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Enumeracao de Campylobacter spp. e presenca de Campylobacter jejuni em carcagas de
frango no Estado de Minas Gerais

Enumeration of Campylobacter spp. and presence of Campylobacter jejuni in broiler carcasses in the
State of Minas Gerais, Brazil

Afonso de Liguori Oliveira' Roseane Batitucci Passos de Oliveira"

RESUMO

Campilobacteriose € uma zoonose de distribuicdo
mundial, com repercussdes importantes na salde publica e
um grande impacto socioecondmico. As rotas de transmissdo
ao homem das espécies de Campylobacter sdo o contato direto
com animais portadores, 4gua ou alimentos contaminados e é
mais comumente associado ao consumo de carne de frango.
O objetivo deste estudo foi detectar e enumerar Campylobacter
spp. por um método rapido (SimPlate®) e pelo método
convencional (plaqueamento direto em &gar mCCD),
determinando a frequéncia e o nivel de contaminacdo em 75
amostras de carcacgas de frangos (25 Pré-chiller e 25 Poés-
chiller obtidos em abatedouros sob inspecéo federal no Estado
de Minas Gerais e 25 amostras congeladas, coletadas no
comércio verejista). As amostras avaliadas, independentemente
do método utilizado, apresentaram Campylobacter spp. em
56,0% das carcacas antes do chiller e 44,0% ap6s o chiller. A
contagem das amostras congeladas se apresentou abaixo do
limite de deteccdo do método. Das 75 amostras testadas, 34,7%
foram positivas para Campylobacter spp. Das amostras
positivas, 38,5% foram identificadas como C. jejuni e, entre
estas, o maior nimero de C. jejuni foi obtido nas carcagas de
frango antes do chiller (42,9%), seguido de carcaca de frango
apo6s o chiller (36,4%). O estudo mostrou que a deteccéo e
enumeracdo é variavel, embora em nenhuma das amostras
destinadas ao comércio foram obtidas contagens acima da
dose infectante estabelecida. O uso do SimPlate® foi adequado
e equivalente ao plagueamento direto em 4gar mCCD e
apresentou uma melhor taxa de recuperagdo de células de
Campylobacter spp.

Palavras-chave: carne de frango, Campylobacter spp.,
Campylobacter jejuni, identificacéo,
contaminacéao.

ABSTRACT

Campylobacteriosis is a worldwide distribution
zoonosis, with significant repercussions on public health and

with a high socioeconomic impact. Routes of transmission of
Campylobacter species to man are direct contact with carrier
animals, contaminated water or food and it is most commonly
associated with consumption of chicken meat. The objective of
this study was to detect and enumerate the Campylobacter spp.
by a rapid method (SimPlate®) and and conventional method
(direct plating on mCCDA) and determine frequency and level
of contamination in 75 broiler carcasses (25 pre-chill; 25 post-
chill at establishments under federal inspection in the State of
Minas Gerais, Brazil and 25 frozen broiler carcass samples
taken from the retail trade). Evaluated samples, regardless of
the technique used, detected the presence of Campylobacter
spp. in 56.0% before the chiller and 44.0% after the chiller.
Counts of the frozen samples were below the detection limit of
the method. Of the 75 samples tested, 34.7% were positive for
Campylobacter spp. and that, 38.5% were identified as C.
jejuni. Among them, the largest number of C. jejuni obtained
was from the carcass of the chicken before the chiller (42.9%),
followed by chicken carcass after the chiller (36.4%). The study
showed that the detection and enumeration is variable, although
in none of the samples intended for trade has been obtained
scores above the infective dose. The use of SimPlate® technique
was appropriate and equivalent to direct plating on agar mCCD
and showed a better recovery rate cells of Campylobacter spp..

Key words: broiler meat, Campylobacter spp., Campylobacter
jejuni, identification, contamination.

INTRODUCAO

A campilobacteriose € uma zoonose de
distribuicdo mundial, que causa gastroenterite em
humanos e animais, e pode ser adquirida por
contaminacgdo cruzada ou coccdo inadequada de
produtos de origem animal, particularmente de carne
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de frango (OYARZABAL et al., 2005; FSA, 2005;). A
Autoridade Europeia para a Seguranga Alimentar
(EFSA, 2011) estimou que ocorram nove milhdes de
casos anuais de campilobacteriose humana, que
resultam em 350.000 dias ndo trabalhados e custos
totais anuais de 2,4 bilhdes de Euros.

Algumas espécies como o Campylobacter
jejuni, C. coli, C. lari e C. upsaliensis sdo termofilas
(WASSENAAR & NEWELL, 2006) e sdo as principais
espécies causadoras de quadros de diarreia (WHO,
2000). C. jejuni é responsavel por aproximadamente 80
a 90% dos surtos de campilobacteriose (ALTER &
SCHERER, 2006; DEBRUYNE et al., 2008; OIE, 2011).

A prevaléncia de Campylobacter spp. em
carcacas de frango é variavel. Na Unido Europeia (UE),
a prevaléncia média é de 75,8%, com valores variando
entre 4,9% e 100%, sendo que as contagens relatadas
para carcagas S0 muito variaveis entre 0s paises da
UE, variando de <10'UFC g* a >10*UFC g (EFSA,
2010). O padrao microbioldgico para carnes de aves em
relagdo ao Campylobacter spp. ainda ndo esta
estabelecido. A Autoridade Europeia para a Seguranca
dos Alimentos (EFSA, 2011) tem proposto, para aves,
um limite critico entre 5x10% e 103UFC g*. Entretanto,
dados da Agencia de PadrBes Alimentares da Inglaterra
(FSA, 2005) e do Centro para Controle e Prevencdo de
Doengas dos Estados Unidos (CDC, 2011) indicam que
a dose infectante € baixa, sendo estabelecida entre 500
e 800 unidades formadoras de colbnia de
Campylobacter spp. que podem causar doenca. O
objetivo do presente estudo foi detectar e enumerar
Campylobacter spp. usando o método rapido
SimPlate® Campylobacter e por plaqueamento direto
em agar mCCD (método convencional), determinando
a frequéncia e o nivel de contaminacdo, realizando
identificagdo morfolégica e bioquimica de
Campylobacter jejuni em carcacas de frango no
Estado de Minas Gerais.

MATERIAL E METODOS

Foram realizadas cinco coletas, em
abatedouros sob Inspecdo Federal. Em cada uma delas,
foram coletadas cinco carcacas de frango antes do
resfriamento em chiller (n=25) e outras cinco apés o
resfriamento (n=25). Nos mesmos periodos, no comércio
varejista, foram feitas cinco coletas de cinco amostras
de carcaga frango congeladas (n=25), perfazendo um
total de 75 amostras, entre carcacas resfriadas e
congeladas. No momento de coleta das amostras no
abatedouro, a temperatura dos tanques e a cloracdo da
agua do chiller foram mensuradas com termdmetro
digital (GULTON, S&o Paulo, Brasil) e Kit para teste de
cloro livre (MERCK Microquant®, Darmstadt,

Alemanha), respectivamente. As amostras colhidas no
abatedouro foram pesadas individualmente, em saco
plastico de amostragem, e enxaguadas com 400 mL de
agua peptonada tamponada (USDA, 2011), para se
estabelecer as contagens por grama de carcaca. Das
amostras de carcacas congeladas, foram colhidos 259
de amostra em pontos distintos e homogeneizadas em
Homogeneizador MA-440/CF (Marconi, Piracicaba,
Brasil), com 225mL de 4gua peptonada tamponada (10?).

Para o método rapido, foi retirada uma
aliquota de 1,0mL do liquido de enxague de cada
carcaga, e da diluicdo inicial das carcagas congeladas.
Cada aliquota foi adicionada, separadamente aos
frascos de SimPlate® Campylobacter C-Cl (BioControl
América Latina— Campinas, SP, Brasil), preparados de
acordo com as recomendacGes do fabricante. Estes
foram incubados, sem inverter, a 42°C, por 48-52h, em
camara de anaerobiose (BUG BOX, Yorkshire,
Inglaterra), em microaerofilia (N, 85%, CO, 10%, O, 5%),
conforme NACMCEF (2007), e realizadas as contagens
de acordo com as recomendagfes do fabricante,
expressas em log,, UFC g* de Campylobacter spp.

Para 0 método convencional, quatro aliquotas
de 0,25mL foram colhidas do liquido de enxague das
congeladas, sendo distribuidas entre quatro placas de
agar carvdo cefoperazona desoxicolato modificado -
mCCDA (CM0739 - OXOID®, Hampshire, Inglaterra) com
suplemento (SR0155 - OXOID®, Hampshire, Inglaterra),
e incubadas conforme NACMCEF (2007). Foram contadas
as coldnias tipicas e os resultados expressos em log,,
UFC g de Campylobacter spp. Para as avaliagfes
bioquimicas e identificagdo da espécie, foram utilizadas
como cepas padrdo Campylobacter jejuni NCTC 11351
e Campylobacter coli NCTC 11366. Foram coletadas
do conjunto de placas (quatro por amostra) cinco
col6nias tipicas para os testes de aglutinagdo em latex,
catalase, oxidase, sensibilidade ao acido nalidixico e &
cefalotina e hidrélise do hipurato e do indoxil acetato
(BRASIL, 2003; ALTER & SCHERER, 2006; ANDRADE
etal., 2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os niveis de cloro livre na dgua do chiller se
mantiveram acima de 2ppm em todas as datas de
amostragem e dentro dos limites estabelecidos pela
legislacdo (BRASIL, 1998).

Foi detectada a presenca de Campylobacter
spp. nas amostras de carcaca de frango do abatedouro,
sendo as médias de contagem no pré-chiller
(2,19+0,30lo0g,, UFC g*) maiores que as do pos-chiller
(0,55+0,22log,, UFC g*), independentemente do
método utilizado (Tabela 1). Contagens mais elevadas
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Tabela 1 - Média das contagens (logy, UFC g™) de Campylobacter spp. em carcagas de frango antes e ap6s o chiller, método réapido

(SimPlate®) ou convencional (agar mCCD).

-------------------------- Antes do chiller

Depois do chiller (resfriada) ------------------

Més da analise

mCCDA

Simplate®

mCCDA

Simplate®
out/L0 2,69+0,07 (2/5)%
nov/10 2,04+0,18 (4/5)
mar/11 2,050,37 (2/5)
abr/11 2,02+0,47 (3/5)
mai/11 2,14+0,38 (3/5)
Média 2,19+0,30 (14/25)

1,98+0,27 (2/5)
1,90:0,26 (4/5)
1,6740,16 (2/5)
1,83£0,15 (3/5)
1,80+0,08 (3/5)
1,8320,18 (14/25)

0,63+0,21 (2/5)
0,38+0,22 (2/5)
0,57+0,12 (3/5)
0,65+0,17 (2/5)
0,61+0,33 (2/5)
0,55+0,22 (11/25)

0,41+0,22 (2/5)
0,39+0,21 (2/5)
0,54+0,14 (3/5)
0,32+0,11 (2/5)
0,430,21 (2/5)
0,4420,20 (11/25)

1 - Médias e desvio-padrio das contagens (log;o UFC g™) de Campylobacter spp.

2 —n° de amostras positivas /n° total de amostras.

foram relatadas por KUANA et al. (2008) em frangos,
apos a depenadeira (antes do chiller) com valores de
5,15log,, UFC carcaga® e 4,22log,, UFC carcaca™ apos
chiller. No geral, os valores obtidos neste trabalho para
as carcagas antes do chiller variaram de 1,67log,, UFC
g! (=47UFC g1 a2,69lo0g,, UFC g* (Z490UFC g*),
dependendo do método utilizado.

Por outro lado, as médias de contagem nas
amostras de carcacas resfriadas (depois do chiller)
apresentaram uma reducéo significativa, que variou
entre 1,13log,, UFC g* e 2,06lo0g,, UFC g, valores
abaixo do observado nas carcacgas antes do chiller,
sendo a variag&o das contagens entre e 0,32log,, UFC
g'a0,65log,, UFC g (=2,09UFC g'a4,47UFC g?).
Assim, observa-se que ocorre reducdo da
contaminacdo na etapa de resfriamento. Essa etapa,
portanto, contribui para a diminuigéo do risco de um
surto de campilobacteriose, pois, tomando-se o valor
médio de contagem (0,55log,, UFC g*) obtido para as
amostras de carcacas do pds-chiller e considerando
uma ingestdo de 100g dessas carcagas, ndo haveria
possibilidade de ingestdo de um nimero de células
acima da dose infectante de Campylobacter spp.
estabelecida, que é 500 células viaveis (WHO, 2000;
EFSA, 2011). Dessa forma, a adogéo das boas praticas
de fabricacdo em toda a cadeia produtiva, associada
aos procedimentos adequados para evitar a
contaminacdo cruzada e aplicacdo de tratamento
térmico do produto para o consumo final sdo de suma
importancia para impedir o risco potencial em
desencadear um surto de campilobacteriose.

Das 25 amostras de carcaca congeladas
analisadas, as médias das contagens foram abaixo do
limite de deteccéo dos métodos (<0,3log,, UFC mL?)
(Tabela 2). Porém, em algumas amostras, observou-se
crescimento compativel com perfil de Campylobacter

spp., tanto pela técnica do SimPlate® (16,0%) quanto
no plaqueamento direto em dgar mCCD (4,0%). Desse
modo, pode-se inferir que ocorre uma reducdo de
contagem apos a estocagem congelada, fato este
também relatado por ALTER et al. (2005) e EL-SHIBINY
et al. (2009). Apesar de se observar essa reducgdo,
SAMPERS et al. (2010) alertam para o fato de que uma
parte da populacdo desses microrganismos pode
sobreviver ou apresentar injlrias subletais, quando
congeladas, e, em certas condicGes, sairem do estado
de viaveis ndo cultivaveis (VNC).

Das 75 amostras analisadas, 34,7% foram
positivas para Campylobacter spp. Esse valor situa-
se bem abaixo da média encontrada na Unido Europeia,
que é de 75,8% (EFSA, 2010). Para a identificacdo de
Campylobacter jejuni, a partir das 75 amostras
analisadas, foram obtidos 130 isolados, a partir do
plagueamento direto em agar mCCD (Tabela 3). Destes,
27,7% foram identificados com C. jejuni, sendo que o

Tabela 2 - Meédia das contagens (log, UFC g') de
Campylobacter spp. em carcagas de frango
congeladas, obtidas por método rapido
(SimPlate®) ou convencional (agar mCCD).

Més da analise Simplate Agar mCCD
out/10 < 0,30 (1/5)* < 0,30 (1/5)
nov/10 < 0,30 (2/5) < 0,30 (0/5)
mar/11 < 0,30 (0/5) < 0,30 (0/5)
abr/11 < 0,30 (0/5) < 0,30 (0/5)
mai/11l < 0,30 (1/5) < 0,30 (0/5)
Média < 0,30 (4/25) < 0,30 (1/25)

1- Médias das contagens (log;p UFC g*) de Campylobacter spp.
(n® de amostras positivas /n° de amostras analisadas).

Ciéncia Rural, v.43,n.3, mar, 2013.
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Tabela 3 - Identificagdo de Campylobacter jejuni, a partir dos isolados obtidos por plaqueamento direto em 4gar mCCD a partir de amostras
positivas de carcaca de frango.

N° de amostras positivas/  N° de Amostras +(%) / Amostras - (%) /

Tipo de Amostra N° amostras (%) isolados N isolados (%) Campylobacter jejuni N isolados (%) Campylobacter spp.

CA-Al 14125 (56,0) 70 6 (42,9) / 25 (35,7) 8 (57,1) / 45 (64,3%)
CAG 11/25 (44,0) 55 4(36,4) / 11 (20,0) 7 (63,6) / 44 (80,0%)
CA-C 1/25 (4,0) 5 0(0,0)/0 (0,0) 1 (100,0) / 5 (100,0%)
Total 26/75 (34,7) 130 10 (38,5) / 36 (27,7) 16 (61,5) / 94 (72,3%)

1 - CA-A (carcacas antes do chiller); CA-G (carcacas depois do chiller — Gotejamento); CA-C (carcacas congeladas).

maior nimero de isolados caracterizados como C. jejuni
foram os obtidos a partir das carcacas de frango antes
do chiller (35,7%), sequido da carcaca de frango apds o
chiller (20,0%). Os isolados obtidos das amostras
congeladas ndo resultaram em identificacdo positiva de
C. jejuni. Esses resultados diferem do que foi observado
por outros autores, que relatam ser esta a espécie
predominante em carne de frango (EFSA, 2010; ZHAO
etal., 2010). Esse fato pode estar relacionado ao volume
de troca de &gua que é recomendado no Brasil para o
pré-chiller e chiller (BRASIL, 1998), diferentemente do
que ocorre na Europa. Sdo também inferiores aos
relatados por ALTER etal. (2005), que isolaram C. jejuni
em 72,1% das amostras de carcacas de perus antes do
resfriamento, tendo observado, ap6s o chiller, uma
reducdo nessa populacdo para 67,4%. De modo
interessante, ao final de 24h de resfriamento, a populacéo
de C. jejuni foi de 25,6% das amostras, valores bem
préximos ao observados em nosso trabalho.

CONCLUSAO

As amostras de carcacas de frango
resfriadas e congeladas produzidas no Estado de Minas
Gerais, por abatedouros avicolas inspecionados,
apresentaram baixo nivel de contaminacdo por
Campylobacter spp.

O resfriamento das carcacgas reduz as
contagens desses microrganismos e também de C.
jejuni, uma vez que o nimero de amostras positivas
para nas amostras antes do chiller foi superior as
observadas ap6s o chiller.

Nas amostras congeladas nao foi detectada
a presenca de C. jejuni e as contagens de
Campylobacter spp. foram baixas (<0,3log,, UFC mL?),
0 que sugere que 0 congelamento € um processo que
afeta a sobrevivéncia desse patégeno.

Embora ainda ndo exista um padrao oficial,
o0 Brasil, como o0 maior exportador mundial de carne de

frango, deve estar atento a esse patdgeno, embora,
neste trabalho, todas as amostras avaliadas seriam de
qualidade aceitavel, dentro do padrdo atualmente
proposto na Europa (EFSA, 2010).
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