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Resumo: Com o objetivo de quantificar a presenca de Campylobacter em carcagas, cortes e mitdos
de frango produzidos no estado do Rio Grande do Sul, 50 amostras foram analisadas por meio da
técnica UFC/g (Unidade Formadora de Colonia por grama) SimPlate®. Foram realizadas andlises de
comparagio, equiparando-se a populagio obtida em meio nio seletivo com a populagio obtida na técnica
avaliada, por meio de linhagens ATCC (American type Culture Collection). Os testes aplicados para
a avalia¢do do método UFC apresentaram resultados positivos relativamente superiores aos resultados
esperados encontrados em meio nio seletivo. Os produtos avicolas analisados apresentaram 34 % de
contaminagio por Campylobacter, os resultados encontrados evidenciam que as empresas produtoras e
os 6rgios fiscalizadores necessitam desenvolver melhores ferramentas de controle durante o processo
produtivo, além de levantar a discussdo quanto a exigéncia de padrdes para o patégeno em estudo quando
do estabelecimento de novas legislagoes.
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ENUMERATION OF CAMPYLOBACTER ON CARCASSES, CUTS AND
POULTRY OFFAL PRODUCED IN RIO GRANDE DO SUL

Abstract: In order to enumerate Campylobacter on carcasses, cuts and poultry offal produced in the State
of Rio Grande do Sul, 50 samples were analysed using CFU/g SimPlate®. Comparison analyses were
performed, equating the population obtained in a non-selective medium with the population obtained
from the technique evaluated, using ATCC strains. The evaluation of the CFU method showed positive
results, relatively higher when compared to the expected results found in a non-selective medium. The
poultry products analysed showed 34 % of contamination. This is an indication that production companies
and regulatory agencies should come up with more effective actions to control contamination during
production. Moreover, it also suggests a discussion on the standards for the pathogen analysed in this
study when establishing future legislation.
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1INTRODUCAO

Dentre os fatores necessirios para o crescimento microbiano, encontram-se os
fisicos e os quimicos. Os fatores fisicos incluem temperatura, pH e pressio osmdtica. Ja
os quimicos incluem fontes de carbono, nitrogénio, enxofre, fésforo, oxigénio, elementos
tragos e fatores orginicos de crescimento (TORTORA, 2012). Dentre os grupos com
restri¢do para crescimento encontra-se o género Campylobacter, caracterizado por serem
espirilos gram-negativos e méveis, sendo, na sua maioria, patogénicos para humanos
e outros animais. Sdo considerados microaeréfilos, cultivados e incubados em baixas

tensdes de O2 (entre 3-15%) e altas tensdes de CO2 (entre 3-10%) (MADIGAN et al.,
2010).

7

O género Campylobacter ¢ composto por aproximadamente 14 espécies. Antes
dos anos 70, as espécies de Campylobacter eram conhecidas principamente por
microbiologistas veterindrios como organismos causadores de aborto espontineo em
gado e ovelhas, e como causa de outras patologias em animais, sendo classificadas
como Vibrio sp. Esse género tem grande destaque na saide publica, principalmente
por pertencerem a ele varias espécies que podem causar diarreia, sendo C. jejuni a mais
importante (JAY, 2005). Essas bactérias podem ser encontradas em amostras de dgua,
alimentos e no trato intestinal das aves (CORTEZ et al., 2006).

Espécies de Campylobacter sio patégenos bacterianos frequentemente associados
em todo o mundo com gastroenterite humana. Na América do Norte, Europa e Japio,
a campilobacteriose ¢ uma das principais doengas de origem alimentar bacteriana e o
consumo de carne de aves e/ou subprodutos é considerada como uma das principais

causas da doenga (SUZUKI; YAMAMOTO, 2009).

Segundo Brooks et al. (2012), as espécies C. jejuni e C. coli aparecem como patégenos
humanos comuns, provocando enterites e, em alguns casos, infec¢do sistémica. Para
laboratérios em geral sdo indistinguiveis, ndo sendo possivel a diferencia¢io das duas
espécies. E provavel que 5 a 10% das infecgdes atribuidas a C. jejuni sejam causadas
por C. coli. Essas bactérias sdo tdo comuns quanto Sa/monela e Shigela como causas de
diarreia. Nos EUA, estima-se que ocorram dois milhdes de casos anualmente.

A detecgio de Campylobacter em alimentos torna-se complicada, pois a populagio
presente nos produtos é normalmente baixa, decorrente do ndo crescimento a
temperaturas inferiores a 30 °C e da extrema sensibilidade a concentragdo de oxigénio

no ar (GODOI et al., 2010).

O presente trabalho tem por objetivos ampliar o conhecimento sobre a presenca
e enumeragdo de Campylobacter em carcagas, cortes e mitdos de frango produzidos no
Rio Grande do Sul, e avaliar se hd contaminagio por meio de metodologia répida, o
método SimPlate® (Biocontrol).
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2 MATERIAIS E METODOS

Todas as amostras utilizadas nesta pesquisa sio oriundas de abatedouros de
diferentes regides do estado do Rio Grande do Sul, totalizando 50 amostras. (37
de carcaga, nove de cortes e quatro de mitdos de frango), coletadas entre de julho a

outubro de 2011.

O procedimento analitico foi baseado em método descrito no Manual BioControl
Latin América - kit aprovado pelo Ministério da Agricultura, conforme Oficio AUP/
DOI/DIPOA n’ 1.723/2003, sendo seu processo até a incubagdo esquematizado na
Figura 1.

Figura 1 — Esquema de andlise de UFC/g pelo método SimPlate® (Biocontrol)
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Fonte: Elaborada pelo autor.

i mucroaerofilia.

Distribuigio da amostra dentro de todas

amosira com o meto de cultura no centro da placa. as cavidades da placa.

Na etapa da leitura e confirmagio, contaram-se todas as cavidades vermelhas na
placa, que foram consideradas como resultado positivo presuntivo para Campylobacter.

CADERNO PEDAGOGICO, LAJEADO, v. 11, n. 1, p. 91-98, 2014. ISSN 1983-0882 93



ENUMERACAO DE CAMPYLOBACTER EM CARCACAS, CORTES E MIUDOS...

Para a confirmagio, apds a contagem das cavidades vermelhas, expds-se a placa
sob limpada UV (comprimento de onda 366 nm) a uma distincia de cerca de 5 cm
acima da placa.

A obtengdo do Numero Mais Provével de Campylobacter resume-se na subtragio do
numero de cavidades vermelhas fluorescentes do nimero total de cavidades vermelhas.
Cavidades vermelhas nio fluorescentes indicam presenca confirmada de Campylobacter.
Esses resultados foram aplicados & tabela de conversio. Os valores obtidos foram
multiplicados pelo fator de dilui¢do “20” e expressos em UFC/g. Se todas as cavidades
sdo negativas e o algoddo positivo, o resultado aplicado na tabela é 1. Se todas as
cavidades sdo negativas e o algoddo negativo, o resultado é <20 UFC/g.

Para o teste de eficiéncia do método, utilizou-se como base o micro-organismo
Campylobacter jejuni, ATCC/33291. Em sua forma de estocagem, o micro-organismo
encontrava-se liofilizado e, para reativd-lo, foi utilizado 0,5 mL de Peptona Salina (PS
— Difco), com posterior transferéncia para tubos contendo 5 mL de Brain Heart Infusion
(BHI - Oxoid) e incubado em jarra de anaerobiose com gerador de microaerofilia
(Biomérieux), por 48 horas, a 41,5 °C +/- 1,0 °C, envolto por papel aluminio para
obten¢io de ambiente escuro.

Apés o periodo de incubagio, foram realizadas dilui¢ées decimais do caldo BHI em
9 mL de PS. A diluigdo que possibilitou a contagem em um intervalo preestabelecido
de 25 a 250 UFC foi a 10, sendo inoculado 0,1 mL da dilui¢do na placa de agar
sangue de carneiro (Laborclin). A partir dessa dilui¢do, plaqueou-se em superficie de
dgar sangue de carneiro (Laborclin), e, ap6s a sua incubagio em 41,5 °C por 48 horas,
foi realizada a contagem. Em paralelo, adicionou-se 0,5 mL da dilui¢io 10° e 9,5 mL
de dgua estéril a um tubo contendo o meio liofilizado jd acrescido de rifampicina e
Hemin, como mostrado na Figura 1. Essa solu¢do, contendo aproximadamente 10 mL,
foi vertida na placa para a técnica de UFC por SimPlate. Compararam-se as contagens
obtidas a partir da semeadura em dgar sangue de carneiro e SimPlate para verificagio
da eficiéncia de recuperagio do método.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No total, foram realizados 50 ensaios, sendo 37 com amostras de carcaga de frango
e 13 com amostras compostas por figado, dorso, coxa e sobrecoxa, moela, asa, filé de
peito e coragio, todas oriundas do estado do Rio Grande do Sul.

Foi possivel enumerar a presenca de Campylobacter em 17 amostras, resultando em
34 % de amostras positivas do total avaliado; A variagio da contagem entre as amostras
toi de 40 UFC/g, encontrada na carcaga nimero 17, e 2.080 UFC/g, presente na carcaga
31, conforme Tabela 1.
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Tabela 1 — Presenca de Campylobacter nas amostras de carcagas, cortes e miidos de
frango analisadas pelo método SimPlate Unidade formador de colonias por grama

(UFC/g)

Amostra UFC/g Amostra UFC/g Amostra UFC/g
1-Carcaga <1 <20 18-Carcaga <20 35-Carcaga 40
2-Carcaga <1 <20 19-Carcaga 80 36-Carcaga 120

3-Carcaga 200 200 20-Carcaga <20 37-Carcaga 160

4-Carcaga <20 21-Carcaga <20 38-Corte/dorso 160
5-Carcaca <20 22-Carcaga 440 39-Corte/dorso <20
6-Carcaca 40 23-Carcaga <20 40-Coxa/sobrec. <20
7-Carcaga <20 24-Carcaga 760 41-Coxa/sobrec. <20
8-Carcaga <20 25-Carcaga 40 42-Coxa/sobrec. <20
9-Carcaga <20 26-Carcaga <20 43-Filé de peito <20
10-Carcaga <20 27-Carcaca <20 44-Filé de peito <20
11-Carcaga <20 28-Carcaga <20 45-Filé de peito <20
12-Carcaga <20 29-Carcaca 40 46-Moela <20
13-Carcaga <20 30-Carcaga 1360 47-Moela <20
14-Carcaga <20 31-Carcaga 2080 48-Asa <20
15-Carcaca <20 32-Carcaga 120 49-Figado <20
16-Carcaca 120 33-Carcaga 40 50-Coragio <20
17-Carcaga 40 34-Carcaga <20

Fonte: Elaborada pelo autor.

Das 37 amostras de carcaga, 16 apresentaram contaminagao por Campylobacter,
correspondendo a 43,2 %. Para as 13 amostras de mitados e cortes, a contaminagio foi
relativamente baixa em comparagio as carcagas, apresentando apenas uma amostra de
dorso contaminada, resultando em 7,7 % de contaminagio, conforme apresentado na

Tabela 2.

Tabela 2 — Quantidade e porcentagem dos resultados positivos e negativos obtidos nas
amostras analisadas pelo método SimPlate

Produto Quantidade Amostras positivas Amostras positivas (%)
Carcaga 37 16 43,3%
Mitdo/corte 13 1 7,7%
Total 50 17 34 %

Fonte: Elaborada pelo autor.

Diversos trabalhos tém mostrado resultados semelhantes, quando utilizados
métodos sensiveis para a detec¢do de Campylobacter. Em 2004, na Bulgdria, Stoyanchev
(2004) comparou métodos fenotipicos (cultivo em meios) e genétipos (empregando
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a Rea¢do em Cadeia da Polimerase - PCR) para a deteccio de Campylobacter,
obtendo resultados positivos de 38,3 e 40,8%, respectivamente, revelando resultados
semelhantes aos obtidos neste trabalho para carcagas de frango. Em resultado obtido
por Boufleur (2009), que analisou 36 amostras frescas de miudos, como figado, moela,
coragdo e drumete, oriundos diretamente de trés supermercados presentes na cidade
de Santa Maria - RS, 22 (61,1%) apresentaram contaminagio, ¢ a contaminagio no
tigado (88,8%) e no coragio (77,7%) revelaram uma pequena diferenga em relagio
a4 contaminag¢io na moela (44,4%) e em drumetes (33,3%). Na pesquisa foi utilizado
o método de enriquecimento seletivo para Campylobacter ¢ estriamento em placas
contendo meio seletivo, sendo o resultado final expresso como presenga ou auséncia.
Nesse trabalho o resultado obtido foi consideravelmente maior em relagio ao presente
trabalho, demonstrando que existe a contaminagdo de Campylobacter nas amostras de
origem avicola, mesmo que a referida pesquisa nio tenha contemplado amostras de
carcagas de frango.

Diferentemente, Mallmann (2007) analisou um total de 50 amostras de carcagas
oriundas de uma empresa do Rio Grande do Sul, com o objetivo de verificar a presenga
ou auséncia de Campylobacter, por meio de método tradicional, em que todas as amostras
apresentaram resultados negativos. Como a quantidade desse micro-organismo nio se
apresenta em grande escala nos alimentos e por ser muito dificil de ser manipulado,
podemos supor que o método utilizado pode ndo ter apresentado sensibilidade para
detectar as baixas quantidades da bactéria.

A contaminagio por Campylobacter que existe em frangos pode ocorrer antes do
abate. Fatores como a falta de controle interno das empresas e a falta de higiene dos
estabelecimentos onde os animais permanecem até serem abatidos podem agravar a
situagio. Em trabalho realizado por Cortez etal. (2006), que tinha como objetivo verificar
a presenca de C. jejuni e C. coli, foram analisadas 288 amostras de seis estabelecimentos
do estado de Sdo Paulo, que inclufa amostras de fezes, penas, dgua de escaldagem,
de evisceragio e de resfriamento, dgua de enxaguadura de carcaga nio eviscerada, e
dgua de enxaguadura de carcaga eviscerada e resfriada. A porcentagem de amostras
positivas para Campylobacter sp. foi de 4,9% (14/288), estando a maior porcentagem
presente nas fezes, 22% (8/36), indicando a necessidade de rigorosos controles durante
a evisceragio. Em trabalho realizado por Chaves et al. (2010), que estudou a presenca
de Campylobacter em abatedouros e granjas avicolas da regido metropolitana de Belém
- PA, em 120 amostras coletadas de trés granjas, sendo 30 de swaé cloacal, 30 de cama
de frango, 30 de ragdo e 30 de dgua de abatedouro, isolou-se Campylobacter em 40
(33,3%) amostras, observou-se que 29 (96,6 %) amostras de swab cloacal, 10 (33,3%)
amostras de cama de avidrio e uma (3,3 %) amostra de dgua apresentaram resultados
positivos: Dessas 33 (82,5%) foram identificadas por contaminagio com C. jejuni. Das
126 amostras coletadas em um abatedouro, sendo 36 de dgua, 30 amostras de pele do
conjunto peito/pescogo, 30 de figado e 30 de moela, foram isoladas e identificadas 11
amostras (8,73%) como presenca de C. jejuni. As maiores fontes de contaminagio nas
granjas foram as fezes, a cama e, em menor escala, a d4gua. No abatedouro, a maior
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contaminagio foi na dgua da calha de eviscera¢do, seguida pela moela coletada no
minitanque de resfriamento, confirmando assim a presenca de Campylobacter, além de
no frango, em dguas e em ambientes de abatedouros destinados a avicultura.

Os resultados apresentaram valores maiores para o método em questio, quando
comparado ao meio nio seletivo (Agar sangue de carneiro). O Campylobacter, por ser
um micro-organismo microaerdfilo, se multiplica com maior facilidade em meios que
permitam a atmosfera gasosa ideal, como ¢ o caso de meios liquidos, representados aqui
pelo teste SimPlate” Biocontrol, e ndo em superficie como realizado em placa de dgar
sangue. Os resultados podem ser observados na Figura 2.

Figura 2 — Teste de eficicia do método. Comparagio entre resultado obtido no método
SimPlate e o resultado esperado pela fase estacionaria
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Fonte: Elaborada pelo autor.

4 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos foi possivel visualizar que existe grande quantidade
de produtos cdrneos de origem avicola, destinados ao consumo humano, que
possui contaminagdo por Campylobacter, principalmente carcagas. Esses resultados
apontam para a necessidade de intensificagio dos controles das empresas e dos
o6rgios fiscalizadores, visando a melhorias nos processos, revisio das Boas Praticas
de Fabricagio adotadas e avaliagdo dos pontos criticos de controle aplicados durante
o processo produtivo na industria. Podemos verificar ainda que o método SimPlate”
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(Biocontrol) apresenta relativa confiabilidade para a enumeragio de Campylobacter,
sendo uma 6tima alternativa em relagéo a de tempo analitico e praticidade, facilitando
as praticas laboratoriais e agilizando as tomadas de a¢oes das industrias produtoras.
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