais do Servico de
Inspecdo Estadual do Instituto Mineiro de
Agropecuéria (IMA) e Servico de Inspecédo
Federal (SIF) do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
localizadas no Estado de Minas Gerais. As
amostras foram enviadas em caixas
isotérmicas com gelo reciclavel, ao
Laboratério de Microbiologia de Alimentos

do IMA, onde foram congeladas para
posterior pesquisa de Campylobacter nas
carcagas.

3.1. Amostras

Para maior representatividade das regides, o
Estado de Minas Gerais foi dividido em
doze meso-regibes, de acordo com o
Instituto  Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) conforme descrito
abaixo e ilustrado na Figura 3.

Campo das Vertentes, compreendendo trés
micro regibes e 36 municipios

Central mineira, compreendendo trés micro
regibes e 30 municipios Jequitinhonha,
compreendendo seis micro regides e 53
municipios

Metropolitana  de Belo Horizonte,
compreendendo oito micro regides e 105
municipios

Noroeste de Minas, compreendendo duas
micro regides e 19 municipios

Norte de Minas, compreendendo sete micro
regides e 89 municipios

Oeste de Minas, compreendendo cinco
micro regides e 44 municipios

Sul e Sudoeste de Minas, compreendendo
dez micro regides e 146 municipios

Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba,
compreendendo sete micro regides e 20
municipios

Vale do Mucuri, compreendendo duas
micro regides e 23 municipios

Vale do Rio Doce, compreendendo duas
micro regides e 99 municipios

Zona da Mata Mineira, compreendendo sete
micro  regides e 142  municipios
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I CAMPO DAS VERTENTES

M CEHTRAL MINEIRA

I HORTE DE MINAS

B JEQUITIHHONHA

[ METROPOLITANA DE
BELO HORIZONTE

1 HOROESTE DE MINAS

M OESTE DE MINAS

M SUL/SUDOESTE DE MINAS

I TRIAHGULO MINEIRO/ALTO
PARANAIEA

M YALE DO MUCURI

M VALE DO RIO DOCE

I ZOHA DA MATA

Divisdo das Mesorregides
conforme IBGE

Figura 3. Meso-regides de acordo com IBGE

Depois de determinadas as meso-regides,
foram verificados em quais delas existiam
estabelecimentos fiscalizados pelo SIF e
pelo IMA. Em seguida, foi sorteado

aleatoriamente, por meso-regides e por
sistema de inspecdo, um estabelecimento
produtor de carne de frango conforme
descrito na Tabela 1.

Tabela 2. Municipios dos estabelecimentos sorteados por meso-regido e por sistema de

fiscalizagéo
.~ Municipios
Meso-Regides SIE VA

Tridngulo Mineiro Uberaba Araguari

Metropolitana Para de Minas Itabira

Sul e Sudoeste Passos Alfenas

Campos das Vertentes Barbacena Lavras
Oeste S8o Sebastido do Oeste Igaratinga

Para cada estabelecimento selecionado
foram coletadas seis amostras (sendo que
cada uma foi considerada uma repeticdo,
totalizando 240 amostras), em cada estagéo
do ano. As amostras foram coletadas
durante o periodo junho de 2010 até maio
de 2011.

3.2. Pesquisa de Campylobacter

Para a pesquisa de Campylobacter foi
utilizada a técnica imunoenziméatica ELFA
(Enzyme Linked Fluorescent Assay),
realizado no sistema  automatizado
VIDAS® 30 (bioMérieux, VIDAS®
Campylobacter, REF 30111-07999 H - pt -
2007/09), e a confirmacdo dos positivos foi
realizada através de testes bioquimicos no
equipamento VITEK® 2.

3.3. Preparacédo das amostras

De cada carcagca foram retiradas,
assepticamente, 25 g compostas por porcoes
de pele de diferentes partes (cloaca,
pescogo, peito e coxa).

Ap6s a coleta, as amostras foram
acondicionadas em sacos estéreis e
congeladas em freezer doméstico. No
momento das andlises as amostras foram
refrigeradas por trés dias e em seguida,
foram adicionado no saco Combibag as 25
gramas da amostra e 225mL do caldo
Bolton (Oxoid) Suplementado com SR183E
(Oxoid  Ltda., Hampshire, England)
(cefoperazone, 10mg/500 mL; wvancomi-
cina, 10 mg/500 ml; trimetropim, 10mg/500
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mL e cyclohexemide, 25mg/500 mL). O
saco estéril contendo a amostra e 0 meio de
cultura foram colocados no homogeinizador
de amostra- tipo Stomacher por 60
segundos. Foi adicionado na bolsa interna
do saco Combibag, um gerador de
microaerofilia (GENbox microaer).

microaerofilia e barra de vedagéo

Apos a incubacdo, foram transferidos 2 mL
do conteddo homogenizado para tubos
estéreis que foram fervidos a 100°C por 15

Logo apds, os cones e as barretes foram
inseridos no equipamento (Fig. 6). Todas as
etapas foram geridas automaticamente pelo
aparelho e os resultados foram obtidos em
aproximadamente 70 minutos. O caldo que
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Figura 5. Aquecimento dos tubos e distribui¢

: \ /4
30 da amostra nas barretes

Foi utilizada uma barra para fechar saco
Combibag. E necessario fechar

imediatamente e hermeticamente todo o
comprimento do saco, para assegurar uma
perfeita vedacdo, e foram incubados a 37°C
por quatro horas e logo apos a 42 + 0.5°C
por 44 horas sob condicbes de
microaerofilia (5% O,, 10% CO, e 85% N,)

(Fig. 4).

Figura 4. Pesagem da arﬁotra, homogeneizagdo e a amostra dentro do saco Combibag com o gerador de

minutos. Apo6s a fervura das amostras, foi
transferido 0,5 mL para a barrete VIDAS®
CAM (Fig.5).

ndo foi aquecido foi conservado para
confirmacdo em caso de resultado positivo.
As confirmagdes foram realizadas através
de provas bioquimicas no VITEK® 2 para
caracterizacdo das espécies encontradas.
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Figura 6. Equipamento VIDAS, com cones e barretes

3.4. Confirmacao e testes bioquimicos

Uma vez positivas no Vidas 30, as amostras
foram estriadas uma alcada do caldo de
enriquecimento do tubo ndo aquecido, em
placa de Agar m-CCDA, (m-CCDA; Oxoid,
Hampshire, Inglaterra). As placas foram
acondicionadas invertidas em jarra com
atmosfera de microaerofilia e incubadas a
42°C por 48 horas. Ap6s o periodo de

incubacéo, foram verificadas 0
desenvolvimento de colbnias tipicas de
Campylobacter.

Das amostras positivas neste &gar, as
colonias de  Campylobacter  jejuni
apresentaram-se  lisas, convexas e
brilhantes, com bordas irregulares e
espalhadas. Geralmente, sdo incolores com
tonalidade creme ou acinzentada (Fig.7).

Figura 7. Crescimento caracteristico de Campylobacter em &gar mCCDA. Fonte: Oxoid, s.d.

Colonias tipicas neste agar foram estriadas
em agar sangue utilizando alca estéril. Em
seguida, as colbnias presentes no &gar
foram transferidas com o auxilio de uma
alca descartavel para um tubo de
poliestireno transparente com 3 mL de

solucdo fisiolégica (0,45%) e uma
suspensdo bacteriana foi feita e ajustada
para um padrdo de McFarland de 2,70 a
3,30 usando o calibrador DensiCheck 2
(bioMérieux).
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O periodo de tempo desde a preparacdo do
inoculo até a introducdo do cartdo no
aparelho deve ser inferior a 30 min. O
cartdo e a solucdo foram colocados sobre a
cassete e levados para 0 VITEK® 2, onde
foram realizada a transferéncia da solucéo

para 0S pogos do cartdo através de uma
camara sugadora e depois levado para outro
compartimento do aparelho onde o cartéo
foi selado e incubado, o qual realizou-se a
leitura em até seis horas.

Figura 8. Etapas do procedimento para identificacdo das provas bioquimicas no VITEK®2

3.5. Delineamento Experimental

O ensaio, das analises, foi conduzido no
delineamento experimental inteiramente ao
acaso e o0s resultados foram analisados
através da estatistica descritiva, devido ao
baixo indice de identificacao.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 240 amostras analisadas neste trabalho,
apenas cinco  (2,03%) apresentaram
resultado positivo para Campylobacter
jejuni. As 235(97,96%) amostras restantes
apresentaram uma populacéo de
Campylobacter jejuni, abaixo do limite de

deteccdo do método, sendo consideradas
negativas (Tab. 3). A impossibilidade de
enumerar 0 micro-organismo na maioria
das amostras examinadas pelo método
utilizado pode ser explicada por algumas
hipoteses. Campylobacter, quando em
condi¢bes de injuria como deficiéncia
nutritiva ou pH acido, sofre alteragdes
morfoldgicas, passando da forma original
de espiroqueta mével para cocoide. Essas
formas ndo sdo cultivaveis em meios de
cultura, porém, sdo

infectivas. Desta maneira, pode-se inferir
que as células do patégeno poderiam estar
injuriadas, devido ao processo de
congelamento, assumindo a forma viavel
mas nao cultivavel (VNC).
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Tabela 3. Andlises de Campylobacter jejuni em 240 amostras de frangos coletadas em abatedouros do

estado de Minas Gerais.

NUmero de amostras

identificadas Resultados Porcentagem %
12 0,03 4,87
100 0,04 42,27
119 0,05 49,18
03 0,06 1,21
01 0,08 0,41
01 0,12* 0,41
01 0,14* 0,41
01 0,19* 0,41
01 0,39* 0,41
01 0,59* 0,41

*Resultados positivos= amostras com valores acima do limite de deteccdo do método, acima de 0,1

Segundo Mead (2004), células VNC ndo
sdo passiveis de recuperagdo pelos métodos
tradicionais, mas mantém sua capacidade de
causar doenga.

A liberagdo de amostras falso-negativas
(ndo  detectadas na analise, porém
contaminadas) para  comercializagdo
representa um perigo potencial a salde,
uma vez que um lote de alimento pode ser
liberado devido a ndo deteccdo de
patdgenos.

Meldrum et al. (2005) encontraram 71,9%
das amostras de frango congeladas positivas
para Campylobacter spp. Neste mesmo
estudo, 0s autores ndo encontraram
diferencas significativas na taxa de
positividade de C. jejuni, utilizando a
técnica de plagueamento direto, entre as
amostras frescas e as submetidas a baixas
temperaturas.

Apesar de haver grande variagdo na
frequéncia de positividade de
Campylobacter spp. em carne de frango do
varejo dos diferentes paises, os valores
obtidos nesse estudo estdo bem abaixo dos
estudos relatados por pesquisadores de
outros paises (Dominguez et al., 2002;
Pezzotti et al., 2003; Paulsen et al.; 2005;
Paresi et al., 2007 e Bardon et al., 2009).

Os resultados encontrados no presente
estudo indicam que, apesar de pratica e
rapida, a metodologia utilizada pelo
VIDAS®CAM, pode subestimar a
contaminacdo real de amostras submetidas
a baixas temperaturas, uma vez que ndo
recupera as células injuriadas.

Lee et al. (1998) comprovaram que C.

jejuni  é habil em sobreviver por longo
periodo (56 dias) armazenado em
temperaturas  inferiores a - 20°C

(temperatura da maioria dos freezers
domesticos). Apesar da redugdo de
aproximadamente 1x10° nas contagens de
UFC/g por plaqueamento direto. Este fato
demonstrou que durante este periodo o
micro-organismo pode manter-se viavel e
ser um risco para a saude publica por ser
capaz de causar infecgdo.

Alter et al. (2005) avaliaram em um
experimento 43 amostras de peru e
verificaram uma redugdo significativa na
taxa de positividade (de 67,4 para 25,6%)
das amostras ap06s o resfriamento entre 0 e
3°C por 24 h. As amostras foram
enriquecidas em caldo Bolton, isoladas em
agar mCCDA e identificadas através de
analise de PCR. Estas diferengas podem ser
explicadas pelas diferentes técnicas de
andlise empregadas.

Georgsson et al. (2006) avaliaram a
contaminacdo de carcacas de frangos por
Campylobacter no momento da coleta e
apés 31 dias de estocagem a -20°C
utilizando a técnica de plaqueamento direto.
Estes autores verificaram uma reducdo nas
contagens de Campylobacter de 0,447x10"
a 7,413x10° UFC/g ap6s os 31 dias de
estocagem. No entanto, apesar da redugéo
significativa nas contagens, o indice de
contaminacao apos este periodo
permaneceu na faixa de 1,349x10° a
1,023x10* UFC/g.
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Figueroa et al. (2009), no Chile,
quantificaram Campylobacter spp. em
carcacas de frango no abatedouro obtendo
populacdlo  média de  2,51188x10°
UFC/carcaca, utilizando a técnica de
plagueamento em agar mCCDA. A
sensibilidade do método em detectar o
micro-organismo foi estimada em 2,0
UFC/carcaca, ou seja, maior que a
sensibilidade do método utilizado neste
estudo.

A enumeracdo de Campylobacter em
alimentos através de métodos tradicionais é
muito trabalhosa pelo fato de se tratar de
um micro-organismo fastigioso (Solomon e
Hoover, 1999). Métodos baseados na
andlise do DNA da bactéria, como a
metodologia do PCR, tém sido cada vez
mais utilizados, pois proporciona uma
répida, sensivel e especifica deteccdo do
micro-organismo.

Os resultados obtidos em  diversos
trabalhos, (Lee et al.,, 1998; Bhaduri e
Cottrell, 2004 e Meldrum, 2005), indicam
que ndo existe diferenca significativa na
taxa de positividade em amostras de carne
de frango frescas e congeladas indicando
que uma porc¢do significativa de C. jejuni
sobrevive a tais condigdes. Esses resultados
alertam que estes tratamentos sozinhos nédo
garantem a seguranca do alimento, com
respeito a este microrganismo.

A populacdo de Campylobacter presente na
carne de frangos representa, de maneira
geral, risco & satde dos consumidores, uma
vez que 500 células ja podem desencadear a
doenca. A manipulacdo e cozimento
adequados dos produtos avicolas eliminam
0s riscos. Entretanto, as pessoas continuam
cometendo erros durante 0 manuseio e
preparo dos alimentos, o0 que propicia a
ocorréncia da campilobacteriose (Manfreda
et al., 2006).

5. CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho demonstram
alto  indice de negatividade de
Campylobacter jejuni em amostras de
carcacas de frangos colhidas diretamente
das industrias avicolas, localizadas no

Estado de Minas Gerais, utilizando o teste
imunoenzimatico ELFA no  sistema
automatizado  VIDAS®  30. Porém,
amostras que foram congeladas em freezer
doméstico por longo periodo, despertando
necessidade de técnicas mais sensiveis,
como as metodologias moleculares para
pesquisa de Campylobacter jejuni em
carcacas congeladas.

O processo de congelamento das carcacas
de frangos de corte pode levar a reducédo
significativa da capacidade de
sobrevivéncia do Campylobacter jejuni ou
levd-lo a uma fase estacionaria de
crescimento em que nao é possivel detecta-
lo por metodologias convencionais estando
na forma viavel, porém, ndo cultivavel.
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