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RESUMO

Campylobacter é o agente de uma zoonose que representa um importante problema de saude
publica e hoje é reconhecido como um patégeno emergente transmitido por alimentos, o
qual é amplamente distribuido na industria avicola. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
frequéncia e o nivel de contaminacdo por Campylobacter spp. em carcacas de frango. A
amostragem foi realizada por conveniéncia durante os primeiros 6 meses do ano de 2012.
Foram coletadas 57 carcagas ap0s refrigeracdo por imersdo em abatedouros frigorificos com
inspecdo federal. Cada amostra foi analisada através da incubacdo a 41,5°C por 48 horas de
1 mL da &gua de rinsagem em 9 mL de caldo Bolton e plagueado em dgar mCCDA, seguido
de incubagdo por 48 horas a uma temperatura de 41,5°C. Amostras suspeitas de
Campylobacter spp. foram confirmadas a partir da reacdo de cadeia da polimerase. Isolou-se
Campylobacter spp. de 40 (70,2%) carcacas, sendo a espécie prevalente C. jejuni (82%),
seguido de C. coli (8%). Em 10% das amostras identificou-se C. jejuni e C. coli
concomitantemente. A alta prevaléncia de carcacas com Campylobacter spp., especialmente
a espécie C. jejuni, enfatiza a importancia do monitoramento de patdgenos transmitidos por

alimentos e a necessidade constante de melhorar a cadeia produtiva avicola.

Palavras chaves: contaminacéo, frangos, satde publica, zoonose.



ABSTRACT

Campylobacter is a zoonosis agent that represents an important public health problem
and nowadays it is recognized as an emerging foodborne pathogen, which is widely
distributed in the poultry industry around de world. The aim of this work was to
evaluate the frequency and level of contamination by Campylobacter spp. in poultry
carcass. Sampling was done for convenience during the first 6 months of 2012. Fifty-four
post-chiller poultry carcass were collected in a slaughterhouse with federal inspection. For
each sample 1 ml of water rinse was transferred to 9 mL on Bolton broth, incubated at
41,5°C for 48 hours and streaked on mCCDA agar followed by incubation for 48h at
41,5°C. Samples suspicions of Campylobacter spp. were confirmed by the polymerase chain
reaction. Campylobacter spp. was isolated in 40 (70,2%) carcasses. The specie most
prevalent was C. jejuni (82%), followed by C. coli (8%). It was identified in 10% of the
samples C. jejuni and C. coli concomitantly. The high prevalence of Campylobacter spp.,
isolated from carcasses, especially C. jejuni, emphasizes the importance of monitoring the

foodborne and the need to constantly improve the production chain.

Keywords: contamination, broilers, public health, zoonosis.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Sequéncia dos primers utilizados para identificar as espécies de C. jejuni e C.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Lamina com coloragdo de Gram de Campylobacter Sp..........ccccvvevvrineniiniennnenn 13
Figura 2 - Rinsagem de carcaca de frango em sacos estéreis de polietileno contendo 400
mL de Agua Peptonada TamPONada...............c.cveeereeierereeseeseeeeseese s 19
Figura 3 - Coleta do material rinsado para inocular em meio de cultura para cultivo de
(082100107 (o] o= Tod =T g o] o TSP UR PR RURPPPPR 19
Figura 4 - Filtracdo de 100uL da suspenséao do caldo bolton em membrana de acetato com
poro de 0,65um sobre &gar MCCDAL. ..o 20
Figura 5 - Frequéncia de espécies de Campylobacter spp. isolados de carcacas apds o pré-

reSTriMENtO POI IMEISE0. .......ccuiiieiiieieie et 23



LISTA DE ABREVIATURAS

UBABEF Unido Brasileira de Avicultura

DTA ToxinfecgOes Alimentares

EFSA Europen Food Safety Authority

CDC Centers for disease control

PCR Reacdo em Cadeia da Polimerase

OMS Organizacdo Mundia da Saude

MAPA Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento

EUA Estado Unidos da America

RIISPOA Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de. Produtos de

Origem Animal
LABCVET Laboratorio de Bacteriologia Veterinaria da UFRGS
APT Agua Peptonada Tamponada
GBS Sindrome de Guillain Barré



SUMARIO

LINTRODUGAO ....coooovceeeeeee ettt sttt 11
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..o eereee et enesnan s st 13
2.1 Caracteristicas do género Campylobacter............cocoveiiiiiiiiiiee e 13
2.2 Campylobacter em produtos aVICOIAS ...........ccveiriiriiieicreseeee e 14
3 MATERIAIS E METODOS.......ooiieieeeeeeeeee st es st nsssene s snesnen s 18
B AMOSTIAS. ...tttk ettt b et h e h ekt R b e ekt e eRe e e be e Rn e et e e nnneeneennneas 18
3.2 Métodos Microbiologicos e de 1dentifiCagao ...........cocevvrereriiiieieiese e 18
3.2.1 Processamento das carcagas para isolamento de Campylobacter .............ccccoevvvvenennn, 18
3.2.2 Identificagdo de CampylODACLEN ..........cooiiiiiiiie s 20
3.2.3 Condicdes para 0 ensaio duplex PCR e eletroforese...........ccoovevvieiienesieseencsie s 21
3.2.4 Armazenamento das amostras CoNfirmadas ..........cccevvereeiienieernsie e 22
4 RESULTADOS E DISCUSSAQ .....ovvriieiieieiie e 23
5 CONCLUSAO. ...ttt 27

BIBLIOGRAFIA ..o 28



1 INTRODUCAO

O Brasil, nos ualtimos anos, vem assumindo papel de destaque na producdo e
exportacdo de frango, consolidando-se como um importante setor na producdo de proteina
animal com baixo custo e ainda com grande potencial de expansdo. No ano de 2010, as
exportacOes brasileiras somaram 3,819 milhdes de toneladas, o que representou um aumento
de 5,1% em relacdo a 2009. No Brasil, 0 consumo de produtos avicolas vem ganhando cada
vez mais espago na mesa, representando 44,09 Kg per capita no ano de 2010, um aumento
de 5,6 Kg em relagdo ao ano anterior (UBABEF, 2011).

Considerando o bom desenvolvimento da avicultura e a necessidade de produzir
alimentos seguros e com qualidade, a adocdo de medidas para o controle sanitario das
granjas e industrias é fundamental para evitar surtos de toxinfecgdes alimentares -DTA
transmitidas por produtos avicolas. Atualmente, o género Campylobacter, responsaveis pela
campylobacteriose, € 0 agente prevalente em relatos de gastroenterite na Unido Européia
(EFSA, 2009) e o segundo agente mais isolado em doengas de origem alimentar nos Estados
Unidos (CDC, 2009), tornando necessario estudos em outras regides.

A campylobacteriose é uma doenca de origem alimentar emergente que representa
um importante problema para salde pablica. A alta incidéncia de enfermidades relacionadas
a este microrganismo em seres humanos da-se, principalmente, através do consumo de carne
de frango, que é a principal fonte de infeccdo (DICKINS, 2002). A positividade para
Campylobacter spp. em lotes de frangos é bastante variavel, apresentando taxas de
positividade variadas de entre lotes abatidos (CARVALHO, 2006) e pontos ao longo da
linha de abate como, por exemplo, a depenadeira e o tanque de resfriamento, que atuam
como importante local de contaminacdo de lotes previamente negativos para este agente
(KUANA, 2008) .

O conhecimento da situagdo sanitaria de carcagas de frangos constitui um parametro
importante para a determinacéo da qualidade microbioldgica e da inocuidade dos alimentos
(HALD et al., 2000). O emprego da avaliacdo microbioldgica e bioquimica (HODGE et al.,
1990), geralmente utilizado para identificar e diferenciar Campylobacter jejuni e C. coli,
necessitam de um segundo ensaio que possibilite a melhor discriminagdo do isolado como,
por exemplo, o emprego da Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR (DENNIS, 1999).

A ocorréncia de Campylobacter em carne de aves poderia até ser encarada com
naturalidade, uma vez que este faz parte da flora das aves. Entretanto, devido a crescente
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importancia deste microrganismo, este trabalho teve como objetivo verificar a ocorréncia de
C. jejuni e C. coli em carcacas de frango apos o resfriamento por imersdo em frigorificos

com inspecgéo federal no estado do Rio Grande do Sul.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Caracteristicas do género Campylobacter

Campylobacter spp. sdo bactérias responsaveis pela campylobacteriose (BUTZLER,
2004), doenca responsavel por infeccdes entéricas com carater zoondético (WHO, 2000). Os
membros do género Campylobacter sdo associados a doengas humanas (VUCIC, 2009),
principalmente devido o consumo de carne de aves (BUTZLER, 2004). Das espécies deste
género, C. jejuni e C. coli sdo isoladas com maior frequéncia em produtos de origem
avicolas (FERNANDEZ; PISON, 1996; FREITAS 2007; GRITTI et al., 2011), entretanto,
estes microrganismos também séo isolados de outros produtos de origem animal, como por
exemplo do leite e produtos carneos de bovinos (FERNANDEZ; HITSCHFELD, 2009).

Esses patégenos entéricos sdo adquiridos, geralmente, de origem alimentar e
apresentam formato de pequenos bastonetes Gram negativos, curvos ou espiralados também
conhecido como asa de gaivota (Figura 1), sdo oxidase positiva, ndo esporulados e com
tamanho de 0,2um a 0,9 um de largura e 0,2 um a 0,5um de comprimento (BUTZLER,
2004; JOES, 2010;). Melhor avaliacdo da morfologia e caracteristicas de motilidade pode

ser observada atraves do auxilio de um microscopio de contraste de fase.

Figura 1 - La&mina com coloracdo de Gram de
Campylobacter sp.

Perdoncini, G. 2012

Fonte: O autor

Bactérias patogénicas podem crescer em ambiente com temperatura de 37°C,
proxima a dos seres humanos (QUINN et al. 2005), entretanto bactérias do género
Campylobacter, em especial C. jejuni e C. coli, por terem caracteristicas termoéfilicas e com
cultivo fastidioso (JOES, 2010), crescem melhor na temperatura de 41,5°C (BOLTON et al..
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1984; ISO, 2006). Estes microrganismos requerem técnicas eficientes para a producdo de
um ambiente adequado para seu crescimento, geralmente com atmosfera de 5 a 7% de
oxigénio, 10% de gas carbonico e 85% de nitrogénio (SNELLING, 2005; JOES, 2010;
HUMPHREY, 2007).

Campylobacteriose é uma das principais causas de doencas bacterianas intestinais em
humanos causada, principalmente, pelo C. jejuni e C. coli, que representam 80% e 10%
respectivamente das espécies isoladas de produtos avicolas (OIE, 2008). Cada espécie
possui um reservatério favorito; no caso do C. jejuni, a mesma estd envolvida na
colonizagdo preferencialmente do intestino das aves, que possuem uma temperatura que

favorece seu crescimento.

2.2 Campylobacter em produtos avicolas

Relatos do aumento da incidéncia da campylobacteriose em diversos paises do
mundo tem demonstrado paralelamente preocupacdo com este patdgeno emergente,
especialmente ap6s 1990, devido ao aumento de casos de morbidade e mortalidade em
criangas e pessoas com imunodeficiéncia (WHO, 2000). A alta incidéncia dessas infeccbes
relatadas em seres humanos da-se, principalmente, através do consumo de carne de frango,
principal fonte de infeccdo (DICKINS, 2002). Entretanto, a colonizacgdo de lotes de frangos
por Campylobacter spp. é bastante variavel, apresentando taxas de positividade encontradas
entre 0a 100% (CARVALHO, 2006).

Duas diferentes abordagens podem ser empregadas para reducéo e/ou eliminacéo
deste microrganismo. Por um lado, ha a necessidade de adocdo de medias especificas de
controle a nivel primario, visando a reducdo de granjas positivas e, no mesmo sentido,
porém na industria, faz-se necessario a implantacdo de medidas que minimizem a
contaminagéo das carcagas (HALD et al., 2000).

Autoridades de gestdo em seguranca alimentar, como por exemplo, a Organizagéo
Mundial da Saude (OMS) e a comissdo do Codex Alimentarius, internacionalmente, e 0
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento — MAPA, no Brasil, trabalham de
forma a desenvolver normas que atendam as exigéncias minimas para produgdo e consumo
de alimentos saudaveis. Para manter a qualidade dos produtos produzidos e atender as

exigéncias dos mercados internacionais, o Brasil dispde de uma ampla legislacdo, onde se
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destacam o Regulamento de Inspec¢do Industrial e Sanitéria de Produtos de Origem Animal —
RIISPOA (BRASIL, 1950); Programas de autocontrole, atravées das Circulares n® 175 e n°
176 do MAPA (BRASIL, 2005); o estabelecimento de Padrdes Microbioldgicos para
Alimentos, através da RDC n° 12 — ANVISA (BRASIL, 2001) e, mais especificamente para
aves, o Plano Nacional de Sanidade Avicola — PNSA (BRASIL, 1995), o Programa de
Reducéo de Patogenos através da Instru¢cdo Normativa n°® 70 — MAPA (BRASIL, 2003) e 0
Regulamento Técnico da Inspecdo Tecnologica e Higiénico-Sanitaria de Carnes de Aves
através da Portaria n°® 210 - MAPA (BRASIL, 1998).

A OMS (WHO, 2000), narra o crescente aumento de casos relacionado a
campylobacteriose, poréem apesar de haver dados publicados em relagdo a incidéncia desta
enfermidade nos Estados Unidos da America e na Unido Européia, a incidéncia € incerta
devido aos varios casos diagnosticados, porém ndo declarados. A OMS ainda relata que a
mortalidade por esta doenca 30 dias ap6s a infeccdo, possui uma propor¢do de 4 casos a
cada 1000 infeccbes. Casos de pessoas infectadas pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana
contribuem para 0 aumento da mortalidade apos quadros de campylobacteriose.

A conta a ser paga referente a este problema de salde publica é alto. Na Holanda,
estima-se 80.000 casos de campylobacteriose por ano, gerando um custo anual de 21
milhdes de Euros e destes, % dos custos sdo referentes a problemas gastrointestinais
(HAVELAAR, 2005).

Relatério publicado pelo CDC exibe dados da tendéncia e incidéncia de
Campylobacter spp. desde 1996 nos Estados Unidos da América - EUA. Quando
comparados os dados da vigilancia de 2009 com os trés primeiros anos do relatorio (CDC,
2010), observa-se reducéo da incidéncia de infecgbes causadas por Campylobacter, alem de
outros patdgenos como Salmonella, Listeria, Shigella e Yersinia.

Estimativas, avaliadas por SCALLAN et al. (2011), enfocam que doencas
transmitidas por alimentos podem ser utilizadas como intervengdes politicas de medidas de
seguranca alimentar, possibilitando concentrar esforgcos em determinados microrganismos,
reduzindo, desta forma, o alto custo causado por determinadas enfermidades. Informac6es
oriundas da vigilancia ativa e passiva e de outras fontes dos EUA mostram que a cada ano
ocorrem 9,4 milhdes de casos de toxinfeccGes alimentares, com 55.961 hospitalizagOes e
1.351 mortes. Desse total, 11% dos casos tém como agente Salmonella spp. e 9%
Campylobacter spp. Do total de casos relacionados a Campylobacteriose, 15% das pessoas

séo conduzidas para hospitalizacao.
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Produtos avicolas possuem uma relacdo positiva com casos relatados em seres
humanos, desta forma estudos realizados em 26 paises da Unido Européia (EU) e mais dois
ndo pertencentes ao grupo, trabalharam a identificacdo e quantificacdo de Campylobacter
spp. em lotes e carcacas de frangos de corte, durante o ano de 2008. De um total de 10.132
lotes amostrados em 561 abatedouros frigorificos, obteve-se uma prevaléncia de 71,2% de
positividade para os lotes e de 75,8% para as carcacas. Houve uma grande variacdo entre
paises, sendo que o agente foi identificado em 2% a 100% e 4,9% a 100% de cecos e
carcacgas, respectivamente (EFSA, 2010). Das amostras isoladas, 2/3 foram identificadas
como Campylobacter jejuni e 1/3 como Campylobacter coli.

Na Alemanha, ATANASSORA et al. (2007) avaliaram 144 perus retirados
diretamente de frigorifico e 100 amostras de peru coletadas no varejo. Das amostras coletas
no frigorifico, 29,2% foram positivas para Campylobacter spp., observando uma variacao de
8,3% a 91,7% entre lotes. No varejo, as carcagas de perus apresentaram uma prevaléncia de
34%. A contaminacdo de animais e seres humanos por esta bactéria da-se por quantidades
ndo superiores a 500 células viaveis. Ainda ao analisar resultados quantitativos com as
mesmas amostras de perus, revelaram uma média logaritmica de 1,9 a 2,5 UFC.g" em
amostradas oriundas do matadouro frigorifico, enquanto que carcagas oriundas do varejo
obtiveram um valor logaritmico de 2,1 UFC.g™.

Estudos tém demonstrado que a presenca de Campylobacter spp. nos alimentos é
oriunda da contaminacédo por fezes durante o processo de abate (CORNELIUS et al., 2005;
KUANA et al., 2008). GHRAFIR et al. (2007), ao avaliarem carcacas de frango de
frigorificos, sala de corte e/ou estabelecimentos varejistas, no periodo de 2000 a 2003, na
Belgica, observaram prevaléncia média de Campylobacter spp. de 30,9% para carcacas e
18,7% para filés de frangos. Quando comparados os dois pontos estudados, observa-se que
a baixa proporcdo de Campylobacter spp. em produtos do varejo pode ser atribuido a
sensibilidade do microrganismo a dissecacdo (DUFFY et al., 2001; SAMPERS et al., 2007),
atmosfera inadequada (DUFFY et al.., 2001) e a baixa temperatura e/ou congelamento de
produtos avicolas (SAUMYA et al., 2004; GEORGSSON et al., 2006; SAMPERS et al.,
2007). Mais de 80% dos isolados foram caracterizados como Campylobacter jejuni, da
mesma forma que foi descrito por outros trabalhos onde se relata a maior incidéncia em
produtos avicolas, quando comparado a outras espécies (SON et al., REICH et al., 2008;
HUE et al., 2011).

A introducdo de Campylobacter nos lotes (NEWELL et al. 2003; HALD et al..

2004) e a posterior contaminacdo de frigorificos, através contaminacdo oriunda do trato
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gastrointestinal (HERMAN et al., 2003), é considerado um importante fator para a
contaminag&o das carcagas finais (REICH et al., 2008). REICH et al. (2008) avaliou 18 lotes
ao longo de 18 meses consecutivos quanto a contaminacdo de Campylobacter spp. em
diversos pontos da linha de abate e comparou com a contaminagéo cecal do lote estudado.
Do total avaliado, 70% dos lotes foram positivos, com uma maior incidéncia no verdo e
outono. Lotes negativos, que ndo apresentavam Campylobacter spp. no ceco, apresentaram
contaminagdo de carcacga ap0s 0 processamento. Desta forma, lotes previamente positivos
apresentaram contaminacéo final das carcacgas mais significativo do que lotes negativos.
REICH et al. (2008) ressaltam que o ponto com maior contaminacdo das carcacas foi
apos a escaldagem e a depenagem e com posterior decréscimo ao passar pelo processo de
resfriamento. Embora Campylobacter spp. sobreviva ao armazenamento em baixas
temperaturas e ao congelamento, GEORGSSON et al. (2006) e SAMPERS et al. (2010)
salientam que o congelamento de carcagas positivas auxilia na reducdo da contaminacéo,
com uma reducdo de 1 log;p na contagem, principalmente, logo ap6s 24 horas do

congelamento.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras

Para a realizacdo do trabalho, foram coletadas 57 carcacas de frangos apoés
resfriamento por imersdo (chiller) em matadouro-frigorifico com Inspecdo Federal no
Estado do Rio Grande do Sul, Brasil.

A amostragem foi realizada por conveniéncia (THRUSFIELD, 2004), a qual
envolveu uma epidemiologia descritiva horizontal através da observacdo da presenca ou
auséncia de Campylobacter spp.

As amostras coletadas foram acondicionadas em caixas isotérmicas com gelo e
transportadas para processamento bacteriolégico no Laboratério de Bacteriologia —
LABACVET da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul - UFRGS.

3.2 Métodos Microbiologicos e de Identificacao

3.2.1 Processamento das carcacas para isolamento de Campylobacter

As carcacas resfriadas foram rinsadas em sacos estéreis de polietileno contendo 400
mL de Agua Peptonada Tamponada — APT 1% (Figura 2). A partir do liquido da rinsagem,
uma aliquota de 1mL de cada amostra foi retirada (Figura 3) e homogeneizado em 9mL de
caldo Bolton(1:9), suplementado com antimicrobianos e incubado em microaerofilia (5%
05, 10% CO, e 85% Ny), por 48hs a uma temperatura de 41,5°C.
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Figura 2 - Rinsagem de carcaga de frango em
sacosestéreis de polietileno contendo 400 mL
de Agua Peptonada Tamponada.

Fonte: o autor.

Figura 3 - Coleta do material rinsado para inocular em

meio de cultura para cultivo de Campylobacter
spp.
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Fonte: d autor.

Apo0s incubacdo em caldo Bolton por 48 horas, 100ul da suspensdo do caldo foi
filtrado em uma membrana de acetato com poro de 0,65um (SKIRROW, 1977; BOLTON,
1982) acrescentado sobre o 4gar mCCDA modificado (CM739, Oxoid®), por 30 minutos

(Figura 4). Este agar foi chamado de modificado em funcéo da substituicdo da cefazolina no
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suplemento seletivo (SR155, Oxoid®), o qual também sera modificado por cefoperazona e
adicionado de anfotericina (KUANA et al., 2008; ISO, 2006 ).

Figura 4 - Filtracdo de 100uL da suspenséo do caldo
bolton em membrana de acetato com poro
de 0,65um sobre agar mCCDA.

Fonte: o autor.

3.2.2 ldentificacdo de Campylobacter

Colénias suspeitas foram repicadas em agar sangue de ovino a 7% e avaliadas em
microscopia em contraste de fase, seguidas da coloracdo de Gram, testes de oxidase, catalase
e motilidade.

Para a identificagdo final das amostras suspeitas utilizou-se a técnica de multiplex-
PCR (DENIS et al., 1999). As col6nias foram coletadas e ressuspendidas em 1mL de agua
ultra pura, transferidas para microtubos e congeladas a uma temperatura de -20°C até a
extragdo do DNA. O protocolo multiplex-PCR visa identificar e diferenciar amostras de
Campylobacter jejuni e Campylobacter coli, bem como identificar uma regido de DNA

comum entre as duas espécies.
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3.2.3 Condicdes para o ensaio multiplex PCR e eletroforese

Os DNAs avaliados foram extraidos através do ensaio realizado e adaptado por
Borsoi et al. (2009). Um mL do caldo a ser analisado foi centrifugado a 12.000 x g, por 2
minutos (5415C Microcentrifuge, Eppendorf, Hamburg, Germany), e descartado o
sobrenadante. O pellet foi ressuspendido com 800ul de agua ultra pura, homogeneizado e
novamente centrifugado a 12.000 x g, por 2 minutos. Este procedimento foi realizado duas
vezes, sendo que na ultima etapa o material foi ressuspendido com 200l de dgua ultra pura
As amostras foram aquecidas em banho-maria a 95°C, por 10 minutos centrifugadas e o
subrenadante coletado para ser utilizado no ensaio de PCR.

Para o multiplex-PCR foram utilizados trés pares de primers distintos, em cada
reacdo. O ensaio proposto para a identificacdo do C. jejuni e C. coli, amplifica um
fragmento gendmico de 589 pb e 462 pb, respectivamente, além de um fragmento de 857 pb

para regido em comum entre C. jejuni e C. coli (Tabela 1).

Tabela 1 - Sequéncia dos primers utilizados para identificar as espécies de C. jejuni e C. coli

Gene Sequéncia de primer Amplificacdo
16S 1651 5 ATCTAATGGCTTAACCATTAAAC 3 | 857 bp para regido em comum para
rRNA 16S2 5 GGACGGTAACTAGTTTAGTATT 3’ Campylobacter jejuni e C. coli.

MAPAL | 5 CTATTTTATTTTTGAGTGCTTGTG 3’
MapA | MAPA2 | 5GCTTTATTTGCCATTTGTTTTATTA3 | 989 bp para a espécie C. jejuni
col3 5 AATTGAAAATTGCTCCAACTATG 3

CeuE col2 | 5 TGATTTTATTATTTGTAGCAGCG 3 | 462 para espécie C. coli
Fonte: Denis et al., 1999

A amplificacdo das reagOes foi realizada em volume total da reacdo de 25uL. As
reacOes de amplificacdo do multiplex-PCR foram submetidas as seguintes condicdes: 10
minutos a 95 °C, 35 ciclos de 30 segundos a 95 °C, 1minuto e 30 segundos por 59 °C e 1
minuto a 72 °C seguido por uma extensao final por 10 minutos a 72 °C.

Todas as reagdes de amplificacdo foram realizadas em Termociclador (Biocycler —
Peltier Thermal Cycler MJ96+ / MJ96G).A eletroforese dos produtos amplificados foi feita
em gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de etidio e para visualizagdo foi utilizado o

sistema de fotodocumentacéo atraves de transluminador Ultra-Violeta (UV).
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3.2.4 Armazenamento das amostras confirmadas

Uma coldnia foi repicada em agar sangue para formacdo de massa bacteriana,
posterior armazenamento em caldo Brucela com 20% de glicerol e estocados a -80°C. Com
isso, atualmente estas amostras fazem parte da colecdo de culturas do Centro de Diagndstico
e Pesquisa em Patologia Aviaria/CDPA-UFRGS.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Bactérias do género Campylobacter, principalmente as espécies C. Jejuni e C. coli,
comecaram a chamar atencdo das autoridades nas ultimas décadas devido ao aumento da
frequéncia de isolamento destes agentes de humanos, aguas e produtos de origem animal
(BUTZLER et al., 2004). Grande parte das contaminac¢Ges por Campylobacter se da a partir
da ingestéo de produtos de origem animal contaminada ou através da contaminagdo cruzada
no momento de preparacdo dos alimentos (DICKINS, 2002; FORSYTHE, 2002; ADZITEY
etal., 2011).

Das 57 carcacas analisadas, 40 (70,2%) foram positivas para Campylobacter. Destas,
C. jejuni foi a espécie prevalente (82%), seguida por C. coli (8%). Em quatro (10%)

carcagas foram identificadas ambas as espécies (Figura 5).

Figura 5 - Frequéncia de espécies de Campylobacter spp. isolados de carcacas

apos o pré-resfrimento por imerséo.

M Camptylobacter jejuni

M Campylobacter coli

u Campylobacter jejunie C.
coli

Em estudo similar realizado no estado do Rio de Janeiro - Brasil, Medeiros (2011)
analisou 30 carcacas refrigeradas, detectando a presenca de Campylobacter spp. em 21
(70%). Destas, seis (28,57%) foram provenientes de abatedouros, oito (38,10%) de
supermercados e sete (33,33%) de feiras livres. Dos 21 isolados, dois (9,52%) foram
identificados como C. coli e 18 (85,71%) como C. jejuni. Em outra pesquisa realizada por
Medeiros (2009), também no municipio do Rio de Janeiro, ao analisar dez amostras de

sobrecoxas de frango, identificou 7 (70%), como positivas Campylobacter spp.
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A avaliagdo operacional dos abatedouros bem como a biosseguridade de todo o
segmento avicola sd@o pontos de extrema importancia para garantir a auséncia de
Campylobacter spp. no produto final. Habib et al. (2012), ao investigarem contaminacdes de
carcagas de frango relacionando caracteristicas de cada frigorifico, gestdo da qualidade e o
padrdo de higiene operacional minimo das operagdes ao longo do abate, evidenciaram que
deficiéncias nestes aspectos estdo relacionadas diretamente com a contaminacdo das
carcagas de frangos.

Outros fatores sdo, também, importantes no que tangue a contaminacgdo final das
carcagas, como por exemplo, lotes positivos que influenciam a qualidade microbiologica do
produto final (MALHER et al., 2011; SMITH et al., 2007). Neste sentido, Kuana et al.
(2008) ao avaliar 22 lotes na regido Sul do Brasil, verificou que apenas 4 lotes ndo estavam
positivos para Campylobacter spp. antes de serem abatidos. No entanto, apds estes lotes
passarem pela depenadeira, ponto importante de contaminagdo cruzada, verificaram
contaminag&o das carcacas de todos os lotes.

Son et al. (2007) verificaram a prevaléncia de Campylobacter spp. em trés distintos
pontos de processamento de carcacas de frangos em plantas nos EUA: pré-escalda, preé-
chiller e apds o chiller. Campylobacter spp. foi isolado de 92% das carcacas antes da
escaldagem, em 100% das carcacas antes do pré-chiller e em 52% das carcagas apos o
chiller. Do total das amostras identificadas, 87,6% foram caracterizada como C. jejuni,
seguida por C. coli (12,4%).

Apesar das espécies C. jejuni e C. coli serem as espécies mais isoladas, Kuana et al..
(2009), em trabalho realizado no Brasil, identificaram outras espécies a partir de pontos de
abate de frangos e também de carcacas, além de C. jejuni e C. coli. De 546 amostras
analisadas, provenientes de 22 lotes de frangos de corte, em 68,8% das amostras foram
identificadas C. jejuni subsp jejuni, seguido de 8,3% de Campylobacter coli, 6,3% de
Campylobacter jejuni subsp doylei, 4,2% de Campylobacter upsaliensis e 2,1% de
Campylobacter fetus subsp fetus.

Em diversos trabalhos realizados (HALD et al. 2000; SON et al., 2007; REICH et
al., 2008; KUANA et al., 2009; MULLNER et al., 2010), Campylobacter jejuni foi a
espécie com a maior frequéncia de isolamento, resultado ndo diferente do encontrado no
presente estudo.

O isolamento do Campylobacter jejuni chama a atencdo por se tratar de um agente
envolvido na sindrome de Guillain Barré (GBS). Esta sindrome é uma doenca

neuromuscular aguda que foi descrita pela primeira vez, em 1916, em soldados, pelos
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neurologistas Franceses Georges Guillain, Jean-Alexandre Barré e Andre Strohl (VICIC et
al., 2009; POROPATICH et al., 2010). A incidéncia global anual de GBS varia entre 0,4 a
4,0 (média 1,3) casos para cada 100.000 pessoas (HADDEN et al., 2001; POROPATICH et
al., 2010). Entretanto, além da GBS, outras enfermidades como enterites, bacteremia e a
Sindrome de Reiter podem ser causadas por campylobacteriose.

Atualmente, bactérias do género Campylobacter sdo as mais notificadas em relatos
de gastroenterite na Unido Européia (EFSA, 2009) e o segundo agente mais isolado em
doencas de origem alimentar nos Estados Unidos (CDC, 2009), o que torna necessario
ampliar o conhecimento sobre a transmisséo e patogenia deste microrganismo.

O esboco de programas com medidas de controle de Campylobacter spp., bem como
0 conhecimento da sua prevaléncia e seu comportamento quantitativo durante as
diversas etapas de processamento dos frangos de corte auxiliam de modo a adaptar as
plantas de abate e reduzir as contaminagdes. Kuana et al. (2008), ao verificar a ocorréncia de
Campylobacter em lotes de frango de corte durante a producdo e nas carcacgas
correspondentes apds o abate, observaram variagdo nos niveis médios de colonizagdo dos
lotes. Lotes positivos apresentaram um quantidade média de 7 logy, UFC.g™ de contetido
cecal, 5,15 logio UFC.carcaca™ ap6s a depenadeira e 4,24 logy, UFC.carcaga™ apds o Gltimo
chiller. No trabalho realizado por Kuana et al. (2008), houve uma reducéo da contaminacgéo
das carcagas apos a passagem pelo chiller, mostrando que quanto maior for o nivel de
contaminagdo por Campylobacter ap6s a depenadeira, maior serd o nivel de
contaminagdo ap6s o ultimo chiller. Estes resultados expfem a necessidade de boa
implantacdo da anélise de perigos e pontos criticos de controle e os procedimentos padrdes
de higiene operacional para auxiliar na redugdo da contaminacéo de produto final.

Da mesma forma, Klein et al. (2007) avaliaram a prevaléncia e 0 comportamento de
Campylobacter spp. em trés lotes (33 amostras por lote), em diversos pontos de abate e
posterior processamento dos frangos. Das 99 amostras avaliadas, 51 (51,5%) foram positivas
para Campylobacter spp. e a prevaléncia de amostras positivas encontradas por ponto
apresentaram-se na seguinte distribuicdo: Swab de cloaca 73,3%, &gua de escaldagem
77,8%, carcagas ap0s a escaldagem e depenagem 53,3%, carcacas depois da evisceracdo
66,7%, carcagas refrigeradas 40,0%, em peito com pele 33,3% e filés 26,7%. Ao longo do
processo houve reducdo gradativa da média de contagem, com uma reducdo de 5,4 logio
UFC.amostra™ em 40% das amostras. A identificacdo de amostras positivas nos 3 lotes
examinados foi de 455%, 84,8% e 24.2%, respectivamente. Klein et al. (2007)

identificaram as espécies C. jejuni (92,2%) e C. coli (7,8%) nos isolados.

25



Assim como Klein et al.. (2007), Oosterom (1983), Sanchez et al. (2002) e Kuana et
al. (2008) encontraram reducéo na contagem de Campylobacter spp. apds o chiller.

Além da refrigeragdo, o congelamento também auxilia na redugdo do numero de
microrganismos. O efeito desta intervencdo no crescimento dos Campyobacter ainda néo
estd clara. Maziero et al. (2010) avaliaram o efeito da temperatura na sobrevivéncia de C.
jejuni em carcacas de frangos estocadas por 7 dias, a 4°C, e 28 dias, a -20°C; entretanto,
ndo encontraram diferenca significativa em relacdo a reativagdo desta bactéria. No mesmo
sentido, Sampers et al. (2010) ndo observaram redugdo quantitativa significativa ao manter
carne de frango resfriada por 14 dias. Porém houve reducéo de 1 logio UFC.g™* no primeiro
dia de congelamento (-20°C) de amostras de carne de frangos, quando as amostras foram
congeladas por 14 dias.

Georgsson et al. (2006) ao abordarem a sobrevivéncia de Campylobacter sp. em
carcagas de frangos submetidas a -20°C por um periodo de 31, 73, 122 e 220 dias, intervalos
maiores do que os periodo avaliados por Maziero et al. (2010) e Sampers et al. (2010) ao
constatarem que a contagem apresentou reducdo média em log variando 0,65-2,87 apds
congelamento e 31 dias de armazenamento, permanecendo constante até 220 dias.

Embora haja necessidade de uma melhor avaliagdo do sistema de produgéo e abate
de aves para obter produto com menor quantidade de microrganismos transmitidos por
alimentos, cuidados com a manipulacdo dos alimentos no momento do preparo tornam-se

importantes para evitar contaminagdes cruzadas.
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5 CONCLUSAO

Produtos avicolas sdo conhecidos como potenciais transmissores de alguns
patdgenos, dentre eles Salmonella spp. e Campylobacter spp.. Considerando a alta
prevaléncia de carcagas com Campylobacter, especialmente a espécie C. jejuni identificado
neste trabalho, enfatiza-se a importancia do monitoramento de patdgenos transmitidos por
alimentos e a necessidade constante de melhorar a cadeia produtiva avicola.

Desta forma, novos trabalhos que foquem a reducdo da contaminacdo do produto
final, possibilitara agregar valor ao produto final e produzir alimentos mais seguros para

serem consumidos.
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