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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo implantar metodologia para pesquisa de
Campylobacter spp. no Setor de Alimentos do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude - INCQS, utilizando a técnica recomendada pela “American
Public Health Association” (APHA). Dez amostras de sobrecoxas resfriadas de
frango foram adquiridas no mercado varejista do Municipio do Rio de Janeiro tais
como: supermercados, feiras livres e abatedouro com inspecdo estadual. Foi
realizada a enxaguadura das amostras com Agua Peptonada Tamponada (APT)
seguida por plaqueamento direto em &gar Carvdo Cefoperazone Desoxicolato
modificado (MCCDA) e enriqguecimento seletivo utilizando o Caldo Bolton em dupla
concentracdo. A confirmagdo de Campylobacter spp. foi feita pelo teste de
aglutinacdo em latex. Os resultados indicaram 07 amostras (70%) positivas para
Campylobacter spp., demonstrando que a metodologia selecionada foi capaz de
detectar o microrganismo. Todos os resultados positivos foram conseguidos pelo
plagueamento direto, sendo considerado melhor e mais rapido do que o
enriguecimento seletivo. A metodologia em estudo foi de facil execucdo, né&o
oferecendo dificuldade nas diferentes etapas, sendo possivel de ser implantada na
maioria dos laboratérios de microbiologia de alimentos, desde que disponha dos
iNnsuMos necessarios para o isolamento do microrganismo. A alta ocorréncia de
Campylobacter spp.encontrada nesse trabalho indica que devem ser tomadas
medidas de controle da disseminacdo desse microrganismo durante as principais
etapas de abate e processamento de frango, a fim de minimizar os riscos a que a

populacao esta sujeita ao consumir esse produto.

Palavras-chave: Campylobacter spp., frango, metodologia de deteccéo.
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ABSTRACT

This study aimed to establish a methodology for the detection of Campylobacter spp.
in food, using a technique recommended by the American Public Health Association
(APHA), in the Sector of food analysis of the National Institute of Quality Control in
Health — INCQS, Rio de Janeiro, Brazil. Ten samples of refrigerated chicken thighs
were acquired in the retail market in Rio de Janeiro such as: supermarkets, free
markets and slaughterhouse with state inspection. The samples were rinsed with
sterile buffered peptone water (BPW) and plated directly onto selective modified
Charcoal Cefoperazone Deoxycholate agar (InCCDA) and selective enrichment using
Bolton broth in a two-fold concentration; the confirmation of Campylobacter spp. was
performed by latex agglutination test. The results showed 7 out of 10 (70%) positive
samples for Campylobacter spp., demonstrating that this methodology was able to
detect the microorganism. All positive results were achieved by direct plating, and
were considered better and faster than the selective enrichment method. The
methodology in study was easy to execute, with no difficulties during its different
steps, and can be easily to implant in most food microbiology laboratories, having the
necessary reagents for the isolation of the microorganism. The high occurrence of
Campylobacter found in this study indicates that measures must be taken to control
the spread of this bacterium during the main stages of slaughter and chicken
processing, in order to minimize the risks that the population is subject consuming

this product.

Key words: Campylobacter spp., chicken, methodology of detection
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1. INTRODUCAO
1.1. Microbiologia dos Alimentos

A Microbiologia dos alimentos como ciéncia teve um desenvolvimento muito
rapido ao longo das ultimas décadas. Algumas contribuicbes foram dadas por A.
Kircher, que em 1658, foi 0 primeiro a sugerir a existéncia de relacdo entre a
decomposicdo de carnes e leite a presenca de “vermes” invisiveis a olho nu. L.
Spallanzani, em 1765, derrubou a teoria da geracdo espontanea provando que o
cozimento e o0 posterior armazenamento de caldo de carne cozida em recipiente
fechado garantiam que o produto ndo se deteriorasse por bastante tempo (FRANCO
e LANDGRAF, 2002). Em 1809, o confeiteiro francés Nicholas Appert comprovou 0s
achados de Spallanzani ao descrever um processo de conservagao de carnes em
recipientes de vidro mantido em agua fervente por diferentes periodos. Esta técnica
foi patenteada em 1810 com o nome de appertizacdo, que corresponde ao atual
processamento de conservas enlatadas. (FRANCO e LANDGRAF, 2002).

Louis Pasteur, de 1854 a 1864, associou a deterioragdo dos alimentos com o
desencadeamento de doencas especificas. A “pasteurizacdo” como € conhecida
hoje, foi aplicada pela primeira vez por volta de 1867-68, no aguecimento do vinho,
para destruir organismos indesejaveis, deste modo Louis Pasteur foi nomeado o pai
da Microbiologia de Alimentos. (HARTMAN, 2001).

1.2. Doengas Transmitidas por Alimentos

As Doencas transmitidas por Alimentos ocorrem quando uma pessoa ingere
alimentos com microrganismos ou suas toxinas, desencadeando sintomas muitas
vezes ndo notificados aos 6rgdos de inspecdo de alimentos, de controle e as
agéncias de saude (FORSYTHE, 2002).

Enfermidades de origem alimentar constituem um importante problema de
Saude Publica. Nas ultimas décadas tem sido descrito 0 aparecimento de novos
patdbgenos, a reemergéncia de bactérias patogénicas antigas, assim como O
aumento da resisténcia desses microrganismos a agentes antimicrobianos. Esses
fatos podem ser explicados pelas mudancas ocorridas nos procedimentos de
producdo de alimentos que atualmente apresentam consideraveis alteracdes, como
mudancas nas praticas agricolas, na criacdo de animais, nas novas tecnologias de

producdo e em novas técnicas de conservacao de alimentos (SKOVGAARD, 2007).



Dentre os patégenos alimentares em evidéncia, Campylobacter spp. tem sido
atualmente apontado como o principal na maioria dos paises europeus € nos
Estados Unidos (FORSYTHE, 2002). Na Inglaterra, Campylobacter spp. foi o
microrganismo detectado com maior freqiéncia em infeccdes intestinais
(FORSYTHE, 2002).

1.3. Campylobacter spp.
1.3.1. Historico

Segundo ALTEKRUSE e colaboradores (1999), em 1886 Escherich observou
organismos parecidos com Campylobacter em amostras de fezes de criangcas com
diarréia e em 1913, McFaydean e Stockman identificaram Campylobacter em tecido
fetal de aborto de ovino. JONES et al. (1931) identificaram C. jejuni como o0 agente
causal da disenteria invernal do bovino. KING (1957) descreveu o isolamento de um
grupo de microrganismos curvos, moveis e microaerofilos que a autora denominou
“relacionados a vibrides” em amostras de sangue de criangas com diarréia aguda.
DEKEYSER et al. (1972) isolaram os “relacionados a vibrides” a partir de fezes de
pacientes com enterite aguda. Em pouco tempo Campylobacter spp. foi estabelecido
como um patégeno humano (ALTEKRUSE, et al.,1999).

Nos anos 1980 houve uma explosdo de informacgdes sobre esta bactéria. Na
edicdo de 1984 do Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, o género
Campylobacter era composto de apenas oito espécies e subespécies. A partir de
entdo os estudos de taxonomia e da importancia clinica desse grupo tém aumentado

0 numero de género e espécies associados (NACHAMKIN, 2001).

1.3.2. Caracteristicas de Campylobacter spp.

O género Campylobacter pertence a familia Campylobacteriaceae e
compreendem bactérias delgadas, curvas espiraladas, gram-negativas, medindo 0,2
a 0,9 um de largura e 0,5 a 5 um de comprimento. Nao formam esporos, e possuem
uma motilidade caracteristica em forma de saca-rolha produzida por um flagelo polar
em uma ou ambas as extremidades da célula (NACHAMKIN, 2001). Sdo oxidase-
positiva e ndo fermentam nem oxidam carboidratos, sua energia € obtida pela

utilizacdo de aminoécidos e intermediarios de quatro e seis carbonos do ciclo de



Krebs. Entre as espécies existe grande diversidade genotipica e fenotipica.
(KONEMAM, 2001).

As espécies catalase-positivas estdo mais associadas as doengcas em
humanos, entretanto, as espécies catalase-negativas, também podem causar
doencas. As temperaturas de crescimento de Campylobacter variam entre 25°C e
43°C (STERN et. al., 2001)

Campylobacter € microaerofilo, porém algumas espécies podem crescer em
anaerobiose e na presenca de alguns substratos como nitrato e fumarato, e alguns
requerem a presenca de hidrogénio. (VARNAM, 1991). Sédo sensiveis a dessecacao,
a altas condi¢cOes de oxigénio e baixo pH (NACHAMKIN, 2001).

Essas bactérias podem ser destruidas a 60°C por 10 minutos, séo inativadas
a 4°C e sao sensiveis ao congelamento de alimentos. Porém, através do
congelamento rapido, as células sobreviventes podem permanecer viaveis por
muitas semanas (FRANCO e LANDGRAF, 2002).

As células de Campylobacter respondem ao estresse causado pela presenca
de oxigénio, temperatura baixa ou falta de nutrientes, mudando a sua morfologia
para formas cocoides, entrando num estado de viavel, mas nao cultivavel (VNC)
sendo incapazes de crescer em meios seletivos de isolamento, mas podendo ser
transmitidas e causar a infeccdo. (CORRY et al., 1995; ALTEKRUSE, et al.,1999;
FORSYTHE, 2002; LEE e NEWELL, 2006). Esta caracteristica representa um perigo
potencial a saude e € de grande importancia em microbiologia de alimentos, uma
vez que um alimento pode ser liberado para o consumo com células do patégeno
(FORSYTHE, 2002).

Figura 1 — Microscopia eletrbnica de
Campylobacter jejuni: Aparéncia de saca-
rolha e flagelo bipolar

Fonte: Altekruse et al. (1999).



1.3.3. Taxonomia

Em 1989 o0 género Campylobacter possuia 17 nomes oficialmente
reconhecidos pelo Comité Internacional de Bacteriologia Sistematica. (STERN et al.,
2001).

Baseado em andlises de sequéncia de RNA ribosomal 16S, THOMPSON et
al., em 1988, dividiram Campylobacter em trés grupos homélogos, sendo o grupo |
dividido em dois sub-grupos: Termofilicos, compreendendo C.coli, C.jejuni, C.laridis
(nome proposto C.lari) e C. upsaliensis; e o sub-grupo classico C. fetus, C.
hyointestalinis, C. sputorum, C concisus e C. mucosalis. Grupo Il — C. pylori, C.
cinaedi e C. fennelliae junto com Wolinella succinoides, e Grupo Il - C. cryoaerophila
e C. nitrofigilis. (VARNAM e EVANS, 1991).

SKIRROW em 1989 notou que os grupos | e lll estavam de acordo com as
caracteristicas fenotipicas do género enquanto o grupo Il tinha algumas diferencas.
Foi proposto entdo um novo género, Helicobacter, para C. pylori, ficando as demais
espécies do grupo Il no género Campylobacter. NORMAN et al em 2001 também
afirmaram que Campylobacter pylori era uma espécie afastada geneticamente do
género Campylobacter, sendo classificada como Helicobacter pylori. (VARNAM e
EVANS, 1991).

Em analise de eletroforese de campo pulsado, o tamanho do genoma de C.
jejuni e C. coli foi determinado ser de 1.7 Mb, cerca de um terco do tamanho do
genoma da bactéria Escherichia coli. Recentemente a seqiéncia gendmica de C.
jejuni NCTC 11168 foi completada, confirmando o tamanho de 1,642,481 pb (30,6%
G+C) (NACHAMKIN, 2001).

Dados mais recentes apontam para o género, 26 espécies e 11 subespécies
(EUZEBY, 2008) e ainda HUMPHREY et al. (2007) mencionam dois biovares.

1.3.4. Campilobacteriose

A campilobacteriose é caracterizada por enterite causada por espécies de
Campylobacter. A diarréia aguda com célica abdominal é a forma mais comum da
infecc@o. Pode ocorrer diarréia sanguinolenta podendo as vezes conter leucocitos e
muco. Calafrios e febre também representam uma sintomatologia da doenca,
vomitos sao raros. Pessoas de todas as idades podem ser acometidas pela doenca,

porém a severidade é maior em jovens, assim como as hospitalizacbes sdo mais



comuns nesta faixa etaria, conforme grafico 1 (VARNAM e EVANS, 1991;
KONEMAM et al.,2001 e FRANCO e LANDGRAF, 2002).

Grafico 1. Porcentagem de infeccbes por C. jejuni e C. coli de acordo com a
faixa etaria
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A dose infectante de C. jejuni € baixa, podendo uma quantidade menor que
1000 células causar um quadro de campilobacteriose (NACHAMKIN, 2001). A
doenca tem a duracédo de 2 a 5 dias podendo alguns individuos apresentar sintomas
até o décimo dia de infeccdo. O quadro de campilobacteriose pode simular
apendicite, devido as dores abdominais e levar individuos a cirurgias desnecessarias
(NACHAMKIN, 2001).

Um fator agravante na transmissdo da doenca € que pacientes
convalescentes podem continuar excretando o microrganismo nas fezes durante
duas semanas a um més (KONEMAM et al., 2001).

Dentre as espécies, C. jejuni é reconhecida como a principal causa de
gastrenterite bacteriana aguda podendo levar a sérias consequéncias, dentre as
quais se destacam a Sindrome de Guillain-Barré (SGB), que consiste na
desmielinizacdo do material neuronal resultando em paralisia neuromuscular aguda.
Estima-se que ocorra um caso de SGB em cada 1000 casos de campilobacteriose.
Mais de 40% dos pacientes com SGB tém evidéncia de infeccdo recente por
Campylobacter spp., podendo 5% chegar ao oObito. A Sindrome de Reiter é outra
consequéncia decorrente da infeccdo por essa bactéria, que ocorre em cerca de 1%
dos pacientes, 7 a 10 dias apés o inicio da diarréia e se caracteriza por dor nas
articulacbes que pode durar varios meses ou se tornar cronica (ALTEKRUSE et al,
1999).



1.3.5. Patogenia

O C. jejuni coloniza a porcéo distal do ileo e colon do trato intestinal humano.
ApoOs a colonizacdo da mucosa e a aderéncia a superficie das células intestinais o
microrganismo altera o0 mecanismo de absorcdo das células epiteliais, por acao
direta, pela invasdo e producdo de toxina, ou por acao indireta devido a resposta
inflamatoria. A producdo da enzima catalase favorece a permanéncia da bactéria
dentro da célula do hospedeiro protegendo-a do estresse oxidativo causado pelos
lisossomos (FORSYTHE, 2002).

Acredita-se que a patogenicidade de Campylobacter spp. seja multifatorial, a
producdo de toxinas € um desses fatores. C. jejuni produz uma enterotoxina
termolabil, semelhante a toxina colérica (CT), e citotoxinas (Tabela 1). Apos a
penetracdo na mucosa intestinal C. jejuni multiplica-se na lamina prépria. (FRANCO
e LANDGRAF, 2002).

Tabela 1: Propriedades das toxinas de Campylobacter

Enterotoxina Citotoxina
Peso Molecular 60 a 70.000 > 30.000
Inativacdo ao aquecimento  56°C/lhora 100°C/30min
96°C/10min
pH de inativacéo pH 4 (parcial) N&o conhecido
pH 2.8 (total) N&o conhecido
tripsina N&o conhecido Sensivel

Fonte: Varnam e Evans, 1991

1.3.6. Epidemiologia

Bactérias do género Campylobacter sdo encontradas em aves domésticas,
gado, suinos, ovinos, roedores e passaros. (tabela 2 - anexo 1). Animais domésticos
também sao reservatorios. Sao isolados de agua, leite, carnes, vegetais e moluscos
contaminados (NACHAMKIN, 2001).

Os frangos séo as maiores fontes potenciais dessas bactérias. A maioria dos
casos esporadicos de infeccdo por Campylobacter € devido a ingestdo de alimentos
a base de frango mal cozido ou através da contaminacdo cruzada durante a
manipulagéo de alimentos crus contaminados (FORSYTHE, 2002).

Campylobacter jejuni, C. coli e C. lari colonizam o trato intestinal de animais

de sangue quente, contaminando a carne na hora do abate. Sao identificados como
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principais causas de diarréia humana, portanto a presenca dessas espécies em
alimentos representa um risco potencial para a saide humana. (STERN et al, 2001).
Campylobacter jejuni e C.coli sdo as espécies de maior importancia como agentes
de enfermidades em humanos e estdo associadas a quadros esporadicos de
diarréia, em decorréncia da ingestdo de alimentos impropriamente manipulados ou
mal cozidos (NACHAMKIN, 2001).

A incidéncia nos Estados Unidos é de cerca 2,4 milhBes de pessoas
infectadas por ano (CDC, 2007). O aumento da incidéncia deste microrganismo
apresenta relevancia clinica e econémica. Nos Estados Unidos estima-se um custo
de 1,5 a 8,0 bilhdes de dolares devido a infecgcbes causadas por Campylobacter
(FORSYTHE, 2002).

Na Inglaterra a frequiéncia de Campylobacter vem aumentando ultimamente e
esta sobrepondo a de Salmonella spp. No Brasil as aten¢fes estdo voltadas para
Campylobacter spp., visto que a ocorréncia de gastrenterite aguda e cronica,
principalmente em criancgas, € evidente (FRANCO e LANDGRAF, 2002).

Alguns paises tém desenvolvido projetos que visam estudos da avaliacdo de
risco e meios para a reducdo de Campylobacter. O projeto Campylobacter Risk
Managment and Assessment (CARMA) desenvolvido pela Holanda integra varios
orgdos governamentais e industriais (HAVELAAR, 2005).

1.3.7. Surtos

De acordo com o Centro de Controle e Prevencao de Doencas (CDC) a
caracterizacdo de surto é realizada através da ocorréncia de dois ou mais casos da
doengca associada ao consumo de um mesmo alimento, pelos dados
epidemiologicos e pela confirmacdo em laboratério. Entretanto o desenvolvimento
dos sintomas da doenca pode variar de acordo com o estado de saude de cada
individuo (FRANCO e LANDGRAF, 2002).

De 1978 a 1996 o CDC informou 111 surtos de enterite relacionados com
Campylobacter, afetando 9.913 pessoas nos EUA (CDC, 2007).

No Reino Unido dos pacientes hospitalizados devido a ingestao de alimentos,
82% foram devido a campilobacteriose (ADAK et al., 2002)

Em 2000 ocorreram aproximadamente 360.000 casos de infec¢cdes por
Campylobacter na Inglaterra e regido de Gales. (ADAK et al., 2002)



Na Holanda considera-se que ocorram 80.000 casos por ano (HUMPHREY et
al., 2007).

No grafico 2 observam-se 0s casos de gastrenterite confirmados em
laboratorio nos Estados Unidos em 1996, sendo 46% de campylobacteriose, seguido
por 28% de salmonelose, 17% de shigelose e 5% de infeccbes por E. coli 0157
(ALTEKRUSE et al., 1999).

Gréfico 2. Casos de infecgdes transmitidas por alimentos por més: CDC/USDA/FDA, 1996.
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Fonte: Altekruse et al. 1999.[12]
1.3.8. Isolamento

Por ser um microrganismo microaerofilo, o Campylobacter é considerado de
dificil cultivo. Trés fatores sdo fundamentais para o seu isolamento: o uso de meios
seletivos, a incubacdo em atmosfera de microaerofilia e a temperatura de 42C no
isolamento primario. (KUANA et al., 2008).

O uso de suplementos como sulfato ferroso, metabissulfito de sédio e piruvato
de sddio (FBP), aumenta a aerotolerancia do microrganismo através da reducédo dos
componentes toxicos derivados do oxigénio como perdxido de hidrogénio, oxigénio
simples e ions superoxidos. Muitos meios seletivos contém alguns ou todos estes
compostos em concentracdes variadas (GEORGE et. al., 1978; CORRY et. al., 1995;
KUANA et al., 2008).

A maioria dos meios sélidos utiliza entre 5 e 15% de sangue desfibrinado de
carneiro ou lisado de cavalo. O sangue lisado € necessario para neutralizar os
antagonistas do trimetoprim que é utilizado em muitos meios (CORRY et. al., 1995).
O sangue é também utilizado para neutralizar os efeitos toxicos derivados do
oxigénio. O carvdo e a hemina também podem ser utilizados a fim de evitar danos

nas células pelos componentes toxicos da formula (CORRY et. al., 1995).



A adicdo de antibidticos (Anexo 3) aos meios de cultura é necessaria para
inibir a microbiota fecal competidora e favorecer o crescimento de Campylobacter
(KUANA et al., 2008).

A confirmacao do isolado como Campylobacter spp. pode ser feita pelo teste
de aglutinacdo em latex, que consiste em um processo reativo contra o antigeno-
alvo. Anticorpos contidos nas particulas de latex aglutinam na presencga de células
microbianas, resultando na formacado de grumos visiveis. (ENTIS et. al., 2001)

1.4. Frango

Segundo dados da Associacdo Brasileira de Produtores e Exportadores de
Frango — ABEF o consumo de frango no Brasil vem aumentando a cada ano

conforme dados da tabela 3.

Tabela 3. Consumo brasileiro de carne de frango

Ano kg/hab. Variacao (%)
1989 12.73 -
1990 13.60 6,83
1991 14.96 10
1992 15.74 5,21
1993 17.87 13,53
1994 19.06 6,66
1995 23.21 21,77
1996 22.05 -4,97
1997 23.83 8,07
1998 26.31 10,41
1999 29.14 2,13
2000 29.91 2,64
2001 31.82 6,39
2002 33.81 9,41
2003 33,34 -1,4
2004 33,89 1,65
2005 35,48 4,69
2006 35,68 0,56

ABEF - Associacdo Brasileira dos Produtores e Exportadores de Frangos

Cada brasileiro consome em média 38 quilos de frango por ano. Em 1994,
eram 19 quilos por pessoa, segundo a Unido Brasileira de Avicultura (UBA).
Segundo Erico Pozzer, vice-presidente da UBA, o frango conquistou mais espaco no
prato por ter preco mais acessivel. Isso foi possivel pelo aumento da producdo com
eficiéncia e novas tecnologias (ZERO HORA, 2008).

O consumo mundial de frango devera crescer nos proximos anos mais do que
a demanda por carne de porco e até a bovina. A principal razdo é que a carne de

aves vai continuar a ser mais barata, uma vez que 0s precos recordes das racdes



vao elevar ainda mais o preco da carne vermelha acredita Robert Feldman, chefe de
pesquisa econdmica do Morgan Stanley, em Téquio (GAZETA MERCANTIL, 2008).

O aumento do consumo se deve também a procura por dietas de baixa
caloria. A gordura presente no frango encontra-se na pele e na cavidade abdominal
e a facilidade de sua remoc¢éo aparece como uma vantagem para obtencdo de um
produto mais saudavel (ICMSF, 2005).

Quando se fala de producéo e exportacdo de frango, o Brasil € um dos paises
com maior destaque no cenario mundial. Com expectativa de 11 milhdes de
toneladas para 2008, somos o terceiro maior produtor de carne de frango, atras
apenas de Estados Unidos (16,5 milhdes de toneladas) e da China (12,5 milhdes),
dois dos principais exportadores do produto, respondendo por 45% das exportacoes
mundiais. O sucesso da carne de frango brasileira é tdo grande que ela € consumida
em mais de 150 paises. (NEVES, 2008). Dados da ABEF sobre a producéo nacional
de frango, mostrados na tabela 4, indicam um aumento progressivo entre 0s anos de
1989 a 2006.

Tabela 4. Producéo brasileira de carne de frango (tonelada)

Ano Mercado Interno Exportacao Total

1989 1.811.396 243.891 2.055.287
1990 1.968.069 299.218 2.267.358
1991 2.200.211 321.700 2.521.911
1992 2.350.567 371.719 2.726.992
1993 2.709.500 433.498 3.142.998
1994 2.929.997 481.029 3.411.026
1995 3.616.705 428.988 4.050.449
1996 3.482.767 568.795 4.051.561
1997 3.811.569 649.357 4.460.925
1998 4.262.231 612.477 4.874.708
1999 4.755.492 770.551 5.526.044
2000 5.069.777 906.746 5.976.523
2001 5.486.408 1.249.288 6.735.696
2002 5.917.000 1.599.923 7.516.923
2003 5.920.908 1.922.042 7.842.950
2004 6.069.334 2.424.520 8.493.854
2005 6.535.185 2.761.966 9.297.151
2006 6.622.587 2.712.959 9.335.546

Fonte: ABEF - Associacdo Brasileira dos Produtores e Exportadores de Frangos

Obs.: Ndo estdao computadas as exportacdes de produtos industrializados

Campylobacter spp. séo freqientemente isolados de carne de frango recém-
abatido, como também de miudos como figado e moela (FRANCO e LANDGRAF,
2002).

Embora os frangos possam excretar 10* a 10° células de Campylobacter spp.
por grama de fezes, eles sdo portadores assintomaticos. A fonte de contaminacao

da carne de frango € essencialmente o conteudo intestinal que pode entrar em

contato com a carcacga durante o transporte e no abate (FRANCHIN et al., 2005)
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CARVALHO et al. (2002) realizaram um estudo com o objetivo de detectar os
principais pontos de risco de contaminacao dos frangos por Campylobacter durante
0 abate em um abatedouro industrial no estado de S&o Paulo. Foram analisadas 291
amostras e Campylobacter jejuni foi isolado em oito (26,6%) de 30 amostras de agua
do tanque de escaldamento, 19 (61,29%) de 31 amostras da agua de lavagem das
carcagas apos evisceracao, 21 (42%) de 50 amostras de fezes frescas, 19 (38%) de
50 amostras de figado, 19 (38%) de 50 amostras de penas colhidas apo6s a
depenagem e 18 (36%) de 50 amostras de carcacas colhidas apos a evisceracao.
Os autores apontam como pontos criticos, as etapas de evisceracdo e depenagem

das aves.
1.5. Justificativa

A legislacdo brasileira que determina os padrdes microbiolégicos para
alimentos, Resolucdo RDC 12 de 02 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001), ainda néo
estabelece critério microbiolégico para Campylobacter spp.. Dessa forma, poucos
sdo os laboratérios brasileiros envolvidos no controle microbiologico de alimentos
gque possuem uma metodologia de deteccdo de Campylobacter spp. implantada na
sua rotina.

Devido ao amplo consumo de carne de frango e a frequéncia com que este
produto estd exposto a contaminacdo por Campylobacter spp. € urgente a
necessidade de se ter uma metodologia eficaz implantada na rotina dos laboratérios
de microbiologia de alimentos. Porém, devido as dificuldades de isolamento aliado
ao alto custo da metodologia e a auséncia de critério microbiolégico para
Campylobacter spp. na legislacdo brasileira, muitos laboratérios ainda néo estéo
munidos desta preciosa ferramenta.

A missao do INCQS é “contribuir para a promocéo e recuperacao da saude e
prevencdo de doencgas, atuando como referéncia nacional para as questbes
cientificas e tecnoldgicas relativas ao controle da qualidade de produtos, ambientes
e servicos vinculados a Vigilancia Sanitaria”.

Diante da missédo do INCQS, se faz necessario implantar uma metodologia
capaz de avaliar a qualidade microbiologica da carne de frango no que se refere a
presenca de Campylobacter spp., a fim de minimizar os riscos a que a populacao
esta sujeita ao consumir esse produto, além de alertar a Vigilancia Sanitaria sobre a

disseminacao do microrganismo.
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A implantagcdo da metodologia para pesquisa de Campylobacter spp. em
cortes de frango resfriado no Setor de Alimentos de Departamento de Microbiologia
do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude permitird, em futuro
proximo, a implementacdo de acdes de grande impacto para o pais. Como por
exemplo, a capacitacdo dos profissionais dos Laboratérios Centrais de Saude
Publica - LACEN para a criagcdo de um sistema de monitoramento neste tipo de
produto, ao nivel nacional.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Implantar metodologia de pesquisa de Campylobacter spp. em amostras de
carne resfriada de frango utilizando a técnica recomendada pela “American Public
Health Association” (APHA)

2.2. Objetivos especificos

 Pesquisar a presenca de Campylobacter spp. em dez amostras de
sobrecoxas resfriadas de frango pela metodologia a ser implantada,

* Avaliar a ocorréncia de Campylobacter spp. em relacdo a origem das
amostras: feiras livres, supermercados e abatedouro com inspecao estadual;

* Realizar a pesquisa de Campylobacter spp. nas amostras, através da técnica
de plagueamento direto e através do enriquecimento seletivo e avaliar os

resultados obtidos.
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3. MATERIAL E METODOS

Foram analisadas dez amostras de sobrecoxas resfriadas de frango, no
periodo de maio a agosto de 2008.

As amostras foram adquiridas no Municipio do Rio de Janeiro em trés tipos de
estabelecimentos comerciais: trés amostras de um abatedouro com inspecéo
estadual, trés amostras em feiras-livres e quatro amostras em supermercados sendo
de diferentes marcas comerciais oferecidas para consumo neste municipio. Todos
0s produtos encontravam-se, no momento da coleta, dentro das especificacdes
(temperatura, validade, embalagem, etc.) estabelecidas pela legislagao vigente para
este tipo de produto Resolucdo RDC n° 259 de 20/09/2002 (BRASIL, 2002), com
excecdo das amostras adquiridas em feiras-livres que se encontravam expostas e
sem refrigeracdo no momento da aquisicao.

As amostras foram transportadas para o laboratério em caixas isotérmicas
com gelo e mantidas em geladeira até o momento da analise.

As analises foram realizadas no Setor de Alimentos do Departamento de
Microbiologia do INCQS/FIOCRUZ.

Foi realizada pesquisa de Campylobacter spp. de acordo com a metodologia
recomendada pelo capitulo 31 do Compemdium of Methods for the Microbiogical
Examination of Foods — APHA — 42 Edition, 2001.

O esqguema da metodologia analitica, a formulacdo dos meios de cultura e
reagentes utilizados nesse estudo encontram-se descritos nos anexos 2, 3 e 4,

respectivamente.

3.1. Metodologia

3.1.1. Enxaguadura da amostra

A superficie externa da embalagem contendo a amostra foi higienizada
utilizando gaze embebida em alcool 70%, a embalagem foi aberta com bisturi estéril
e a amostra foi transferida para saco plastico estéril. Foi adicionado 100 mL de Agua
Peptonada Tamponada (APT) (Merck) e a enxaguadura foi realizada de maneira
uniforme em toda a superficie da amostra por aproximadamente 1 minuto. O caldo

da enxaguadura foi transferido para um erlenmeyer estéril de 250 mL.
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3.1.2. Plagueamento direto

O caldo de enxaguadura foi semeado com auxilio de alca bacteriologica em
superficie de duas placas de Agar mCCDA (Oxoid) obedecendo a forma “T"(George
et al.,1978).

Foram transferidos 0,1 mL do caldo de enxaguadura para a superficie de
duas placas de mCCDA e espalhado com al¢ca de Drigalsky.

Foi adicionado 1 mL do caldo de enxaguadura para um tubo contendo 9mL
de APT (diluicdo 10™); homogeneizado em agitador tipo “vortex” e transferido 0,1
mL para a superficie de duas placas de mCCDA e espalhado com alca de Drigalsky
(diluicdo 10?)

3.1.3. Enriquecimento seletivo

Foram transferidos 25 mL de caldo Bolton (Oxoid) em dupla concentracao
para garrafas de vidro temperado com tampa de rosca com capacidade de 100 mL,
foi acrescentado 0,5 mL do suplemento para caldo Bolton e 2,5 mL do sangue lisado
de cavalo.

Foi transferido 25 mL do caldo de enxaguadura para o caldo Bolton preparado
com a tampa levemente afrouxada.

As placas de mCCDA semeadas foram colocadas em posi¢cédo invertida
juntamente com as garrafas contendo o caldo Bolton inoculado em jarra de
anaerobiose com o gerador de microaerofilia Anaerocult C (Merck) e fechada

imediatamente a seguir. A jarra foi incubada a 42+ 0,2 °C por 48 + 2 horas.

3.1.4. Plagueamento apds enriquecimento seletivo

Apés o periodo de incubacdo, sem homogeneizar o caldo Bolton uma alca
bacterioldgica foi introduzida até 1/3 de profundidade, sendo semeada em superficie
de agar mCCDA, obedecendo a forma “T".

As placas foram colocadas em posicéo invertida em jarra de anaerobiose com
o gerador de microaerofilia (Merck) e fechada imediatamente. A jarra foi incubada a
42+ 0,2 °C por 48 £ 2 horas.

Foi realizado o controle dos meios de cultura empregado utilizando os
microrganismos: Campylobacter jejuni ATCC33560 (controle positivo) e Escherichia
coli ATCC 25922 (controle negativo), obtidos da colecao de cultura do INCQS.
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3.1.5. Selec¢éao das colbnias

A morfologia das colonias foi comparada com o crescimento da cepa de
referéncia de Campylobacter jejuni semeada.

As colbnias de Campylobacter apresentam um brilho d’agua e geralmente séao
espraiadas. O crescimento com essas caracteristicas foi considerado suspeito de
Campylobacter spp.

De cada crescimento suspeito foi preparado esfregaco em lamina e corado
pelo método de Gram utilizando a fucsina como contra-corante. A caracteristica
morfotintorial das células foi observada ao microscépio.

As bactérias do Género Campylobacter aparecem como bastonetes Gram
negativos delgados e extremamente pequenos, em forma de virgula, de "S" ou
lembrando asas de gaivotas.

Quando ao microscopio era verificado que o crescimento ndo estava puro, era
repicado com alca bacteriologica em superficie de agar Columbia (Merck) (Anexo 3)
contendo 5% de sangue desfibrinado de carneiro, solucdo de antibioticos e solucéo
de FBP (anexo 4), obedecendo a forma “T” e incubadas a 42°C por 48 horas em
atmosfera de microaerofilia para tentar obter um crescimento puro.

Podem ocorrer modificagcbes na morfologia das células de Campylobacter
para formas arredondadas, cocoides, estagio que néo possibilita o crescimento “in
vitro”, impedindo sua caracterizagao definitiva.

Quando isso acontecia, o crescimento era repicado com alca bacteriologica
em superficie de agar Columbia (Merck) (Anexo 3) com 5% de sangue desfibrinado
de carneiro e solucdo de FBP (Anexo 4), obedecendo a forma “T” e incubado a 42°C
por 24-48 horas em atmosfera de microaerofilia, na tentativa de reverter as células
para a forma original.

Do crescimento em que se confirmou a morfologia celular no Gram, uma
alcada foi retirada e repicada, por estriamento, para outra placa de agar mCCDA, a
fim de se obter um maior crescimento. Apds a incubagdo em microaerofilia a 42 °C

por 48 horas, foram realizadas as provas da catalase e oxidase.

3.1.6. Prova da catalase

Com o auxilio de uma alca bacteriologica foi transferida uma porcado do
crescimento da cultura para a superficie de uma lamina de microscopio limpa e

seca, foi adicionada ao crescimento uma gota de peroxido de hidrogénio a 3%.
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Foi observada a producédo de bolhas de gas (teste positivo), pois bactérias do
Género Campylobacter que apresentam reacdo positiva para o teste da catalase
sao as de maior interesse em microbiologia de alimentos.

Obs: este teste ndo deve ser realizado a partir de meio de cultura contendo

sangue, pois pode dar resultado falso positivo, pela presenca de oxigénio.

3.1.7. Prova da oxidase

Em uma placa de Petri vazia e estéril, foi colocado um pedaco de papel de
filtro e com o auxilio de um palito de madeira também estéril foi colocada uma
porcdo do crescimento bacteriano no papel de filtro e adicionadas duas gotas da
solucdo a 1% do reagente oxalato de para-amino-dimetilanilina (MERCK). O
aparecimento de uma coloragao vermelho intenso em 10 segundos foi considerado
positivo. Bactérias do Género Campylobacter apresentam reacdo positiva para o
teste da oxidase.

As provas acima foram realizadas com as cepas de Campylobacter jejuni
ATCC33560 (controle positivo) e Escherichia coli ATCC 25922 (controle negativo),
obtidos da colecao de cultura do INCQS.

3.1.8. Teste de Aglutinagdo em Latex

Do crescimento que confirmou a morfologia celular no Gram e as provas da
catalase e oxidase, foi realizado o teste de aglutinacdo em latex utilizando o kit
Dryspot Campylobacter (Oxoid).

Os reagentes foram retirados da geladeira e mantidos em bancada até
atingirem a temperatura ambiente (18-25°C).

Foi colocado um tubo 10x75mm em um suporte para tubos e adicionada uma
gota do reagente de extragdo n° 1.

Da placa de agar Columbia ou de agar mCCDA reisoladas foi retirado um
namero de colbnias suficiente para preencher o diametro interno de uma alca
descartavel de 5 pL. A alga com o crescimento foi colocada em contato com a gota
do reagente n° 1 e homogeneizado cuidadosamente. A alca foi deixada no reagente
n° 1 durante trés minutos.

Apés esse periodo, foram adicionadas duas gotas do reagente de extragdo n°

2 ao extrato e misturado com a alga utilizada anteriormente.
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Foi colocado uma gota (50uL) do extrato neutralizado no circulo teste e uma
gota no circulo controle. Foi utilizada a espatula que vem no kit para misturar o
extrato no latex desidratado do circulo controle até ficar completamente suspenso
espalhando de forma a cobrir a area da reacdo. Utilizando a mesma espétula foi
repetido o processo no circulo teste.

Foram realizados movimentos giratérios suaves no cartdo durante no maximo

3 minutos procurando sinais de aglutinagédo em condi¢gdes normais de iluminagao.

Em paralelo ao ensaio foi utilizada uma cepa de Campylobacter jejuni ATCC
33560 como controle positivo e uma cepa de E. coli ATCC 25922 como controle

negativo, da colecao de cultura do INCQS.

Ao término do teste os cartbes de reacao foram descartados com seguranca
em recipiente contendo desinfetante.

O resultado foi considerado positivo nas reacdes de aglutinacdo das
particulas de latex que ocorreram em até 3 minutos. A auséncia de aglutinacédo

neste intervalo indica resultado negativo.
Nota: O resultado é considerado nao interpretavel quando o reagente controle
mostrar sinais de aglutinacdo, o que indica que a cultura apresenta auto-

aglutinacéao.

Nota: Os isolados confirmados, foram armazenados em agar Brucella semi-solido

durante quinze dias em estufa a 35°C.
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4. RESULTADOS

As 10 amostras de sobrecoxas resfriadas de frango foram submetidas a

analise de acordo com a metodologia a ser implantada (Esquema - Anexo 2).

Os resultados revelaram a presenca de Campylobacter spp. em sete (70%)
das 10 amostras processadas demonstrando que a metodologia selecionada foi
capaz de detectar Campylobacter spp.

Das amostras utilizadas no estudo, trés foram compradas em um mesmo
abatedouro com inspecao estadual, trés em feiras-livres e quatro em supermercados
e foram denominadas como: A, B, C, D, E, F, G, H, |, J (tabela 5).

Tabela 5: Resultado da pesquisa de Campylobacter spp.em amostras de corte
resfriado de frango de diferentes procedéncias.

Amostra Procedéncia Resultado
A Abatedouro Positivo
B Feira-livre Positivo
C Supermercado Positivo
D Abatedouro Positivo
E Supermercado Positivo
F Supermercado Negativo
G Supermercado Negativo
H Abatedouro Positivo
| Feira-livre Positivo
J Feira-livre Negativo

Campylobacter spp. foi isolado em 100% das amostras de abatedouro, em
66,7% das amostras de feiras livres e em 50% das amostras de supermercados.

Os resultados positivos para Campylobacter spp. nas sete amostras de
sobrecoxas resfriadas de frango, foram obtidos na etapa de plagueamento direto,
gue segue a etapa da enxaguadura (Esquema — Anexo 2) e confirmadas no teste da
catalase, da oxidase e do Latex.

A semeadura no agar mCCDA feita a partir do caldo Bolton, revelou um
abundante crescimento de microbiota acompanhante que provavelmente se
sobrepbs ao crescimento caracteristico de Campylobacter spp., dificultando a
visualizacéo de colbnias tipicas e consequentemente o isolamento.

A metodologia foi de facil execucdo, ndo oferecendo dificuldade nas

diferentes etapas, sendo possivel de ser implantada na maioria dos laboratérios de
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microbiologia de alimentos, desde que disponha dos insumos necessarios e

treinamento adequado para o isolamento do patdgeno.
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, foram analisadas dez amostras de sobrecoxas resfriadas
de frango, sendo encontradas sete (70%) amostras positivas para Campylobacter
spp. Este resultado estd de acordo com KUANA (2005), que encontrou
Campylobacter spp. em 81,8% das amostras de 22 lotes de frango de corte
analisados. Resultados superiores foram encontrados por FREITAS e NORONHA
(2007) que analisaram carnes e miudos de frango expostos ao consumo em Belém
do Para e das 16 amostras analisadas 93,7% estavam contaminadas por
Campylobacter spp.

Resultados inferiores foram encontrados por CARVALHO et al. (2002) que
analisaram 50 amostras de carcaca de frango apds a evisceracdo em um
abatedouro industrial em S&o Paulo e encontraram 18 (36%) amostras
contaminadas por Campylobacter jejuni. DIAS et. al. (1990) em Belo Horizonte,
analisaram 100 amostras de carcacas de frango (50 de abatedouros industriais e 50
de abatedouros clandestinos) e encontraram 2,0% e 38,3% respectivamente
contaminadas por Campylobacter jejuni, diferencas que segundo o autor, podem
estar associadas as baixas condi¢cdes de higiene em abatedouros clandestinos. No
entanto, FREITAS e NORONHA (2007) ndo encontraram diferenga no isolamento de
Campylobacter entre amostras oriundas de abate clandestino ou sob inspecdo em
Belém do Para.

No presente trabalho, as amostras foram adquiridas em feiras livres,
supermercados e abatedouro com inspecao estadual. Campylobacter spp. foi isolado
em 100% das amostras de abatedouro, em 66,7% das amostras de feiras livres e em
50% das amostras de supermercados.

FRANCHIN et al (2005), avaliaram as fontes de contaminacdo por
Campylobacter termofilico em carne de frango antes do abate, em 8 aviarios de
diferentes produtores da regido Sul do Brasil. O microrganismo foi encontrado em 22
dos 24 lotes de aves destinados ao abate (91,7%). Tendo como principais fontes a
cloaca, as penas e a cama dos frangos.

Este microrganismo esta presente no conteudo intestinal dos frangos em
namero elevado e podem resultar em contaminacdo das carcacas e das plantas de
processamentos, oferecendo riscos a saude do consumidor (CARVALHO et al.,
2002).
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PEYRAT et. al. (2008) estudaram a recuperagcdo de Campylobacter antes e
apos a limpeza e desinfeccdo das superficies de quatro abatedouros na Franca. Os
autores verificaram que Campylobacter foi isolado em 73% das superficies nos
abatedouros estudados antes da limpeza e desinfeccédo, apds esse procedimento,
foi isolado em 18% das superficies de trés dos quatro abatedouros, mostrando que o
microrganismo pode sobreviver ao processo de limpeza e desinfeccdo e que as
superficies de abatedouros séo potenciais fontes de contaminacao.

Segundo MYLIUS et al. (2007), infeccdes de origem alimentar podem ser
originadas de produtos contaminados antes da sua aquisicdo ou que desenvolvem
um alto nivel de contaminacdo durante sua estocagem. Além disso, é possivel que
durante a preparacdo dos alimentos ocorra contaminacao dos utensilios de cozinha
tais como: tdbuas de carne, facas e vasilhames. Este processo é denominado
contaminacao cruzada.

A exposicdo do consumidor ao Campylobacter é inevitavel se a carne do
frango ndo for manuseada higienicamente, isto €, devido a contaminacéo cruzada da
carne contaminada para alimentos prontos para 0 consumo, ou pela coccéo
insuficiente do alimento. (ROSENQUIST et. al ,2006, COX et. al. 2006).

Outra fonte importante de contaminacao sdo os manipuladores de alimentos
gue podem ser portadores assintomaticos. Uma pesquisa realizada por TOSIN e
MACHADO (1995) em Florianépolis-SC revelou que de um total de 177
manipuladores de alimentos de cozinhas hospitalares e institucionais, 6,2% eram
portadores assintomaticos de Campylobacter e esses funcionarios ndo eram
afastados de suas atividades, mesmo apresentando quadro clinico de diarréia. Esse
fato caracteriza a falta de conscientizacdo das pessoas encarregadas de cuidarem
do bem estar coletivo, especialmente se considerarmos que o0s alimentos sé&o
veiculos de doencas quando manipulados por pessoas com pouca ou henhuma
habilidade em préaticas higiénicas e, portanto, devem ser tomados cuidados
preventivos e de controle sistematico de portadores desse microrganismo, quando
na funcéo de manipuladores de alimentos, especialmente em cozinhas hospitalares.

Existe uma ampla variedade de metodologias aprovadas internacionalmente
para deteccdo de Campylobacter utilizadas em todo o mundo, incluindo ou nao
etapas de enriquecimento seletivo, seguidos de inoculacdo em &agares seletivos
(KUANA, 2008). A escolha da metodologia para este estudo foi baseada em sua

praticidade em relacdo as demais.
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SCHERER et al. (2006) compararam a preparacdo da amostra para analise
pela enxaguadura e pela pesagem de 25 gramas de coxa de frango e posterior
plagueamento direto e Numero Mais Provavel (NMP). Eles verificaram que o nimero
de bactérias foi maior na enxaguadura associada ao plaqueamento direto.
Concordando com os autores, 0 preparo da amostra utilizado no presente trabalho
foi pela técnica da enxaguadura com Agua Peptonada Tamponada (APT) e foi
observado que o plagueamento direto com o adgar mCCDA também recuperou
melhor as células de Campylobacter do que o enriquecimento seletivo com o Caldo
Bolton em dupla concentracgéao.

KUANA et. al. (2008) analisaram 96 carcagas de frango através de inoculacéo
direta (ID) e pelo método de pré-enriquecimento (PE). Foi utilizado o caldo Bolton no
pré-enriquecimento, seguido de inoculagdo em agar mCCDA, para o isolamento
direto foi utilizado o agar Bolton com cloreto de trifenil tetrazolio (TTC), sempre em
microaerofilia. Para confirmagéo dos isolados foi utilizado o teste de aglutinagdo em
latex. Os resultados de 99% de carcacas positivas para Campylobacter pelo PE e de
97,9% pelo ID, ndo evidenciaram diferencas significativas. Portanto, os autores
indicam os dois métodos como eficazes para a identificacdo de Campylobacter.
Entretanto, devido a antecipacdo dos resultados em 24 horas, eles recomendam
adotar o método de isolamento direto.

O resultado de 99% no pré-enriquecimento encontrado por KUANA et al.
(2008) € muito diferente do encontrado neste estudo em que o caldo Bolton nao
apresentou resultados satisfatérios para deteccao de Campylobacter spp., podendo
ser devido a utilizacdo de 25 mL do meio em dupla concentragdo com 25 mL da
agua de enxaguadura o que resultou em uma quantidade muito grande da
microbiota acompanhante, dificultando a visualizacdo de colonias suspeitas de
Campylobacter. Todos os resultados positivos encontrados foram conseguidos pelo
plagueamento direto, sendo considerado melhor e mais rapido do que o
enriguecimento seletivo.

A alta ocorréncia de Campylobacter encontrada nesse trabalho, apesar do
namero pequeno de amostras, indica que devem ser tomadas medidas de controle e
disseminagdo desse microrganismo durante as principais etapas de abate e
processamento de frango, a fim de minimizar os riscos a que a populacdo esta

Sujeita ao consumir esse produto.
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6. CONCLUSOES

A metodologia selecionada para este estudo foi capaz de detectar
Campylobacter spp. em sete (70%) das dez amostras de sobrecoxas
resfriadas de frango analisadas.

Campylobacter spp. foi isolado em 100% das amostras de abatedouro com
inspecédo estadual, em 66,7% das amostras de feira livre e em 50% das
amostras de supermercado;

Todos os resultados positivos foram conseguidos pelo plaqueamento direto,
sendo considerado melhor e mais rapido do que o enriquecimento seletivo;

A metodologia em estudo foi de facil execucdo, ndo oferecendo dificuldade
nas diferentes etapas, sendo possivel de ser implantada na maioria dos
laboratorios de microbiologia de alimentos, desde que disponha dos insumos
necessarios e treinamento adequado para o isolamento do microrganismo,

A alta ocorréncia de Campylobacter encontrada nesse trabalho, apesar do
namero pequeno de amostras, indica que devem ser tomadas medidas de
controle e disseminacao desse microrganismo durante as principais etapas de
abate e processamento de frango, a fim de minimizar os riscos a que a

populacao esta sujeita ao consumir esse produto.

7. PESPECTIVAS

Realizar novos estudos com maior numero de amostras para verificar a

ocorréncia de Campylobacter spp. em carne de frango resfriado exposta ao

consumo humano e identificar as espécies atravées de PCR utilizando primers

especificos.
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ANEXO 1. TABELA 2

Tabela 2: Reservatorios e doencgas associadas as espécies de Campylobacter

Espécies Reservatorios Doengas Homem Doencas Animais
C. coli Porco, frango, gado, ovelha, Gastrenterites e septicemia Gastrenterites
aves

C. concisus Homem Doenca  periodontal e Nenhuma até o presente
gastrenterites

C. curvus Homem Doenca  periodontal e Nenhuma até o presente
gastrenterites

C. fetus subsp. fetus Gado e ovelha Septicemia, gastrenterites, Aborto espontdneo em

aborto, meningite

avino e bovinos

C. fetus subsp. veneralis Gado Septicemia Infertilidade bovina
C. gracilis Homem Doenca periodontal, epiema  Nenhuma até o presente
e abcessos
C. helveticus Cées e gatos Nada até o presente Gastrenterites  feline e
canina
C. hyointestinalis subsp. Porco, gado, hamister e Gastrenterites Enterite bovina e suina
hyointestinalis veado
C. . hyointestinalis subsp. Porco Nada até o presente N&o conhecido
lawsonii
C. hyolei Porco Nada até o presente Enterite  proliferativa em
suino
C. jejuni subsp. doylei Homem Gastrenterites, gastritis e Nada até o presente
septicemia
C. jejuni subsp. jejuni Frango. Porco, gado, Gastrenterites, septicemia, Gastrenterites e hepatites
ovelha, cachorro, gato, meningite, aborto, proctites, aviarias
agua, aves, coelho e GBS
insetos
C. lari Aves, frango, agua, case, Septicemia e gastrenterites Gastrenterites aviarias
gatos, macacos, cavalos,
C. mucosalis Porcos Nada até o presente Enterite necrética suina e
ileite
C. rectus Homem Doenca periodontal Nada até o presente
C. showae Homem Doenca periodontal Nada até o presente

C. sputorum biovar. spu

torum

Homem, gado e porcos

Abcessos e gastrenterites

Nada até o presente

C. sputorum

Faecalis

biovar.

Ovelha e bufalos

Nada até o presente

Nada até o presente

C. upsaliensis

Cées e gatos

Gastrenterites, septicemias

e abcessos

Gastrenterites  felina e

canina

C. insulaenigrae

Foca e golfinho

Nada até o presente

Nada até o presente

C. lanienae Gado, porcos e humanos Nada até o presente Nada até o presente
C. hominis Humanos Gastrenterites em Nada até o presente
imonocomprometidos

Fonte: Humphrey, O'Brien, Madsen. International Journal of Food Microbiology 117 (2007)p. 239



ANEXO 2. ESQUEMA DE ANALISE

100 mL APT
Enxaguar
por 1 min
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agar mCCDA em
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ANEXO 3 — MEIOS DE CULTURA

Todos os meios foram submetidos ao controle de esterilidade, apds o preparo

e antes da sua utilizacéo.

a) - Agua Peptonada Tamponada (APT)

Peptona ------mmmmmm e 109
Cloreto de SO0 -=-=-=-=nmmmmmmm e e e 59
Fosfato de s6dio dibaSICO ~-----=-=mmmmmmmmm oo 359
Fosfato de potassio MONODASICO ------=-=--m=mmmmmmmmm oo 159
Agua destilada -----=========== e 1000 mL

Suspender e dissolver os componentes em agua destilada. Distribuir aliquotas de
225 mL em frascos erlenmeyers com capacidade de 500 mL. Esterilizar em
autoclave a 121°C durante 15 minutos.

pH final: 7,2 £ 0,2 a 25°C.

Nota:
O meio pronto deve ser estocado em temperatura de 15 a 30°C.

b) — Agar mCCDA

Caldo Nutriente NO 2----mmmmm oo 25.0¢9
Carvao Bacteriol0giCo------=-=-=-=n=nmnmmmm oo e 409
Hidrolisado de Caseina------=-=-===nmnmmmm e e 3.09
Desoxicolato de SOdi0----------=-==mmmmm oo 1049
Sulfato ferroS0-=-=-=======nmmme e e e e 0.25¢g
Piruvato de SOdi0----=-=-=-=====nmmmmm e e 0.25¢g
A QA == 12.0g
Agua pUIifiCada--=--=======mmmm e 1000 mL

Dissolver os ingredientes em agua purificada. Esterilizar em autoclave a 121°C por
15 minutos.
pH final 7,4 £ 0,2 a 25°C.



Suplemento contendo agentes seletivos para mCCDA (SR 155 E) - DIFCO

Cefoperazon@=----=-=-==-m=mommmom e e e e e e e e e e e 16 mg
ANFOLEriCINGA B---mm-mmmmmmmm oo oo e oo 5 mg
Agua purifiCada-----=-====mnmm e e e e 2mL

Dissolver os agentes seletivos do suplemento na agua purificada.
Meio final

Adicionar o conteido do suplemento em 500 mL do meio base a 50°C.

Homogeneizar vagarosamente e distribuir em placas de Petri.

Nota:
Preparar as placas no dia anterior ao uso e estocar ao abrigo da luz. A seletividade
diminui 48 horas apés o preparo.

c) — Columbia Base para Agar sangue

Peptona especial---=-=-=-=====m=mmmmmmm e e eeeeee 23.0¢9
A0 oo e e oo 109
Cloreto de SOi0-----=-======mmmm o oo oo e e e e 509
N T | 10.0g
Agua pUIifiCada--=--=======mmmmm e 1000 mL

Adicione 3,9 g em 100 mL de agua destilada. Aquegca em banho-maria até dissolver
0 meio completamente. Esterilize em autoclave a 121C por 15 minutos. Esfrie a
50T e adicione 5 mL de sangue desfibrinado de carn eiro, 5 mL da solugéo FBP e

0,5 mL da solucéo de antibiéticos.

pH final 7,3 £ 0,2 a 25°C.

d) — Caldo Bolton dupla concentracéo

Peptona de Carne--------=-===ssomomom e e oo 10.0g¢
Hidrolisado de Lactalbuming -----=-=-======mmmmmm e 50¢9
Extrato de levedura-------------=-cmm oo oo 5009
Cloreto de SOdi0-----=-=====mnmmm e oo e e e e e e 5009

Acido alfa — CetOgIULANICO=---=========mmm e 1.09



Piruvato de SOdi0----=-=-=======nmmmmm e e e 0,59

Metabissulfito de SOdi0--------=======mmmmm oo 059
Carbonato de SOdi0---------==mmmmm e 069
H MmN @ --= === o mm oo oo oo oo e 0,019
Agua PUIfiCAAA--==========mmmm e oo 500 mL

Suspender 0os componentes em agua purificada. Autoclavar a 121C por 15
minutos. Resfriar a 48-50°C e acrescentar 25 mL de sangue lisado de cavalo e um
frasco do suplemento seletivo (SR 0183 E). Homogeneizar antes do uso.

pH final: 7,4 £ 0,2 a 25T.

Suplemento contendo agentes seletivos para Bolton (SR 0183E) - OXOID

(0= (o] o1 =] = P46 1o 10 mg
VAN COMICINA- === === === oo o oo oo 10 mg
THMEtNOPIIN - oo 10 mg
CyCloneXimMidE-----mmmmmemm e m oo 25 mg
AgUA PUNfiCAd@A--===nmmmmm e m e oo e e e e 2,5mL
Etanol---------m oo 2,5mL

Dissolver os agentes seletivos do suplemento na agua purificada e etanol.

Meio final

Adicionar o conteudo do suplemento em 250 mL do meio base. Homogeneizar

vagarosamente.

e) — Meio Brucella semi-sélido

Caseina de disgestdo panCreatiCa-------------=-===-m==m=mmmmmmm oo 10.049
Peptona de Car@-------=-=-mmm e oo e 10.049
DE@XIrOS@ === o e e e e e e e e 109
Extrato de leveduras---=---=====s=s-smmomom e oo e e e e e e 209
Cloreto de SOdi0----=--==mmnmmmm e e e s 509
BiSsSulfito de SOdi0-----=-====mmmmme oo e 0.1g
AN~ e e e e e e e e e 169

Agua PUIfiCAOA--========mmmmm oo 1000 mL



Pesar 2,8g de caldo Brucella (Difco), pesar 0,16g de Agar-agar e adicionar 100 mL
de &gua purificada. Dissolver por aquecimento em banho-maria. Distribuir em tubos
13x100mm e esterilizar em autoclave a 121<T por 15 min.

Ajustar o pH entre 7,0 £ 0,2 a 25°C.

Obs: Este meio de cultura é utilizado para manutencdo de Campylobacter em estufa
a 35 °C por 15 dias.



ANEXO 4. SOLUCOES E REAGENTES

a) — Sangue lisado de cavalo

Este componente é solicitado ao CECAL/FIOCRUZ, ap0s o recebimento, o sangue
desfibrinado de cavalo deve ser congelado para a lise das células. Para o
congelamento, distribuir por¢cdes de até 40 mL em tubos de centrifuga de
polipropileno estéril com capacidade de 50 mL. Congelar a —20°C. Descongelar e
congelar mais uma vez para completar a lise. Estocar os tubos contendo sangue por

cerca de 6 meses. Pode ser congelado e recongelado diversas vezes.

b) — Sangue desfibrinado de carneiro

Este componente é solicitado ao CECAL/FIOCRUZ e sua utilizacdo se da em até 15

dias ap0s seu recebimento no setor.

c) — Solugéo de FBP

Sulfato ferroS0 -------=mmmmm oo 0549
Metabissulfit de SOdi0---------=--==-mmmm e 059
Piruvato de SOdi0--------=--=-mn oo oo e 059
Agua destilada-------======nmmmmmm e 100 mL

Esterilizacao por filtracdo. Manutencéo em frasco ambar, por 30 dias em geladeira.

d) — Solucéo de antibidticos para Agar Columbia

Cefalotinga --------=-mmm oo 11 mg
Lactato de trimetoprim--------m--mmm oo e 50 mg
VANCOMICIN@======= === o e oo oo e e 91 mg
Acti-dione (cicloheximide)--------===-==mmmmmmm oo 20 mg
COliStiNA ==m=mmmmm e e oo e e e s 22 mg
Agua destilada eStEril =----======nmmmm oo 50 mL

Esterilizacdo por filtragdo. Manter em freezer (-20C).



e) — Solucado de Fucsina Basica a 0,5%

FUuCSiNa BaSICa--------=-===mmmm e oo e 059
Etanol @ 959/0--------=mommm e oo e 20 mL
Agua purificada q.S.p.-===============nmmmmmm e 100 mL

Dissolver a fucsina no alcool. Acrescentar agua purificada completando o volume

para 100 mL. Se necessario filtrar para remover o excesso de particulas do corante.
f) — Reativo para oxidase (Oxalato de para-amino-dimetilanilina ™)

Oxalato de para-amino-dimetilanilina ™ oo 059

Agua destilada/deionizada--------=-===========mmmmmm e 50 mL

Agitar até completa dissolucdo. Distribuir volumes em frascos de cor ambar ou

envoltas em papel aluminio. Identificar e datar. Manter a —20°C.



