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RESUMO

Introducdo: A campilobacteriose € uma doenca transmitida por alimentos
contaminados por bactérias do género Campylobacter e configuram um grave
problema de satde publica. E uma das principais causas de diarreia nos EUA e
Unido Europeia, estando associada a sequelas graves como a Sindrome de
Guillain-Barré. Um dos maiores reservatorios dessa bactéria sdo as aves,
sendo o consumo de carne de frango, crua ou mal cozida, a principal fonte de
contaminagcdo para o homem. As espécies mais prevalentes envolvidas nas
infeccbes sdo C. jejuni, C. coli e C. lari. Objetivo: Determinar a prevaléncia de
Campylobacter em carcacas de frangos comercializados em Goiania. Material
e métodos: foram coletadas 40 amostras de carcacas de frango refrigeradas de
abatedouros de Goiania e de seus pontos de venda no municipio. Para avaliar
a viabilidade do micro-organismo apds congelamento, metade das amostras
dos abatedouros foi congelada por 21 dias em freezer convencional. A
metodologia para isolamento e identificacdo obedeceu as normas da ISSO
10272-2. Resultados: Das 40 amostras coletadas 37,5% (15) estavam
contaminadas por espécies de Campylobacter. Destas, 20,0% (8) estavam
contaminadas por Campylobacter jejuni, 10,0% (4) por Campylobacter lari e
7,5% (3) por Campylobacter coli. As amostras resfriadas apresentaram 41,6%
(5) de contaminacdo e as congeladas 33,3% (4). Conclusdes: A alta
prevaléncia de Campylobacter demonstra comprometimento da qualidade
microbiolégica das carcacas de frango, representando ameaca a saude da
populacdo e aponta a necessidade de se estabelecer parametros de controle
desta bactéria em alimentos.

Palavras-chave: Campylobacter, frangos, abatedouros.
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1 INTRODUCAO

Doenca transmitida por alimentos (DTA) é um termo genérico atribuido
a ingestdo de alimentos e agua contaminados, que causam varios sintomas
digestivos como diarreia, nauseas, vomitos e também por afeccbes extra-
intestinais que afetam varios 6rgdos e sistemas, podendo levar a morte
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

O perfil epidemiolégico de DTA no Brasil mostra que produtos carneos
e produtos a base de ovos foram os alimentos mais envolvidos em surtos de
DTA, pois apresentam uma variedade de nutrientes, alta atividade de &gua e
baixa acidez que sao condi¢cdes excelentes para o0 crescimento bacteriano
(GARCIA; DUARTE, 2014). Nos Estados Unidos, Scallan et al. (2011)
relataram que 58% das DTA foram causadas por norovirus, seguido por
Salmonella spp. (11%), Clostridium perfringens (10%) e Campylobacter spp.
(9%).

As DTA podem ser graves, especialmente para criancas. Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as doencas diarreicas sao
responsaveis pela morte de 525.000 crian¢as a cada ano. Deixa 0 corpo sem
agua e sais minerais essenciais para manter a vida. A desidratacdo causada
pela diarreia tem sido a principal causa de morte nessas situacdes, porém,
tem-se observado outras causas, como infec¢des bacterianas sépticas. Cada
episodio de diarreia priva a crian¢a da nutricdo adequada para o crescimento e
desenvolvimento, e criancas desnutridas ficam mais susceptiveis a adoecer por
diarreia e suas complicagfes. A campilobacteriose € a quarta causa de doenca
diarreica em todo o mundo (WHO, 2016).

O género Campylobacter pertence a familia Campylobacteraceae e é
composto por 36 espécies (DSMZ, 2017). As espécies catalase-positiva estdo
mais associadas as doencas em humanos. A temperatura de crescimento de
Campylobacter varia entre 25°C e 43°C, sendo que as espécies C. jejuni, C.

coli, C. lari e C. upsaliensis representam o grupo de bactérias denominadas
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termofilicas, devido a temperatura Otima de crescimento oscilar entre 42°C e
43°C (STERN; LINE; CHEN, 2001).

Campylobacter tem sido considerado a maior causa de gastroenterites
em humanos em paises desenvolvidos (campilobacteriose). A espécie mais
comum ¢é Campylobacter jejuni, seguida por Campylobacter coli e
Campylobacter lari. Esses micro-organismos fazem parte da microbiota de
animais, porém estudos epidemiologicos relatam que o principal veiculo de
transmissdo sdo produtos de origem avicola (KUANA et al, 2008). As aves
albergam Campylobacter no intestino e por meio de manipulacédo e operacdes
de abate mal conduzidas e sem a observacdo de praticas higiénicas
satisfatorias, contaminam a carcaca e as visceras (CARVALHO; LIMA;
PEREIRA, 2002). Alguns autores tem observado que a conservacao das
carcacas sob refrigeracdo ou congelamento reduz o nimero de células viaveis
nas amostras (BILGILI et al., 2002; STERN; ROBACH, 2003).

Em 2015, o Brasil atingiu o segundo lugar do ranking em maior
producdo de aves, estimada pelo United States Department of Agriculture
(USDA) em 13,09 milhdes de toneladas, sendo 32,7% destinado a exportacao
(IBGE, 2015). A producdo em alta escala associada ao preco mais acessivel
em relacdo a outras carnes, evidencia a necessidade de se ter um rigoroso
sistema de qualidade (CAMPOS et al., 2015).

Diante da escassez de dados referentes a prevaléncia destas bactérias
em alimentos produzidos e comercializados em Goiéas, este estudo foi proposto
com o intuito de conhecer a importancia desta bactéria em carcagas de frango
do nosso estado e avaliar a influéncia do congelamento na diminuicdo da

bactéria nestes produtos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CARACTERIZACAO DAS ESPECIES

O género Campylobacter, foi descrito pela primeira vez por Theodor
Escherich em 1886 (KIST, 1985). A familia Campylobacteraceae € composta
por, aproximadamente, 32 espécies, 13 subespécies no género
Campylobacter, nove no género Arcobacter, sete no género Sulfurospirillum e
uma no Dehalospirillum (LPSN, 2017). Sdo bacilos curvos, finos, espiralados,
Gram-negativos, moveis por flagelo polar Unico, ndo produtores de esporos,
microaerofilos (requerem baixas concentracdes de oxigénio), capnofilicos
(requerem concentragbes de 10% de COy), faixa de pH 6tima entre 6,5 e 7,5,
sensiveis a desidratacdo e ao sal (variando com a temperatura), podendo ser
catalase positivos ou negativos (CRUSHELL et al., 2004; WINN JR. et al.,
2006; MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

A maioria das espécies sao positivas para a enzima citocromo — oxidase
e redutoras de nitrato. Porém, ha algumas diferencas entre as espécies, que
sdo importantes na caracterizagdo e consequentemente fundamentais para a
investigagdo em casos de surtos. Campylobacter coli, ao contrario do
Campylobacter lari, consegue hidrolisar o endoxilacetato, porém nao cresce em
meios com &cido nalidixico (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

As espécies catalase-positiva estdo mais associadas as doencas em
humanos. A temperatura de crescimento de Campylobacter varia entre 25°C e
43°C, sendo que as espeécies C. jejuni, C. coli, C. lari e C. upsaliensis
representam o grupo de bactérias denominadas termofilicas, devido a
temperatura Otima de crescimento oscilar entre 42°C e 43°C (STERN; LINE;
CHEN, 2001).

Normalmente, esses micro-organismos nao fermentam e ndo oxidam
acucares, e utilizam como fonte de energia aminoacidos ou alguns
componentes intermediarios do ciclo do &cido tricarboxilico (MINISTERIO DA
SAUDE, 2011).



13

O Campylobacter altera a morfologia, dependendo do ambiente e fase
que se encontra. As culturas jovens apresentam formato de pequenos
bastonetes espiralados ou formato de virgula. Ja quando estdo em grupos
tendem a ter forma semelhante a asa de gaivota ou de “S”. Ao ser exposta a
situacdes desfavoraveis, como incubacédo a 4°C, exposicao ao oxigénio, a falta
de nutrientes ou em culturas envelhecidas, a bactéria adquire forma cocoide ou
fase viavel ndo cultivavel (VNC), uma estratégia de sobrevivéncia utilizada por
muitos micro-organismos (BOVILL; MACKEY, 1997; JAY, 2005). Nessa fase as
células bacterianas sdo potencialmente patogénicas, porém, por ndo serem
cultivaveis, os métodos de isolamento convencional ndo sdo capazes de
identifica - la no alimento (PARK, 2002).

2.2 MECANISMOS DE RESPOSTA A AMBIENTES ADVERSOS

Durante toda a cadeia de transmissdo, o Campylobacter passa por
condicBes nao favoraveis ao seu desenvolvimento, como a presenca de alto
teor de oxigénio, mudanca de temperatura e pH. Porém, esse organismo
possui alta taxa de infeccdo. Sugere-se entdo que esse micro-organismo
desenvolva mecanismos de sobrevivéncia que ndo sdo comumente
encontrados em outros micro-organismos (MURPHY; CARROLL; JORDAN,
2006).

Morfologicamente, a estratégia de sobrevivéncia do Campylobacter é a
transformacdo de forma predominante de células em espiral para cocoide na
fase estacionaria, sendo transformado em células viaveis nao cultivaveis (VNC)
(ROWAN, 2004; MURPHY; CARROLL; JORDAN, 2006). Dessa forma, o
Campylobacter se torna um grande problema de saude publica, jA que ele é
viavel, mas ao fazer a analise, ele ndo consegue ser identificado, como
demonstrado no estudo de Bovill e Mackey (1997). Nesse estudo, foi
demonstrado uma “ressuscitagao” de células da fase estacionaria com imersao

de uma mistura de gas microaerdbia, com uma resposta de rapido aumento do
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namero de células viaveis, acompanhada por uma mudanca de forma
predominantemente cocoide para células espiraladas.

Estudos experimentais tem demonstrado colonizacdo de C. jejuni em
criptas com muco, sem necessariamente aderir as células epiteliais das
microvilosidades intestinais. Porém, sua colonizagcdo nas criptas cecais €
diminuida pelo fato de j& existirem outras bactérias colonizando o local, como
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Citrobacter diversus (LEE; NEWELL,
2006).

O crescimento e a sobrevivéncia de bactérias em temperaturas proximas
ao minimo ou menores do que a da sua faixa ideal de temperatura de
crescimento, esta relacionada a expressdo de proteinas como CspA em
Escherichia coli, porém em Campylobacter ainda néo foi descrita a expressao
de nenhuma proteina de choque frio. Altas temperaturas afetam a fluidez dos
lipideos e dos componentes da membrana, provocando mudang¢as no
transporte de substratos, ions ou produtos e de for¢as que afetam as estruturas
terciaria e quaternaria de enzimas. A mudanca de temperatura também afeta
as interacfes de compostos reguladores que dependem de uma temperatura
especifica, como enzimas, ribossomos, RNA e DNA.

Porém, foi demonstrado por Hazeleger et al. (1995) que mesmo em
temperatura muito abaixo da faixa de temperatura de crescimento do
Campylobacter (30°C — 47°C), o micro-organismo ainda consegue fazer
respiracdo, mostrando a sua capacidade de sobrevivéncia em condi¢cdes nao
favoraveis ao seu crescimento. Diferentemente do que ocorre quando esta em
temperaturas de congelamento, onde encontra-se em niveis reduzidos de
células viaveis, devido a formacdo mecanica de cristais de gelo e desidratacéao.
Porém o congelamento ndo € capaz de elimina-las. Essa capacidade de
sobreviver sob temperaturas de refrigeracdo € devido ao elevado grau de
variabilidade genética do micro-organismo, o que torna mais dificil o
conhecimento e o controle desse micro-organismo na seguranca microbioldgica
de alimentos (GEORGSSON et al., 2006).

Esses mecanismos de sobrevivéncia se tornam necessarios, ja que

mecanismos classicos de resposta ao estresse, como genes de resposta ao



15

estresse oxidativo, de pressdo osmotica, de choque frio e quente e genes
responsaveis pela fase estacionaria, sdo ausentes no Campylobacter e
importantes para outros micro-organismos como Salmonella spp. e Escherichia
coli, tornando-o mais fragil (PARK, 2002). Apesar da fragilidade das espécies
do género Campylobacter, esta bactéria é considerada um grande problema de
saude publica, por ser uma das causas mais comuns de diarreia em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento (MURPHY; CARROLL; JORDAN, 2003).

2.3 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

Campylobacter s6 foi reconhecido como potencial patégeno a partir de
1970. Porém, possivelmente vem causando campilobacteriose desde 1886,
quando foi descrito pelo alemdo Escherich como bactérias espirais em
amostras de fezes de 35 em 70 criangas que sofreram a doenca entérica,
chamada por ele de “Célera infantum”. O primeiro caso de campilobacteriose
devidamente documentado foi em maio de 1938 em lllinois, que envolveu um
surto de origem do leite, que atingiu cerca de 355 detentos (BUTZLER, 2004).

A infeccdo por Campylobacter denominada campilobacteriose €
considerada um grave problema de salde publica. E a principal causa mundial
de gastroenterite aguda. E esse patdbgeno tem como principal veiculo de
transmissdo, os produtos de origem avicola como frangos e seus derivados
(LEE; NEWELL, 2006; VONDRAKOVA; PAZLAROVA; DEMNEROVA, 2014).

A campilobacteriose € uma doenca infecciosa caracterizada por um
quadro de diarreia, nauseas, dores de cabeca, dores musculares, febre e
cOlicas abdominais com periodo de incubacdo de dois a cinco dias apds
exposicdo ao agente (MINISTERIO DA SAUDE, 2011; CDC, 2014). A diarreia
pode ser sanguinolenta e acompanhada por nausea e vomitos (CDC, 2014).
Porém, ha casos de pessoas que nao apresentam quaisquer sintomas e casos
de pacientes com sistema imunolégico comprometido, em que ocasionalmente,
a infeccao se espalha pela corrente sanguinea, causando risco de morte (CDC,
2014). Sao necessarios apenas 400 a 800 células de Campylobacter para
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ocorrer a infeccdo (BUTZLER, 2004). O tratamento com antibiéticos s6 é
indicado em casos mais graves (BLASER, 1995).

A complicacdo mais grave associada a campilobacteriose é a Sindrome
de Guillain-Barré (SGB), a qual apresenta paralisia nheuromuscular aguda em
uma a trés semanas apos a infec¢cdo por Campylobacter. Os casos de SGB
ocorrem na propor¢cao de 1 para 1000 casos de infeccdo por Campylobacter,
sendo que 40% dos casos de SGB sao associados a campilobacteriose (CDC,
2014). Esses casos, geralmente, sdo mais graves e necessitam de tratamento
hospitalar intensivo (BUTZLER, 2004).

Nos ultimos 30 anos, Campylobacter tem ganhado um foco de atencéo
maior, devido ao aumento da frequéncia de isolados em humanos, animais, em
alimentos e agua, sendo as aves 0s principais reservatérios dessa bactéria.
Entre as varias espécies de Campylobacter, o Campylobacter jejuni é a causa
mais frequente, representando um terco dos isolados e € responsavel por um
alto gasto de recursos para a saude publica (BUTZLER, 2004; EFSA, 2012).

A infeccdo por Campylobacter é considerada em todo o mundo como um
grave problema de saude publica. Acontece com maior frequéncia nos meses
qguentes e esta mais associada a criancas, adultos jovens e do sexo masculino
em paises em desenvolvimento (MINISTERIO DA SAUDE, 2011; CDC, 2014).
Somente nos Estados Unidos ocorrem cerca de 1,3 milhdes de casos
anualmente, sendo 80% de origem alimentar. E, apesar da campilobacteriose
ndo causar normalmente a morte, € estimado 76 vitimas da infec¢do por ano
(CDC, 2014). Sugere-se que as aves domésticas sdo as principais fontes
desse patégeno (LEE; NEWELL, 2006). No Brasil, de 2000 a 2011,
registraram-se 8.663 surtos de doencgas transmitidas por alimentos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2012). Surtos relacionados ao Campylobacter
possuem dados escassos, sendo que em 2001 foi registrado apenas um surto
com 11 pessoas em Sao Paulo (CVE, 2001), e um com trés pessoas em 2003
(CVE, 2003).

2.4 FONTES DE CONTAMINACAO DE CARCACAS
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Campylobacter € um micro-organismo que faz parte da microbiota
intestinal de aves domésticas, ovinos e suinos. (FDA, 2012). Sendo assim, as
fezes desses animais podem servir, antes ou durante o abate, como fonte de
contaminacao das carcacas (INGMER, 2010).

A microbiota intestinal das aves pode causar patologias em humanos, e
bactérias presentes nas penas das mesmas podem contaminar carcacas e
equipamentos em linhas de abatedouros (SILVA, 2013).

Em estudo de Franchin, Aidoo e Batista (2005) mostrou — se que frangos
podem servir como veiculo de contaminacdo de Campylobacter antes mesmo
de serem abatidos, apresentando a bactéria na cloaca e pena. Outros estudos
apontam que a bactéria do trato intestinal pode ser transferida para a pele do
frango durante o abate e processamento da ave (WILLIS; MURRAY, 1997).
Além disso, um lote contaminado por Campylobacter pode persistir e
contaminar os demais lotes, mesmo havendo limpeza e desinfeccao diaria do
frigorifico (PERKO-MAKELA et al., 2009).

Para evitar contaminacdo, é necessario adotar medidas de controle,
como por exemplo, o ndo empilhamento de gaiolas para evitar contaminacao
com sujidades de penas com fezes. Outra importante atitude € a higienizacdo
das aves com posterior secagem das mesmas antes da entrada na linha de
abate (SILVA, 2013).

Os comércios varejistas também podem oferecer fontes de
contaminagcdo e comprometer a qualidade microbiolégica das carnes, podendo
ocorrer contaminagdo cruzada por meio de equipamentos e utensilios
contaminados. E fundamental ter boas praticas para a manipulacio dos
alimentos, ndo misturar carnes diferentes, realizar higienizacdo correta dos
equipamentos, verificar o prazo de validade e controle da temperatura das
ilhas, balcBes refrigerados ou géndolas de exposi¢cdo dos mercados para evitar
contaminacdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

2.5 METODOS DE DETECCAO DE Campylobacter
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O Campylobacter, por requerer um ambiente com concentragdes baixas
de oxigénio para a sua sobrevivéncia, é de dificil cultivo. Além disso, no Brasil,
nao existem metodologias padronizadas e nem intervencdes estratégicas
especificas para controle no abate de frangos, na tentativa de evitar a
contaminagao das carcagas. Entretanto, a adicdo de suplementos aumenta a
tolerancia do micro-organismo ao oxigénio, e a adicdo de antibiéticos suprime o
crescimento de outras bactérias termotolerantes competidoras, facilitando
assim o seu cultivo (KUANA et al., 2008).

A dificuldade de manter o ambiente ideal ao seu crescimento, com
temperatura adequada, auséncia de oxigénio e presenca de nutrientes,
provoca uma mudanca na morfologia do micro-organismo para VNC,
dificultando a sua identificacdo. Apesar disso, a metodologia de isolamento
convencional € o método oficial usado nos laboratérios de microbiologia, e
estdo descritos na International Organization for Standardization 10272-1 e 2
(ISO, 2006). Nela, estao prescritos testes para confirmacéo de Campylobacter,
como teste de morfologia e motilidade, teste de crescimento a 25 °C em
atmosfera microaerdfila, teste de crescimento a 41,5 °C em atmosfera
aerdbica, teste de oxidase. Para identificacdo das espécies sdo propostos a
realizacdo de teste de catalase, teste de sensilidade a cafalotina e ao acido
nalidixico, teste de hidrdlise de hipurato, teste de hidrélise do indoxil acetato.

Para identificar patbgenos em alimentos essas metodologias tradicionais
sao bastante utilizadas, porém alguns testes bioquimicos podem ser restritivos
e gerar resultados inconclusivos. O teste de hidrélise do hipurato é utilizado
para diferenciar as cepas de C. jejuni de C. coli e C. lari, ja que apenas C. jejuni
possui 0 gene codificador da enzima hipuricase (hipO) e € capaz de hidroliza-
lo. Porém, esse teste tem gerado resultados insatisfatorios pois, cerca de 10%
das cepas de C. jejuni ndo expressam esta caracteristica e podem apresentar
reacao fraca para este teste (SKIRROW; BLASER, 2000). O teste de urease
apresenta resultado negativo para a maioria das espécies de Campylobacter,
porém estudos apontam resultados atipicos, de urease positivo para
Campylobacter termotolerantes (BOLTON; HOLT; HUTCHINSON, 1985).
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Desta forma, técnicas moleculares estdo sendo adotadas em
complementagcdo as técnicas tradicionais com o objetivo de proporcionar
resultados precisos, em menor tempo, na deteccdo de patdgenos alimentares
(ANDRADE, 2010). A Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain
Reaction - PCR) é uma técnica que amplia um gene especifico em milhdes de
vezes. Um método rapido, preciso e tem sido aplicado para deteccdo de
patdogenos em alimentos, inclusive para espécies de Campylobacter. Como a
PCR demanda pouco tempo para diagnéstico de Campylobacter em alimentos
contaminados, as medidas de controle podem ser tomadas em tempo menor
(KREUZER; MASSEY, 2002).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a presenca de Campylobacter spp em carcacas de frango de
frigorificos do estado de Goias e acougues de Goiania, Goias.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Determinar a prevaléncia de Campylobacter sp. termotolerantes em amostras
de carcacas de frango resfriados e congelados obtidas em abatedouros de

Goiania e regidao metropolitana;

- Determinar a prevaléncia de Campylobacter sp. termotolerantes em amostras

de carcacas de frango obtidas no varejo de Goiania,
- Identificar as espécies de Campylobacter isoladas;
- Fornecer dados aos abatedouros, a Vigilancia Sanitaria e a Agrodefesa para

subsidiar a adocdo de limites de tolerancia desta bactéria em carcacas de

frango destinados ao consumo humano.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DE COLETA

Para a realizagdo do estudo e obtencdo das amostras junto aos
comerciantes foi firmada uma parceria entre a Faculdade de Nutricdo (FANUT)
da Universidade Federal de Goids (UFG), a Agéncia Goiana de Defesa
Agropecuaria (Agrodefesa) e o Departamento de Vigilancia Sanitaria Municipal
(VISA) de Goiania.

Em um primeiro momento a pesquisa aconteceu nos abatedouros
cadastrados na Agrodefesa do Estado de Goias. Os abatedouros foram
selecionados de acordo com o critério de inclusdo de situarem em um raio de
60 km de Goiania (n = 4), distancia que permitiu que o transporte das amostras
fosse feito em tempo habil para conservacdo de suas caracteristicas. As
amostras foram coletadas em sacos ndo identificados, para garantir a
privacidade do estabelecimento.

O segundo momento foi realizado em acougues de Goiania, cadastrados
na Vigilancia Sanitaria do Municipio, e Regido Metropolitana de Goiania que
comercializam carcacas de frango dos abatedouros alvos da coleta da primeira
etapa. Em cada acougue foram coletadas amostras de carcacas resfriadas
dispostas em embalagens para comercializacdo, como unidades amostrais.
Quatro pontos de venda de cada abatedouro foram visitados nesta etapa.
Sendo assim, foram analisadas quarenta amostras nas duas etapas da

pesquisa.

4.2 AMOSTRAGEM

Semanalmente os pesquisadores realizavam visitas aos abatedouros,

com agendamento e aviso prévio aos proprietarios dos estabelecimentos. A

primeira visita foi acompanhada por um fiscal responsavel pela inspecao de
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aves da Agrodefesa. As visitas seguintes foram realizadas a cada quatro
semanas pelas pesquisadoras.

Nos quatro abatedouros, as carcacgas de frango foram coletadas ainda
nos ganchos da néria. O funcionario responsavel pela dltima etapa que
precede a embalagem do produto realizou essa coleta. O mesmo recebeu,
previamente, um documento com 0 passo-a-passo da técnica de coleta. Foram
coletadas duas amostras em cada visita, que foram acondicionadas em sacos
plasticos esterilizados codificados, para garantir a privacidade do
estabelecimento. Ao final, cada abatedouro foi visitado trés vezes, totalizando
12 visitas.

Ja os acougues foram visitados pelos pesquisadores e acompanhados
por um fiscal de salde publica da VISA do Municipio, exceto aqueles que se
situavam em outro municipio. Quatro pontos de venda de cada abatedouro
foram visitados em um segundo momento. Em cada estabelecimento comercial
foram coletadas amostras de carcacas preferencialmente resfriadas dispostas
em embalagens para comercializacdo, como unidades amostrais. Ao final,
foram coletadas amostras em 16 pontos de venda.

ApGs a coleta, em ambos os locais, as amostras foram acondicionadas
em sacos plasticos esterilizados e colocadas em caixa isotérmica contendo
placas de gelo reciclavel, para evitar a sua alteracdo devido a temperatura
ambiente e, imediatamente, transportadas ao laboratério num prazo maximo de

duas horas.

4.3 LOCAL DAS ANALISES
As analises foram realizadas no Laboratorio de Controle Higiénico

Sanitario de Alimentos/FANUT e no Laboratério de Microbiologia de Alimentos
e Ambientes/IPTSP/UFG.

4.4 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS
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A amostra refrigerada de carcaca inteira foi imediatamente processada
no Laboratério de Controle Higiénico Sanitario de Alimentos/FANUT. A técnica
utilizada para obtencdo das aliquotas das amostras de frango ou grandes
pedacos de alimentos, foi a rinsagem de superficie (STERN; LINE; CHEN,
2001).

No labératério as amostras foram divididas e metade foi processada
refrigerada e metade passou por congelamento rapido (7 GN\'S, Wictory®,
Caxias do Sul, Brasil), até atingir a temperatura de -18°C e em seguida
armazenada por 21 dias em freezer convencional para processamento
posterior, com o0 intuito de avaliar a resisténcia do micro-organismo ao
congelamento. Terminado este periodo, a amostra foi processada seguindo a
mesma técnica das demais, para avaliacdo da resisténcia de Campylobacter

spp. ao congelamento.

4.5 ANALISES MICROBIOLOGICAS

As analises microbiolégicas para isolamento e identificacdo de
Campylobacter spp. obedeceram a metodologia oficial prevista na International
Organization for Standardization - 1SO 10272-1 (ISO, 2006) que analisa
presenca/auséncia de Campylobacter.

A carcaca foi acondicionada em saco plastico estéril e em seguida
adicionou-se 250 mL de agua peptonada 0,1%. O conjunto foi entdo submetido
a rinsagem de superficie por 10 minutos, e em sequéncia foi coletado uma
aliquota de 10 mL para adicdo em 90 mL de caldo Bolton e incubacdo em
estufa a 37+1 °C sob microaerofilia, utilizando saches de geracdo de gas
(GasPak™ EZ Campy, BD, New Jersey, USA) para controle de atmosfera.
Apos 4-6 h foi transferido para estufa a 41,511 °C por 4444 h.

ApOs a incubagdo foi estriada uma alcada em Agar Carvdo
Cefoperazona Desoxicolato Modificado (m-CCDA) de cada cultura em caldo

Bolton, sendo em seguida incubadas a 41,51 °C/44+4 h, em atmosfera
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microaerdfila. Apos o periodo de incubacéo, foi realizada a identificacdo de
colbnia tipica, a qual foi estriada em placa de agar Columbia Sangue (CBA)
para purificacdo e posterior incubagdo a 41,5t1 °C/24-48 h, em atmosfera
microaerdfila. Finalizado o periodo de incubacao, foram realizados os testes de
confirmacédo das espécies.

As provas para confirmacdo da espécie foram: morfologia e motilidade;
teste de crescimento a 25 °C em atmosfera microaerofila; teste de crescimento
a 41,5 °C em atmosfera aerodbica e teste de oxidase. Foram realizados também
testes para identificacdo de espécie: teste de catalase, teste de sensibilidade a
cefalotina e ao &cido nalidixico, teste de hidrolise de hipurato e teste de
hidrélise do indoxil acetato. Para controle positivo, foram utilizadas cepas
padrdo obtidas junto a Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), durante todas as
etapas das analises das amostras. O Quadro 1 mostra as caracteristicas das

espécies Campylobacter termotolerantes nos testes de identificacéo.

Quadrol. Caracteristicas das espécies de Campylobacter termotolerantes nos
testes de identificacao.

Teste C.jejuni | C.coli C.lari | C.upsaliensis
Catalase + + + - ou Iev+emente
Sensjb_ilidade ao acido sa ga S
nalidixico
Sensibilidade a cefalotina R R S
Hidrélise do hipurato + - - -
Hidrélise do indoxil acetato + + - +

@ Tem sido observada elevacéo na resisténcia.
-: negativo; +: positivo; V: variavel; R: resistente; S: sensivel
Fonte: ISO 10272-1: 2006
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5 RESULTADOS

Foram coletadas 40 amostras de carcacas de frango, sendo 24
provenientes de abatedouros (12 resfriadas e 12 congeladas) e 16 do varejo
(quatro pontos de venda de cada um dos quatro abatedouros). Destas, 37,5 %
(15) estavam contaminadas por espécies de Campylobacter. Ao analisar os
pontos de coleta separadamente, observou-se que tanto as carcacas obtidas
no varejo (n=6), quanto nos abatedouros (n=9), a prevaléncia de contaminacao
encontrada foi de 37,5 %.

Ao analisar espécies de Campylobacter nos dois pontos de coleta
(varejo e abatedouros), C. jejuni foi a espécie mais frequentemente encontrada
com 20,0 % (8/40) das amostras contaminadas, C. lari, com 10,0 % (4/40) e C.
coli com 7,5 % (3/40).

Nas amostras procedentes do varejo, o C. lari foi a espécie mais
prevalente, com 25,0 % (4/16) de contaminacao, C. jejuni e C. coli com 6,25 %
(1/16). Porém, nas amostras dos abatedouros, o C. jejuni foi a espécie mais
frequente, com 29,2 % (7/24) e C. coli com 8,3 % (2/24) de prevaléncia.

Das carcagcas oriundas dos abatedouros, 12 foram processadas
resfriadas e outras 12 foram processadas apds 21 dias de congelamento. Das
amostras resfriadas 41,7 % (n=5) estavam contaminadas, destas 33,3 % (n=4)
com C. jejuni e 8,3 % (n=1) com C. coli. Ja das amostras congeladas, 33,3 %
(n=4) estavam contaminadas, sendo que 25,0 % (n=3) com C. jejuni e 8,3 %
(n=1) com C. coli (Tabela 1).
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Tabelal. Micro-organismos isolados em carcagas de frango obtidas em
jo de Goiania e Regido metropolitana, Goias, 2015.

abatedouros e no vare

Pontos de Coleta

Total*
i Abatedouros

Espécies varejo % (n)

% (n) Congeladas Resfriadas

% (n) % (n)
Campylobacter coli 6,25 (1) 8,3 (1) 8,3 (1) 75 (3
Campylobacter jejuni 6,25 (1) 25,0 (3) 33,3 (4 20,0 (8)
Campylobacter lari 25,0 (4) 0,0 (0) 0,0 (0) 10,0 (4
Total 37,5 (6) 33,3 (4) 41,7 (5) 37,5 (15)
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4 DISCUSSAO

Uma pesquisa na literatura mundial mostrou que 58,0 % das carcacas
de frango e seus derivados sdo contaminados por Campylobacter spp., porém
grandes variacdbes nas prevaléncias foram encontradas (SUZUKI,
YAMAMOTO, 2009).

Neste estudo foram observados 37,5 % das carcacas de frango
contaminadas por Campylobacter, porcentagem semelhante (34,7 %) foi obtida
em estudo realizado em Minas Gerais (OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2013) e superior
a obtida em estudo mais recente realizado no mesmo estado, onde 16,8 % das
amostras avaliadas estavam contaminadas (HUNGARO et al.,, 2015). Em
contrapartida, Kuana (2005) isolou Campylobacter spp. em 97,9% de carcacas
de frango no sul do Brasil e Freitas e Noronha (2007) em 93,7% de carne e
mitudos de frango em Belém (PA). Essa diferenca na prevaléncia deve ser
entendida com cuidado, uma vez que o isolamento e a identificacdo de
Campylobacter podem ser bastante influenciados pela técnica usada na analise
das amostras. A sensibilidade da bactéria ao frio e ao oxigénio também deve
ser considerada, dependendo das condi¢cdes de armazenamento dos produtos
até o momento da analise.

Em relacdo as amostras resfriadas, observou-se 41,7 % de
contaminacgao, enquanto as congeladas obtiveram 33,3 %. Apesar de constatar
essa reducdo apdés o congelamento, estudos apontam que uma parte da
populacdo desses micro-organismos pode apresentar injurias quando
congeladas, e como estratégia de sobrevivéncia mudam de conformacédo
ficando no estado de células viaveis, porém nao cultivaveis (VNC). Dessa
forma Campylobacter se torna um grande problema de saude publica, ja que
mesmo viavel, pode nao ser identificado durante a analise. Além de que, ao ser
exposto em certas condic¢des, a bactéria pode sair do estado VNC (SAMPERS
et al., 2010).

No presente estudo identificou-se 20,0 % das amostras contaminadas

por C. jejuni, sendo esta, a espécie de maior prevaléncia. J& em estudo
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realizado no Rio de Janeiro 85,7 % dos isolados foram identificados como C.
jejuni (MEDEIROS; BRICIO; CLEMENTINO, 2015). O C. jejuni é a espécie
mais isolada em carcacgas de frango. Porém, estudos apontam que o teste do
hipurato utilizado para identifica-lo, tem gerado resultados insatisfatorios. Cerca
de 10,0 % das cepas dessas bactérias ndo expressam esta caracteristica e
podem apresentar reacdo fraca ou negativa para este teste, podendo gerar
resultados inconclusivos (CANER et al., 2008). Desta forma, técnicas
moleculares podem ser adotadas em complementacéo as técnicas tradicionais
com o objetivo de proporcionar resultados precisos, em menor tempo, na
deteccdo de patdgenos alimentares, especialmente bactérias do género
Campylobacter que sédo de dificil isolamento (ANDRADE, 2010).

Os resultados encontrados indicam que as carcacas de frango
contaminadas apresentam riscos a salude dos consumidores, pois cerca de 500
células séo suficientes para causar gastroenterite em humanos (GONCALVES
et al., 2012). Os surtos de campilobacteriose nédo s&o frequentemente
notificados no Brasil, no entanto estudos relatam a incidéncia em varios locais
do mundo. A campilobacteriose leva a sintomas como diarreia, febre, colicas
abdominais e mal estar. A espécie C. jejuni é responsavel por 85,0 % dos
casos de campilobacteriose humana e € a principal espécie isolada de aves
(ABU-MADI et al., 2009). A principal sequela da infeccdo € a sindrome de
Guillain-Barré (VONDRAKOVA; PAZLAROVA; DEMNEROVA, 2014).

A Sindrome de Guillain-Barré é a complicacdo mais grave associada a
campilobacteriose, acometendo o0 sistema nervoso central, causando
polineuropatia aguda com consequéncias motoras como dorméncia nos
membros inferiores e superiores; dor tendinosa, confusdo mental, fragueza
muscular, paralisia ascendente, dificuldades respiratorias podendo levar a ébito
(BENETI; SILVA, 2006; VONDRAKOVA; PAZLAROVA; DEMNEROVA, 2014).

A contaminacdo do frango pode ocorrer por varios mecanismos de
contaminagao cruzada entre as carcagas no processo de depenagem. Alguns
equipamentos que realizam a retirada das penas trabalham por centrifugacao.
Sendo assim, durante esse processo pode ocorrer contaminagdo cruzada

guando o material de carcacas contaminadas entra em contato com outras nao
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contaminadas. Os equipamentos ap0s a depenagem podem ficar com residuos
de penas e contaminar as préximas carcacas da linha de abate. Outro fator
preocupante € o processo de evisceracao, que pode resultar em expulsdo das
fezes armazenadas no intestino, com consequente contaminagcao da carcaca.
Funcionarios que ficam na linha de abate também podem propagar micro-
organismos para outras pecas ao utilizarem os mesmo equipamentos em
diferentes carcacas (SILVA, 2013).

Para evitar a contaminacdo e multiplicacdo da bactéria ocasionada por
falhas no processamento, seria necessario implantar e implementar analises de
perigos e pontos criticos de controle, simultaneamente com boas préaticas no
abate e manipulacéo de carcacas de frango nas industrias de processamento.

Para efetivacdo desse tipo de controle seria fundamental a inclusédo de
parametros adequados, quanto a presenca desse micro-organismos na
legislacdo, com a finalidade de estabelecer critérios/limites para controle
microbiolégico e seguranca do consumidor.

Observa-se, no entanto, que ndo ha obrigatoriedade na legislacéo
especifica para controle de alimentos, de detec¢cdo de Campylobacter, o que
remete a necessidade de um maior rigor perante a esse micro-organismo nos

alimentos, assim como a incluséo de parametros adequados na legislagéo.
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5 CONCLUSOES

Os resultados encontrados apontam que a qualidade das carcacas de
frango comercializadas em Goiania e regido metropolitana, esta comprometida.
Considerando que a infeccdo por Campylobacter é a maior causa de
gastroenterite aguda em paises da Unido Europeia e Estados Unidos, a
presenca de contaminacdo bacteriana nestes alimentos representa uma
ameaca a saude da populacao. Isso remete a necessidade de maior controle
da qualidade microbiol6gica das carcacas de frango, tanto no momento de
abate quanto nos pontos de distribuicdo, assim como a inclusdo de parametros
adequados quanto a presenca deste micro-organismo patogénico, na resolucéo
gue dispde o0s requisitos minimos para a comercializacdo e consumo destes

produtos alimenticios.
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