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RESUMO

A ingestdo de alimentos contaminados por bactérias do género Campylobacter
resultam em campilobacteriose em humanos. Esta € uma das causas mais comuns
de diarreia nos Estados Unidos e Unido Europeia. Um dos maiores reservatérios
deste micro-organismo sdo produtos avicolas, sendo sua carne, crua ou mal cozida,
a principal fonte de contaminagdo para o homem. As espécies mais prevalentes
envolvidas nas infeccoes s&o Campylobacter jejuni, Campylobacter coli e
Campylobacter lari que podem contaminar as carcacas durante o abate e a
manipulacdo de frangos. O objetivo desse estudo foi determinar a prevaléncia de
Campylobacter termotolerantes em carcacas de frango refrigeradas e
posteriormente congeladas comercializadas no municipio de Goiania, Goias. Com o
apoio do Departamento de Vigilancia Sanitaria Municipal e Agéncia Goiana de
Defesa Agropecuaria, foram coletadas, entre os meses de maio e setembro de 2015,
40 amostras de carcacas refrigeradas e congeladas em abatedouros em Goias e
seus pontos de venda em Goiania. A metodologia para isolamento e identificacédo
obedeceu as normas da International Organization for Standardization 10272-
1:2006. Para identificacdo molecular, foi realizada a técnica da Reacdo em Cadeia
da Polimerase para deteccdo dos genes hipO (Campylobacter jejuni) e glyA
(Campylobacter coli e Campylobacter lari). Foi encontrada prevaléncia de 17.5 %
(n=7) de contaminacado de carcacas por Campylobacter spp.. Dentre as 24 amostras
coletadas em abatedouros, 12,5 % (n=3) estavam contaminadas. J4 entre as 16
coletadas em pontos de venda, 25,0 % (n=4) apresentaram positividade para a
bactéria. Nao foi detectado Campylobacter lari nas amostras avaliadas. Os
resultados evidenciam que a bactéria permanece viavel em todas as etapas da
cadeia produtiva de frangos, representando um risco para a ocorréncia de surtos de
gastroenterites. A presenca da bactéria em frangos aponta para a necessidade de
educacdo de criadores de aves e comerciantes quanto ao risco a saude publica que
estes produtos representam. E necessaria sensibilizacdo para melhorar a gestéo,
além da realizacdo de medidas preventivas e corretivas no sistema de producéo e
comercializacao destes produtos. Além disso, a prevaléncia encontrada no presente
estudo reforca a necessidade do estabelecimento de padrdes legais que determinem
a pesquisa do micro-organismo neste tipo de alimento.

Palavras-chave: Campylobacter, produtos avicolas, inspecdo de alimentos,
microbiologia de alimentos, PCR.



ABSTRACT

Chicken carcases quality of abbattoirs and points of sale: Campylobacter
thermotolerant research

The ingestion of foods contaminated with Campylobacter spp. results in
campylobacteriosis in humans. This disease is the main cause of diarrhea in the
United States and European Union. The most common reservoirs of this
microorganism are chickens and the consumption of their meat, raw or undercooked,
is the main source of contamination to humans. The most prevalent species involved
in infections are Campylobacter jejuni, Campylobacter coli and Campylobacter lari
that can contaminate carcasses during the slaughter and handling of chickens. The
aim of this study was to determine the prevalence of thermotolerant Campylobacter
in chilled and later frozen chicken carcasses commercialized in the city of Goiania,
Goias. With the support of the Municipal Sanitary Surveillance Department and the
Goias Agency for Agricultural and Farming Defense, forty cooled and frozen
carcasses samples were collected in abattoirs and its retail outlets, from May to
September/2015. The microbiological analysis was performed according to the
methods of the International Organization for Standardization 10272-1:2006. For
molecular identification, the Polymerase Chain Reaction technique was performed to
detect the hipO (Campylobacter jejuni) and glyA genes (Campylobacter coli and
Campylobacter lari). It was found a contamination prevalence of 17.5 % (n=7) of
Campylobacter spp.. Between the 24 samples collected from slaughterhouses,
12.5% (n = 3) were contaminated. Among the 16 collected in points of sale, 25.0% (n
= 4) presented positivity for the bacterium. Campylobacter lari was not detected in
the evaluated samples. The results show that the bacteria remains viable at all
stages of the chicken production chain, representing a risk for outbreaks of
gastroenteritis. The presence of bacteria in chicken from market reinforces the need
for education of poultry farmers and traders regarding the public health risk that these
products represent. Awareness raising is needed to improve management, as well as
preventive and corrective measures in the production and marketing of these
products. In addition, the prevalence found in the present study reinforces the need
to establish legal standards that determine the research of the microorganism in this
type of food.

Key-words: Campylobacter, poultry products, food inspection, food microbiology,
PCR.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

Doenca transmitida por alimento (DTA) € um termo genérico aplicado a uma
sindrome geralmente constituida de anorexia, nauseas, voémitos e/ou diarreia,
acompanhada ou ndo de febre. Esta pode ser causada por bactérias, virus,
parasitas ou substancias quimicas que entram no corpo através da &gua ou
alimentos contaminados. Sindromes digestivas, no entanto, ndo sao as Unicas
manifestacfes clinicas dessas doencas, podendo ocorrer ainda afeccdes extra-
intestinais que afetam varios érgdos e sistemas, podendo levar a morte (WHO,
2015). Um dos diversos micro-organismos que podem causar DTA é a bactéria
Campylobacter. Suas espécies Campylobacter jejuni e Campylobacter coli sdo as
gue possuem maior significancia clinica por serem as mais frequentemente
relacionadas as doencas (USDA, 2016).

A DTA causada pelos micro-organismos do género Campylobacter é
denominada campilobacteriose. Os sintomas mais comuns da doenga sao vomitos,
célicas e diarreias, que podem ser sanguinolentas (FDA, 2012). Além de sindrome
de diarreia aguda, o patdogeno pode gerar outras complica¢des clinicas, como artrite
reativa e sindrome de Guillain-Barré (SGB) (HERNANDEZ; AGUILERA; CASTRO,
2013; PAYOT et al., 2006). Campylobacter é uma das quatro causas globais de
doencas diarreicas e € considerado a causa bacteriana mais comum de
gastroenterite humana no mundo (WHO, 2016).

Carne de aves cruas, agua, leite ndo pasteurizado e derivados, como queijos,
contaminados sdo as maiores fontes de infeccdo da bactéria. No entanto, o micro-
organismo também pode estar presente em vegetais e alguns tipos de carne (FDA,
2012). A bactéria pode ser resistente a desidratacdo e outras situa¢cdes ambientais
(FERNANDEZ; VERGARA; TAPIA, 1985), sobreviver em soro humano
(FERNANDEZ; GIUSTI; BERTOGLIO, 1995) e no leite (TRESIERRA-AYALA,
GUSMAN, FERNANDEZ, 2001).

Os maiores reservatérios de Campylobacter sdo os frangos (SMITH et al.,
2007; STERN; LINE; CHEN, 2001), o que torna sua carne uma importante fonte de
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contaminac@o para o consumidor. A maioria dos casos de campilobacteriose esta
associada ao consumo de carne de frango crua ou mal cozida e também a
contaminacgéo cruzada de outros alimentos com carnes nas condicdes mencionadas
(CDC, 2014). A carne de frango, no entanto, € importante no Brasil, que tem uma
elevada producdo para consumo interno e exportagdo. Além disso, 0 consumo
brasileiro desta carne merece destaque por possuir um custo mais baixo para a
populacao, quando comparado a outros tipos de fontes proteicas na alimentacéao.

A presenca de Campylobacter ndo é investigada na maioria dos casos de
DTA bacterianas no Brasil. Isso se deve ao fato das metodologias de isolamento e
caracterizagcdo do micro-organismo serem diferenciadas daquelas utilizadas em
pesquisas de enteropatdogenos bacterianos tradicionais (I0OC, 2016). Além disso, os
dados sobre a prevaléncia deste micro-organismo sdo variaveis devido aos
reduzidos relatos sobre o patdgeno e por ndo existirem programas de vigilancia e
notificacdo obrigatorios das campilobacterioses.

Diante da inexisténcia de legislacdo, o monitoramento do Campylobacter nao
€ rotina nas granjas avicolas do Brasil. E, tendo em vista a representatividade
brasileira no contexto mundial para producdo avicola e sua exportacao, a pesquisa
da bactéria em carcaca de frango torna-se muito relevante. Nesse sentido, a
hip6tese principal do estudo foi a de que frangos abatidos em Goias e
comercializados em Goiania e regido metropolitana podem estar contaminados por

bactérias do género Campylobacter.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Campylobacter spp.

O género Campylobacter, pertencente a familia Campylobacteraceae, €
composto por bactérias Gram-negativas curvas, ndo formadoras de esporos e
microaerdfilas (FDA, 2012). A bactéria, ndo hemolitica, possui motilidade
caracteristica em forma de “saca-rolhas” produzida por flagelo polar em uma ou nas
duas extremidades da célula (NACHAMKIN, 2001). S&o identificadas 34 espécies e
14 subespécies do género Campylobacter (DSMZ, 2016), sendo que as espécies
mais envolvidas em doencas humanas sédo as termotolerantes, aquelas que se
multiplicam em temperatura 6tima entre 41 e 43 °C. S&o termotolerantes as espécies
C. jejuni, C. coli, Campylobacter lari e Campylobacter upsaliensis (WHO, 2011).

Poucas células de Campylobacter sdo encontradas quando a bactéria é
detectada. Se a amostra estiver contaminada com outros micro-organismos, este
namero pode ser ainda menor (SILVA; AMSTALDEN, 2007) possivelmente devido a
competicdo gerada no ambiente. Segundo Fernandes et al. (2010) e Mena et al.
(2008), a dose infectante para ocorréncia de infeccdo pode ser baixa em alimentos.
Menos de 500 Unidades Formadoras de Colbnias (UFC) de bactérias podem
ocasionar a doenca em seres humanos (CDC, 2014).

C. jejuni é a espécie mais frequentemente identificada nos casos de
gastroenterite bacteriana em diversos paises industrializados (EFSA, 2013) e paises
em desenvolvimento (FERNANDEZ, 2011) e também é o patégeno mais envolvido
em casos de sindrome de Guillain-Barré (SGB), uma complicacdo da infeccdo por
Campylobacter (POROPATICK; WALKER; BLACK, 2010) ou outras infec¢cdes (OMS,
2016). A espécie € considerada a mais virulenta devido a sua maior resisténcia a
fagocitose (MS, 2011).

C. coli é reconhecido como causador de diarreia em 5,0 a 10,0 % de todos os
casos de infeccdo por Campylobacter. Na América do Sul o micro-organismo tem
sido isolado em 25,0 % dos casos das diarreias produzidas pelas espécies do
género (FERNANDEZ, 2011). Além disso, 30,0 % dos casos de SGB diagnosticados
séo atribuidos a espécie C. coli (POROPATICK; WALKER; BLACK, 2010).
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2.2 CAMPILOBACTERIOSE

No Brasil foram notificados cerca de 670 surtos de doencas transmitidas por
alimentos somente em 2015. Entre os anos de 2007 e 2016 os sinais e sintomas
mais prevalentemente associados a tais surtos foram diarreias, dores abdominais e
vomitos. Dos individuos com DTA, 0,3 % apresentaram sintomas neuroldgicos.
Cerca de 40,0 % das ocorréncias no mesmo periodo aconteceram em residéncias. E
sabido que mais de 90,0 % dos casos estdo relacionados a bactérias. No entanto,
mais de 70,0 % dos micro-organismos envolvidos ndo séo identificados (MS, 2016).
Apesar das estatisticas apresentadas, acredita-se que os dados mencionados estdo
subestimados pelas deficiéncias no sistema de investigacao e notificacdo brasileira.

A campilobacteriose, doenca que acomete o homem, ocorre pela ingestao de
alimentos manipulados inapropriadamente ou mal cozidos, contaminados por
Campylobacter spp.. A maior parte dos casos ocorre de forma isolada, como
eventos esporadicos (NACHAMKIN, 2001). A bactéria se multiplica no intestino
delgado, destréi a mucosa intestinal e invade o epitélio, produzindo inflamac&o com
infiltracdo de leucécitos na lamina propria. Pode-se observar a presenca de
leucdcitos nas fezes em 25,0 a 80,0 % dos casos. E observado um periodo de
incubacédo de dois a dez dias (GIUGNO; ODERIZ, 2010; OBERHELMAN et al.,
2003). E uma doenca auto-limitante cujo principal sintoma é a diarreia que pode
durar de trés a cinco dias podendo evoluir para diarreia sanguinolenta com risco de
morte (ABU-MADI et al., 2016).

A doenca pode ser diagnosticada apenas quando hé realizacdo de cultura de
fezes do individuo com suspeita da patologia (CDC, 2014). Apos a infec¢do pelo
micro-organismo, a campilobacteriose em humanos geralmente demora de um a
cinco dias para se desenvolver. Ja 0os sintomas permanecem por cinco a sete dias
(SCALLAN et al., 2015).

A hidratacado € a opcéao de tratamento da campilobacteriose mais amplamente
utilizada. No entanto, a terapia antimicrobiana muitas vezes € requerida (LEE;
NEWELL, 2006). Em casos graves e prolongados, o uso de antimicrobianos &
bastante comum, apesar da campilobacteriose ser uma doenca autolimitada
(ALLOS, 2001). Macrolideos e quinolonas séo antibiéticos amplamente utilizados no
controle da bactéria. No entanto, varios aspectos vém contribuindo para a

resisténcia a tais grupos de medicamentos (LEHTOPOLKU et al., 2012).
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A prevengdo da infeccdo pelo micro-organismo pode ser realizada com
praticas simples, como cozinhar todos os produtos avicolas completamente. A carne
deve ser cozida de forma homogénea, devendo atingir uma temperatura interna
minima de cerca de 73 °C. As méos devem ser lavadas com sabdo antes de
preparar os alimentos. Devem ser lavadas também depois do manuseio de
alimentos de origem animal crus, e antes de tocar em qualquer outro alimento,
equipamento ou utensilio. A contaminacdo cruzada na cozinha pode ser evitada
usando placas de corte separadas para alimentos de origem animal e de outros
alimentos. Além disso, placas de corte, bancadas e utensilios devem ser
higienizados com agua quente e sabdo depois de preparar alimentos crus de origem
animal (CDC, 2014).

Calciati et al. (2012) realizaram estudo em escola de Barcelona ap6s um surto
que afetou 75 criangcas que apresentaram diarreias, dores abdominais, febre,
vomitos e nduseas. Apds o surto, 45 amostras de fezes de criancas afetadas foram
analisadas. Destas, 29 (n=64,4 %) foram positivas para C. jejuni. No entanto,
analises realizadas na comida e na agua foram negativas para todos os micro-
organismos, incluindo Campylobacter spp.. Autoridades sanitarias encontraram
deficiéncias estruturais na cozinha da escola e no processo de manipulacdo dos
alimentos, como o uso de uma mesma superficie para manipular alimentos crus e
cozidos. Além disso, a proximidade entre o equipamento de cortar vegetais e a area
de coccédo indica que a infeccdo dos individuos ocorreu devido a contaminacéo
cruzada entre preparacdes elaboradas no local.

Campilobacteriose € a DTA que mais acomete a populagdo na Unido
Européia. Nestes paises sao notificados mais de 190 mil casos anualmente.
Levando-se em conta as subnotificacfes, acredita-se que ocorram mais de nove
milhdes de casos da doenca por ano, que tem um custo calculado para o sistema
publico de salde estimado em 2,4 bilhdes de euros. Isto exigiu das autoridades uma
abordagem integrada para a seguranca dos alimentos desde a producédo até o
consumo. A acao consiste em medidas de avaliacdo e gestdo de riscos que
envolvem diversas esferas do governo e de controle, como a UE Member States,
European Commission, European Parlament, European Food Safety Authority
(EFSA), aléem da European Centre for Disease Prevention and Control (EFSA, 2013).

Campylobacter € também classificado como uma das bactérias patogénicas
mais importantes nos EUA (SCALLAN et al., 2011). No pais, a Foodborne Diseases


http://www.efsa.europa.eu/en/topics/topic/campylobacter.htm
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Active Surveillance Network (FoodNet) indica que cerca de 14 casos de
campilobacteriose a cada 100.000 habitantes s&o diagnosticados anualmente. E
sabido, no entanto, que ha um elevado numero de casos subnotificados ou nao
declarados. Estima-se que a doenca afete 1,3 milhdes de pessoas no pais
anualmente. Além disso, gera cerca de 80 mortes por ano nos EUA. A doenca afeta
mais criancas e jovens que pessoas de idade mais avancada, e homens sdo mais
infectados que mulheres (CDC, 2014).

A campilobacteriose é mais frequente no verdo do que no inverno (CDC,
2014). Sendo assim, bactérias do género Campylobacter sdo mais comumente
isoladas em estacbes mais quentes do que nas frias (JORGENSEN et al., 2011). O
Brasil, mais especificamente o0 estado de Goias, apresenta clima
predominantemente tropical. A temperatura média do estado varia entre 18 °C e 26
°C de acordo com o Sistema de Meteorologia e Hidrologia da Secretaria de Ciéncia
e Tecnologia (SIMEHGO/SECTEC). Sendo assim, espera-se que devido ao clima, o
estado possa apresentar aspectos favoraveis ao isolamento do micro-organismo
durante maior parte do ano. Mas razdes que justificam este fenbmeno ndo séo
completamente elucidadas. Sabe-se, no entanto, que se ocorrem maiores
possibilidades de isolamento, as chances de ocorréncia de campilobacteriose sao
também aumentadas.

Diferencas na distribuicdo geografica da doenca séo observadas. A
campilobacteriose apresenta-se comum em todas as faixas etarias nos paises
industrializados, diferentemente dos paises em desenvolvimento. Nestes, a doenca
€ menos frequente em individuos com mais de dois anos (COKER et al., 2002),
possivelmente devido a elevada exposicdo ambiental ao Campylobacter, resultando
em infeccdo precoce seguida de imunidade protetora. Nos paises industrializados a
exposicdo é relativamente pouco frequente e a imunidade protetora s6 € adquirida
por alguns grupos com exposi¢ao ao micro-organismo (CAWTHRAW et al., 2000).

A SGB é uma doenca de carater auto-imune que acomete, na maioria das
vezes, a mielina da porcdo proximal dos nervos periféricos de forma aguda/
subaguda. No Brasil ainda ndo existem dados epidemiolégicos especificos da
doenca (MS, 2009). Ela ocorre em aproximadamente trés a cada 10.000 casos de
campilobacteriose (SCALLAN et al., 2015). Neste caso, o sistema imune responde a
infec¢@o produzindo anticorpos que reagem de forma cruzada com gangliosideos na

membrana celular nervosa. Esta resposta autoimune resulta em danos aos nervos
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ou até mesmo no bloqueio da transmissdo do impulso nervoso, podendo resultar em
paralisia neuromuscular aguda (BERG et al., 2014). O diagnoéstico da SGB é amplo
e neurologicamente detalhado (YUKI; HARTUNG, 2012). A sindrome € mais
frequente em homens do que em mulheres, apresentando incidéncia de 0,81 a 1,89
por 100.000 pessoas por ano (SEJVAR et al., 2011). Individuos com idade entre 15
e 29 anos, criancas menores de cinco anos e pessoas com sistema imune
comprometido estdo mais expostas a doenca. Uma em cada 1.000 pessoas com
deficiéncias imunologicas infectadas pela bactéria vai a obito (FDA, 2012). Esta
enfermidade pode ter outras causas, mas sabe-se que cerca de 2/3 dos casos de
SGB séo precedidos por diarreia (POROPATICK; WALKER; BLACK, 2010). Estima-
se também que aproximadamente 40,0 % dos casos de SGB podem ser

desencadeados por campilobacteriose (CDC, 2014).

2.3 FONTES DE CONTAMINACAO DE CARCACAS

Espécies do género Campylobacter estdo amplamente distribuidas na
natureza. A maioria é capaz de habitar o trato gastrointestinal de animais de sangue
quente, sendo frequentemente encontradas em aves domésticas, bovinos, suinos,
ovinos, roedores, passaros, cdes e gatos (NACHAMKIN, 2001). Além disso,
Campylobacter € um micro-organismo que faz parte da microbiota intestinal dos
quatro primeiros grupos de animais mencionados (FDA, 2012). O intestino da ave
funciona como um reservatorio para C. jejuni. Sendo assim, as fezes desses podem
servir, antes ou durante o abate, como fonte de contaminacdo (INGMER, 2010).
Além disso, o micro-organismo apresenta afinidade pela superficie da pele do frango
(CHANTARAPANONT; BERRANG; FRANK, 2004). Isso, devido a agua que se
acumula nos foliculos da pele e fica disponivel, diminuindo a possibilidade da
bactéria entrar em contato com o gas carbénico (DAVIS; CONNER, 2007).

Espécies termofilicas estdo mais associadas a campilobacteriose por
tolerarem temperaturas préoximas de 41 °C, valor que corresponde a temperatura do
trato gastrointestinal das aves (STERN; LINE; CHEN, 2001). As bactérias do género
podem se manter viaveis e infectantes para homens e animais por até quatro
semanas ou mais em agua a 4 °C. Nestas condi¢cdes, no entanto, o micro-organismo

nao pode se multiplicar. Células estressadas podem estar em estado viavel, mas
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ndo cultivhAvel. Nesta condicdo elas ainda tém o potencial de infeccdo (ROSSI,
SONCINI; ANTUNES, 2006).

Em estudo de Franchin, Aidoo e Batista (2005) foi evidenciado que diversas
fontes de infeccédo da bactéria em frangos, como a cloaca, agua de lavagem das
carcacas, gaiolas e penas estavam contaminadas. Tal realidade indica que frangos
podem servir como veiculo de contaminacdo de Campylobacter antes mesmo de
serem abatidos. 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, durante o processamento, um lote positivo para o
Campylobacter pode persistir e contaminar os demais lotes, mesmo havendo
limpeza e desinfeccéo diaria do frigorifico (PERKO-MAKELA et al., 2009).

Além de bactérias do género Campylobacter, micro-organismos aerobios
mesofilos e coliformes indicam contaminacdo de origem entérica e condi¢cfes
higiénicas durante todas as etapas do abate e processamento das aves. Bactérias
patogénicas, como a Salmonella spp. também podem contaminar as aves durante a
criacdo, manipulacdo e preparo das carcacas ou durante o abate em praticamente
todas as etapas (DIAS, 2015).

As aves que serdo abatidas sao retiradas das caixas utilizadas no transporte
e penduradas na noéria pelos pés. Em seguida, passam pelo processo de
insensibilizacdo (eletronarcose ou por gas) e seccdo da jugular (sangria). Na
sequéncia, ocorre a escaldagem, depena, evisceracéo, chiller, gotejamento, cortes,
embalagem (rotulagem) e pesagem, nesta ordem. Por Uultimo, as aves sao
encaminhadas para estocagem e expedicdo. O corpo inteiro de uma ave apés todo o
processo de abate onde papo, traquéia, esdfago, intestinos, cloaca, baco, érgdos
reprodutores e pulmdes tenham sido removidos € o0 que se chama de carcaca (MA,
1998).

A contaminacéo de carcacas de frango durante o abate configura um grande
desafio. A microbiota intestinal das aves sadias, composta por micro-organismos
que podem causar doengas em seres humanos, e bactérias presentes nas penas
das aves podem ser fontes de contaminacdo de carcacas e equipamentos em linhas
de abate de abatedouros (SILVA, 2013).

Contaminacdo cruzada entre carcagas € um importante problema durante o
processo de depenagem. Alguns equipamentos que realizam a retirada das penas

trabalham por centrifugacdo. Sendo assim, durante a rotacdo pode ocorrer
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contaminagdo cruzada quando o material de carcagas contaminadas entra em
contato com outras ndo contaminadas. Além disso, penas que ficam no equipamento
apos a depenagem podem contaminar as proximas carcacas da linha de abate.
Outro fator preocupante é a possivel compressao da carcaca, podendo resultar em
expulséo das fezes armazenadas no intestino, com consequente contaminacédo da
carcaca. O momento da evisceragdo também configura um momento de risco ja que
pode haver derramamento do conteudo intestinal. Funcionarios que ficam na linha
de abate também podem propagar micro-organismos para outras pecas ao fazerem
uso da mesma faca em diferentes carcacas (SILVA, 2013).

Uma das medidas de controle para diminuir a possibilidade de transmisséo de
micro-organismos € o ndo empilhamento de gaiolas para evitar contaminacdo com
sujidades de penas com fezes. Outra importante atitude é a higienizacdo da ave com
posterior secagem das mesmas antes da entrada na linha de abate. Vale ressaltar
que linhas de abate mais modernas tém diversos equipamentos para diminuir a
contaminacao do alimento produzido (SILVA, 2013).

O comércio varejista também exerce importante influéncia sobre a qualidade
microbiolégica de carnes. Contaminacdo cruzada por meio de superficies ou
equipamentos contaminados pode acontecer. Desta forma, sdo necessarios
cuidados com a manipulacdo dos alimentos e com o contato com as superficies
potencialmente contaminadas (LOPES, 2009). A organizacdo, sem misturar
diferentes tipos de carnes, a correta higienizacéo, o prazo de validade e controle da
temperatura das ilhas, balcdes refrigerados ou gondolas de exposi¢cao dos mercados
para venda € imprescindivel. Além disso, estes devem ser dotados de termdmetro e
estar em perfeitas condi¢cdes de funcionamento (MS, 2014).

A producao de frango vem mudando seu perfil nas ultimas décadas. Existem
paises com estruturas técnicas adequadas para reproducao do animal. Alguns locais
possuem grandes instalacdes de criagdo e biosseguranca que atuam limitando a
contaminac@o por Campylobacter. No entanto, h& outras realidades onde as aves
séo criadas em fazendas com baixos ou nenhum nivel de biosseguranca. O contato
das aves no criatdrio, durante o transporte e no processo de abate também viabiliza

a contaminagao cruzada pela bactéria (INGMER, 2010).
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2.4 PRODUCAO AVICOLA

O Brasil € o segundo maior produtor mundial de frangos de corte e o maior
exportador do produto (ABPA, 2016). Segundo projecdes do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) (2015), a carne de frango € a que
apresentara maiores taxas de crescimento da produg&o no periodo de 2014/2015 a
2024/2025, quando comparada as demais carnes. Esta deve crescer 3,0 %
anualmente.

No Brasil, a avicultura emprega mais de 3,6 milhdes de pessoas, direta e
indiretamente, e responde por quase 1,5 % do Produto Interno Bruto (PIB) nacional
(UBABEF, 2014). O pais foi responsavel pela producdo de 13,14 milhdes de
toneladas de carne de frango em 2015. Além disso, Goias representa uma fatia de
7,2 % desta producéo, sendo que exportou 206.400 toneladas neste mesmo ano. O
Brasil mantém, desde 2004, a posicdo de maior exportador mundial. Em 2015 a
receita das vendas externas de frango atingiu US$ 7,2 bilhdes, sendo que as
exportacdes de frango totalizaram 4,30 milhGes de toneladas. Ademais, o brasileiro
consumiu, em média, 43,25 kg de frango em 2015. O mercado interno é responsavel
pelo consumo de 67,3 % da producéo (ABPA, 2016).

O melhoramento de linhagens e insumos, investimentos em tecnologias de
automatizacdo do sistema produtivo, controle das condi¢cBes sanitarias de criacao,
aperfeicoamento de pessoal quanto ao manejo das aves e sistema de producdo
integrado sdo aspectos que estdo intimamente ligados a eficiéncia da cadeia de
producgédo do alimento (MAPA, 2012).

O Programa Nacional de Monitoramento da Prevaléncia e da Resisténcia
Bacteriana em Frango (PREBAF), inicialmente uma acdo planejada de
monitoramento da prevaléncia e do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos em
Enterococcus sp. e Salmonella spp. isolados de carcacas de frango congeladas
comercializadas no Brasil, foi realizado em 14 estados brasileiros. Entre 2004 e 2006
foram analisadas 2.710 amostras de carcaga de ave. O estudo, realizado pelo
Ministério da Saude, tragca um perfil preliminar da resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos utilizados na producdo de frangos e evidencia a necessidade de
iniciar a pesquisa de Campylobacter spp.. Tendo em vista que este € um patdégeno
com comprovada intervencao na cadeia produtiva de frangos, além de ter relevancia

em saude publica, o programa pretende incluir este género bacteriano e Listeria
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monocytogenes ao seu escopo de avaliacdo em uma segunda fase de
desenvolvimento (ANVISA, 2012).
Ha,

Campylobacter spp. em frangos produzidos no Brasil. Alguns destes estudos estdo

no entanto, varios estudos comprovando a contaminacdo por

evidenciados no Quadro 1.

Quadro 1. Estudos realizados no Brasil sobre Campylobacter

Autor (ano) Reé:]rl::”do Material alvo da analise Prevaléncia de contaminacéo
J:fﬁgso Sul (Santa | Fezes de Manipuladores de | 6,2 % (n=11) dentre 177 individuos
(1995) Catarina) alimentos pesquisados
Scarcelli et al. Sudeste Fezes, carcacas, fetos 8,0 % (n=66) dentre 828 amostras
~ abortados, uteros de .
(2005) (Séo Paulo) h T analisadas
umanos e animais
Gomes et al Sul (Rio . 5,2 % (n=21) dentre 404 amostras
' Grande do Fezes de galinha '
(2006) Sul) testadas
81,8 % (n=90) dentre 110 amostras
contelidos cecais de frango de corte
Frangos de corte durantes o
Kuana et al. | f de criaca durante criagédo
(2008) Su ases de criagéo e
carcacas 98,3 % (n=57) dentre 58 carcagas
apos o ultimo chiller
- e ——
Chaves et al. | Norte (Belém | Agua do abatedouro, pele, 8,7 % (n=11) d? C. jejuni dgntre 126
. > amostras de agua, pele, figado e
(2010) do Pard) figado e moela de frango moela
é{?f;?ﬁ: Centro-oeste Caixas de transporte e 83,3 % (n=100) de 120 amostras
(2011) (Goias) calha de evisceracdo analisadas
- 0, =
Feistel (2013) Centro_ 0 este Carcacas de frango 24,0 % (n=48) den'Fre as 200
(Goiés) amostras avaliadas
Oliveira Centro-oeste Carcacas de frando 11,0 % (n=11) dentre as 100
(2014) (Goias) § 9 amostras avaliadas
Benetti et al. . 30,0 % (n=12) dentre 40 amostras
(2014) Sul (Parana) Carne de frango analisadas
Hungaro et Sudeste
9 (Minas Carcacas de frango 16,8 % (n=16) de 95 amostras
al. (2015) Gerais)

2.5 LEGISLACAO RELACIONADA AO Campylobacter spp.

Em 1997 a Portaria n° 451, de 19/09/97,

contaminados com C. jejuni sdo potencialmente capazes de causar enfermidades

considerou que produtos

transmitidas por alimentos (MS, 1997). Esta portaria, no entanto, foi revogada pela
Resolucao de Diretoria Colegiada (RDC) n°® 12/2001, da ANVISA, que ndo menciona

0 micro-organismo, nao apontando sua patogenicidade. Sendo assim, o Brasil ndo
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possui padrdes legais para pesquisa de Campylobacter spp. em alimentos (BRASIL,
2001).

Diante da ndo obrigatoriedade da pesquisa e das metodologias de isolamento
e caracterizacdo diferentes daquelas utilizadas na pesquisa dos enteropatdégenos
bacterianos tradicionais, como Salmonella, Shigella e Escherichia coli, além do seu
elevado custo, a pesquisa de Campylobacter spp. ndo € rotina nos laboratérios
oficiais. Assim, a bactéria ndo é investigada na maioria dos casos de gastrenterites

bacterianas ocorridos no Brasil.

2.6 TESTES PARA IDENTIFICACAO DO MICRO-ORGANISMO

O plagueamento direto facilita o isolamento de Campylobacter spp. por inibir a
proliferacdo exacerbada de contaminantes naturalmente presentes na amostra
através do uso de antibiéticos especificos. Entretanto, é descrito como nao
suficientemente sensivel para a deteccdo em amostras com baixa concentracdo do
micro-organismo. O enriquecimento seletivo favorece o0 isolamento de
Campylobacter nestas amostras (THEOPHILO; JAKABI, 2008). Assim, a
combinagcdo do plagueamento direto e do enriguecimento em caldo Bolton por 24
horas pode ser avaliada para aumentar a probabilidade de isolamento (VOSS-
RECH; VAZ, 2012). O caldo Bolton é considerado mais sensivel que o caldo
Preston, também um suplemento seletivo, para deteccdo de Campylobacter em
amostras de frango. Além disso, o caldo Bolton pode ser suplementado com
inibidores de R-lactamase ou agentes antibacterianos (SELIWIORSTOWA et al.,
2016).

O desenvolvimento de novos meios seletivos ou incorporagédo de outros
antimicrobianos aos meios ja existentes para solucionar ou minimizar a interferéncia
da microbiota contaminante faz-se necessaria (BENETTI et al., 2014). Tal microbiota
pode ser composta por Pasteurella multocida, Micrococcus roseus, Klebsiella
pneumoniae, Citrobacter diversus, Proteus mirabilis e E. coli (SCHOENI; DOYLE,
1992).

Os métodos convencionais de isolamento da bactéria podem levar até dez
dias para serem finalizados. Além disso, a discriminacdo das espécies C. coli e C.

jejuni sdo baseadas em apenas um teste fenotipico, a capacidade de hidrolise do
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hipurato. No entanto, C. jejuni, espécie capaz de hidrolisar o hipurato, ndo o faz em
10,0 % dos isolados analisados (ENGLEN; LADELY; FEDORKA-CRAY, 2003). A
identificacdo fenotipica apresenta limitacdo também devido ao crescimento
fastidioso, assacarolitico e existéncia de isolados bioquimicamente atipicos, 0 que
prejudica o uso dos testes bioquimicos diferenciais (ALVES; OLIVEIRA, 2013).
Outras caracteristicas, como atividade hemolitica, sdo Uteis mas ndo auxiliam
na discriminacdo de espécies e geralmente ndo sao utilizadas nas analises clinicas
laboratoriais (STEINHAUSEROVA et al., 2001). Existe também uma grande
dificuldade de se recuperar a atividade das células de Campylobacter pelos métodos
recomendados pela International Organization for Standardization (ISO, 2006).
Sendo assim, testes moleculares como a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(Polymerase Chain Reaction - PCR) sdo uma boa alternativa para identificacdo do
micro-organismo. Ensaios de PCR tém sido descritos para a identificacdo e

caracterizacdo de Campylobacter em amostras de alimentos (SAILS et al., 2003).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a prevaléncia de Campylobacter termotolerantes em carcacas de
frango refrigeradas e congeladas de abatedouros de Goias e pontos de venda no

municipio de Goiania, Goias.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Isolar e identificar espécies de Campylobacter termotolerantes em amostras de

carcaca de frango refrigeradas obtidas em abatedouros de Goias;

- Isolar e identificar espécies de Campylobacter termotolerantes em amostras de
carcaca de frango refrigeradas e congeladas advindas dos abatedouros
pesquisados, comercializadas em agougues ou mercados de Goiania e Regiédo
Metropolitana;

- Avaliar a viabilidade da bactéria apés congelamento por 21 dias.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 TIPO DE PESQUISA

O estudo é do tipo observacional analitico.

4.2 LOCAL DE COLETA E AMOSTRAGEM

Para a realizacdo do estudo e obtencdo das amostras junto aos abatedouros
e comércios foi firmada uma parceria (Apéndice C e D) entre a Faculdade de
Nutricdo (FANUT) da Universidade Federal de Goias (UFG), a Agéncia Goiana de
Defesa Agropecuaria (AGRODEFESA) e a Divisdo de Fiscalizacdo de Alimentos do
Departamento de Vigilancia Sanitaria Municipal (VISA) de Goiania.

O estudo foi realizado em duas etapas. Em um primeiro momento a pesquisa
aconteceu nos abatedouros cadastrados na AGRODEFESA do Estado de Goiés.
Foram selecionados todos os abatedouros (n=4) sob inspecdo estadual que se
situam a uma distancia que permitiu o transporte das amostras em tempo hébil com
conservacdo de suas caracteristicas. E, posteriormente, realizado em
estabelecimentos varejistas de Goiania, cadastrados na Vigilancia Sanitaria do
Municipio, e Regido Metropolitana de Goiania que comercializam carcagas de frango
dos abatedouros alvos da coleta da primeira etapa.

Os abatedouros selecionados, além de fornecerem as amostras para analise,
indicaram todos os estabelecimentos com o0s quais comercializam os alimentos para
gue fossem coletadas amostras em seus pontos de venda. Diante do fato de alguns
abatedouros terem apenas quatro pontos de venda, estabeleceu-se que a segunda
etapa seria realizada neste nimero de estabelecimentos para cada frigorifico, desde
gue atendesse pelo menos 10,0 % do numero de pontos de venda de cada
frigorifico.

Nos abatedouros foram coletadas duas amostras em cada visita, que foram
acondicionadas em sacos plasticos esterilizados codificados, para garantir a
privacidade do estabelecimento, sempre na etapa de gotejamento (Figura 1). Quatro

pontos de venda de cada abatedouro foram visitados em um segundo momento. Em



24

cada estabelecimento comercial foram coletadas amostras de carcacas
preferencialmente resfriadas dispostas em embalagens para comercializacdo, como

unidades amostrais.

Recepc¢do e OGN —> | Coleta

Insensibilizacdo Evisceragdo Embalagem

Pendura Classificagao
!
!

Pre-

resfriamento Estocagem

-
p—
—
S
o

Escaldagem Expedi¢do

Figura 1. Fluxograma de abate e coleta de amostras em abatedouros

4.3 COLETA DAS AMOSTRAS

Os quatro abatedouros foram visitados pelos pesquisadores semanalmente,
conforme Quadro 2, com agendamento e aviso prévio aos proprietarios dos
estabelecimentos. Apenas na primeira visita a cada estabelecimento o0s
pesquisadores foram acompanhados por um fiscal da AGRODEFESA, responsavel
pela inspecdo de aves. Ao final, cada abatedouro foi visitado quatro vezes,

totalizando 12 visitas.
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Semana 1
Abatedouro C
Dia: 04/05/15

Semana 2
Abatedouro D
Dia: 11/05/15

Semana 3
Abatedouro A
Dia: 18/05/15

Semana 4
Abatedouro B
Dia: 25/05/15

Semana 5
Abatedouro C
Dia: 01/06/15

Semana 6
Abatedouro D
Dia: 08/06/15

Semana 7
Abatedouro A
Dia: 15/06/15

Semana 8
Abatedouro B
Dia: 22/06/15

Semana 9
Abatedouro C
Dia: 29/06/15

Semana 10
Abatedouro D
Dia: 06/07/15

Semana 11
Abatedouro A
Dia: 13/07/15

Semana 12
Abatedouro B
Dia: 20/07/15

As coletas foram realizadas pelo funcionario responsavel pelo ultimo
momento do gotejamento da ave, momento que precede a embalagem. As carcacas
de frango, com cerca de 2.500 g cada, foram coletadas ainda nos ganchos da noria.
O funcionério responsavel pela coleta recebeu, previamente, um documento com o
passo-a-passo da técnica de coleta (Apéndice A).

Foram coletadas assepticamente, duas unidades de carcaca por abatedouro.
As amostras coletadas foram imediatamente codificadas e transferidas para um
recipiente isotérmico contendo placas de gelo reciclavel, para evitar quaisquer
alteracbes nos alimentos devido a temperatura ambiente, e transportadas ao
laboratério em um prazo méaximo de duas horas.

Os estabelecimentos comerciais foram visitados no més de setembro de 2015
pelos pesquisadores e acompanhados por um fiscal de salde publica da VISA do
Municipio, exceto aqueles que se situavam em outro municipio. Nestes, o0s
pesquisadores coletaram uma amostra congelada ou resfriada, dependendo da
condicdo de armazenamento do local, sendo a amostra imediatamente transferida
para um recipiente isotérmico contendo placas de gelo reciclavel e transportadas ao
laboratério em um prazo maximo de duas horas. Ao final, foram coletadas amostras

em 16 pontos de venda.
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4.4 LOCAL DAS ANALISES

As andlises foram realizadas no Laboratério de Controle Higiénico Sanitario
de Alimentos (LACHSA)/FANUT, nos Laboratérios Multiusuarios e no Laboratorio de
Bacteriologia Aplicada (LABAP) do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica
(IPTSP) da UFG.

4.5 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Uma das amostras de carcaca inteira coletada nos abatedouros e nos pontos
de venda foi imediatamente processada ao chegar ao LACHSA/FANUT, para
pesquisa de Campylobacter spp.. Para obtencdo das aliquotas das amostras, foi
utilizada a técnica de rinsagem de superficie (APHA, 2001) onde a amostra é
massageada por 10 minutos em agua peptonada. A técnica é utilizada para
amostras de frango ou grandes pedacos de alimento.

Para avaliagdo da viabilidade dos isolados em carcaca de frango pos-
congelamento rapido, a outra amostra coletada no abatedouro foi destinada ao
resfriador/ congelador rapido. Assim que esta atingiu temperatura de -18 °C no
congelador em questdo, foi transferida para congelador convencional com
temperatura média de -10 °C, onde foi armazenada por 21 dias. Apds este periodo,
a amostra foi transferida para refrigerador convencional (4 °C) onde permaneceu
cerca de 12 horas para que ocorresse o descongelamento do produto, visando
menor dano das possiveis células viaveis do micro-organismo em questdo. Na
sequéncia, a carcaca foi processada seguindo a mesma técnica das demais para
avaliacdo da resisténcia de Campylobacter spp. ao congelamento. Sendo assim,
foram analisadas 40 amostras nas duas etapas da pesquisa, incluindo aquelas que
foram congeladas para andlise da viabilidade do micro-organismo apés o

acondicionamento em baixas temperaturas.
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4.6 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO FENOTIPICA DE Campylobacter
TERMOTOLERANTES

As andlises das amostras foram realizadas segundo método
presenca/auséncia de Campylobacter da 1SO 10272-1: 2006 (ISO, 2006). A carcaca
acondicionada em saco plastico esterilizado foi acrescido 250 mL de agua
peptonada 0,1 %. O conjunto foi entdo massageado por 10 minutos. Uma aliquota
de 10 mL da agua peptonada de rinsagem foi adicionada a 90 mL de caldo Bolton
que foi entdo incubado em estufa a 37+1 °C em microaerofilia, com o auxilio de
sachés de geracdo de atmosfera especifica para Campylobacter. Apos 4 - 6 h foi
transferido para estufa a 41,5+ 1 °C por 44 + 4 h

De cada cultura em caldo Bolton, foi estriada uma alcada (estrias de
esgotamento) em Agar Carvdo Cefoperazona Desoxicolato Modificado (mMCCDA),
sendo em seguida incubadas a 41,5 + 1 °C/44 + 4 h, em atmosfera microaerdfila.
Apoés o periodo de incubacdo, uma colbnia tipica (Figuras 2 e 3) foi estriada (estrias
de esgotamento) em placa de agar Columbia Sangue (CBA), para purificacdo, sendo
posteriormente incubada nas mesmas condi¢cdes anteriormente descritas. Apos a
incubacdo, a cultura em CBA foi utilizada para a realizacdo dos testes de
confirmacédo, ou seja, morfologia e motilidade; teste de crescimento a 25 °C em
atmosfera microaerofila; teste de crescimento a 41,5 °C em atmosfera aerdbica e
teste de oxidase.

Foram realizados também testes para identificacdo de espécie, sendo eles
teste de catalase, teste de sensibilidade a cefalotina e ao &cido nalidixico, teste de
hidrolise de hipurato e teste de hidrdlise do indoxil acetato. Durante todas as
analises das amostras foram utilizadas cepas padrdo para teste positivo: cepas de
C. jejuni biotipo | e 1l obtidas da Fundacédo André Tosello; cepas de C. jejuni biotipo |
(Campy 1053) e Il (Campy 1051), C. coli biotipo | (Campy 777) e |l (Campy 776) e C.
lari (Campy 1012) obtidas da Fundagdo Oswaldo Cruz. O Quadro 3 mostra as
caracteristicas esperadas das espécies Campylobacter termotolerantes nos testes

de identificagéo.
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Figura 2. Colbnias tipicas de Campylobacter spp.
em agar Columbia sangue: aparéncia mucoide, de
pequena a média dimensdo, geralmente com
coloracdo acinzentada e ndo hemoliticas

"t
Figura 3. Colbnias tipicas de Campylobacter spp

em agar mCCDA: colbnias acinzentadas, com
brilho metalico, planas e umidas

Quadro 3. Caracteristicas esperadas das espécies de Campylobacter
termotolerantes nos testes de identificacao

Teste C.jejuni | C.coli | C. lari C. upsaliensis
Catalase + + + - ou levemente +
Sensibilidade ao acido nalidixico S8 sé \Y S
Sensibilidade a cefalotina R R R S
Hidrélise do hipurato (Figura 4) + - - -
Hidrolise do indoxil acetato + + - +

% Tem sido observada elevacio na resisténcia.
-: negativo; +: positivo; V: variavel; R: resistente; S: sensivel
Fonte: ISO 10272-1: 2006
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Figura 4. Teste de hidrolise do hipurato

4.7 ARMAZENAMENTO DOS ISOLADOS E CEPAS PADRAO

Aliguotas do crescimento em mCCDA dos isolados suspeitos, aquelas que
apresentaram morfologia de pequenos bastonetes curvos, motilidade tipo “saca
rolha” e teste de oxidase positiva, foram depositadas em eppendorf contendo 1 mL
de solucdo de glicerol peptona (Apéndice B). Foram entdo acondicionadas em
freezer de temperatura ultra baixa a — 80 °C. Junto aos isolados foram armazenadas
as cepas padréo. Depois de 10 a 13 meses (variacdo devido ao tempo das coletas),
todas as amostras suspeitas foram estriadas em agar Mueller Hinton Sangue e
incubadas por 24 h em microaerofilia. Foram em seguida analisadas pela técnica

PCR convencional para confirmacéo da espécie.

4.8 IDENTIFICACAO MOLECULAR

4.8.1 Extracdo do DNA

Para extracdo do DNA gendmico dos isolados foi usada a técnica de Wang et
al. (2002) com modificacdes. Uma alcada da amostra repicada em agar Mueller
Hinton foi ressuspendida em 50 pL de tamp&o TE 1 X (10 mM Tris pH 7,5; 1 mM
EDTA pH 8,0;) em eppendorf de 1,5 mL. Em seguida, fez-se a centrifugagédo a
15.000 g/2 min a 4 °C. O pellet foi ressuspendido em 50 pL do mesmo tampéao. A

desnaturacdo em agua fervente por 10 minutos foi feita na sequéncia, com posterior
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agitacdo. A solucao foi novamente centrifugada (15.000 g/5 min, 4 °C). Foram entéo
recolhidos 50 pL do sobrenadante, que foi dispensado em um segundo eppendorf,
onde foram adicionados mais 50 pL de TE 1 X e utilizados como DNA template para

as reacdes de PCR.

4.8.2 PCR convencional paraidentificacdo de espécies de Campylobacter

Para a identificacdo da espécie C. jejuni foi utilizado como alvo o gene da
hipuricase (hipO) (LINTON et al., 1997). Ja para C. coli foi utilizado como alvo o
gene da serina hidroximetiltransferase (glyA) (LAGIER et al., 2004). Para a
identificacdo da espécie C. lari foi utilizado o mesmo alvo do C. coli (glyA) (WANG et
al., 2002). Os oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reacbes de PCR estdo

descritos no Quadro 4.

Quadro 4. Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reac¢des de Monoplex PCR

Genes Sequéncia dos oligonucleotideos Pares de base Autor
C. coli F'~5 CATATTGTAAAACCAAAGCTTATCGG 3’ 133 pb (LAGIER et
glyA R? — 5 AGTCCAGCAATGTGTGCAATG 3 al., 2004)
C. lari F' — 5 TAGAGAGATAGCAAAAGAGA 3’ 251 pb (WANG et
glyA R? — 5 TACACATAATAATCCCACCC 3’ al., 2002)

_ C . F' — 5 GAAGAGGGTTTGGGTGGTG 3’ (LINTON et
jejuni 735 pb
hipO R* -5 AGCTAGCTTCGCATAATAACTTG 3’ al., 1997)

'Forward; *Reverse

O ensaio foi realizado de acordo com Linton et al. (1997) com modificagdes,
em volume total de 25 pL utilizando:

- Tampao de reacdo 5X (20 mM Tris-HCI, pH 8,4; 50 mM KCI; 1,5 mM MgCly);

- 200 yM de cada dNTP;

- 2,5 mM MgCly;

- 0,4 uM de cada oligonucleotideo iniciador;

- 5,0 U de Tag DNA polimerase,;

- 10 a 100 ng do DNA template.

A reacéo de PCR foi realizada em termociclador nas seguintes condi¢des: 95
°C por 5 minutos, 30 ciclos de 95 °C por 1 minuto, 59 °C por 50 segundos, 72 °C por
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50 segundos, seguido de extensédo adicional a 72 °C por 7 minutos. A temperatura
ao final foi mantida a 4 °C.

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1,5 % em tampao Tris-Borato-EDTA 0,5 X por 30 minutos a 50 V, seguido
de 80 minutos a 80 V. O marcador de 50 bp foi utilizado como padrdo de peso
molecular. Um controle negativo, com mistura do PCR sem DNA, foi incluido em
todos os géis. Como controles positivos foram empregadas as cepas padrao de C.
jejuni ATCC 33560, C. coli ATCC 43478 e C. lari ATCC 35221. O gel foi corado com
brometo de etideo a 0,5 pg/mL visualizado e fotografado sob transiluminagao

ultravioleta no sistema Molecular Imager GelDoc XR (Bio-Rad).

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada analise descritiva dos dados obtidos por meio de frequéncia e

porcentagens.

4.10 ASPECTOS ETICOS

Foi garantido total sigilo aos estabelecimentos alvos da coleta de amostras.
Foi criado um cddigo para identificacdo de cada local visitado.

Ao final da pesquisa, cada estabelecimento recebera os resultados da anélise
microbiolégica de suas amostras. Independentemente dos dados encontrados, 0s
resultados codificados serdo divulgados em reunides cientificas e publicacdes da
area. Os estabelecimentos participantes da pesquisa ndo receberdo nenhum tipo de
punicdo, remuneragao ou gratificacao financeira. Toda a pesquisa foi realizada de
acordo com os termos e condicfes da Resolucédo n°® 466/2012 (BRASIL, 2013).
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Campylobacter termotolerantes em carcaca de frango

Frangos podem ser reservatorios de Campylobacter termotolerantes (Campylobacter
jejuni, Campylobacter coli e Campylobacter lari) se contaminando durante operacfes
de abate e manipulacdo, sendo a principal fonte de contaminacdo da bactéria para o
homem. O objetivo desse estudo foi determinar a prevaléncia de Campylobacter
termotolerantes em carcacas de frango refrigeradas e posteriormente congeladas de
abatedouros e seus pontos de venda. Foram coletadas 40 amostras de carcacas de frango
da regido centro-oeste do Brasil. A identificagdo molecular da bactéria foi realizada por
Reacdo em Cadeia da Polimerase convencional. Foi encontrada prevaléncia de 17.5 %
(n=7) de contaminacdo de carcacas por Campylobacter spp., Dentre as 24 amostras
coletadas em abatedouros, 12,5 % (n=3) estavam contaminadas. Ja entre as coletadas
em pontos de venda, 25,0 % (n=4) apresentaram positividade para a bactéria. Os
resultados evidenciam que ha necessidade de estabelecer critérios de fiscalizacdo para
esta bactéria neste produto visando aumentar a seguranca dos consumidores.
Palavras-chave: Campylobacter; produtos avicolas; inspe¢édo de alimentos;

microbiologia de alimentos; PCR
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Introducéo

Campylobacter é uma das bactérias patogénicas mais importantes para a seguranca alimentar
e saude publica. Aves domésticas, como frangos, atuam como um reservatorio da bactéria e
sdo considerados os mais importantes veiculos de transmissdo do micro-organismo para o
homem (Umaraw et al. 2015). As espécies Campylobacter jejuni, C. coli e C. lari sdo as que
possuem maior significancia clinica relacionada ao consumo de alimentos e infecces, além
disso, sdo as mais frequentemente isoladas em frangos (USDA 2011).

A campilobacteriose, doenca causada por bactérias do género Campylobacter, é uma
das causas mais comuns de diarreia nos Estados Unidos (CDC 2014) e Unido Europeia
(EFSA 2013). Os sintomas mais comuns da doenca sdo vomitos, colicas e diarreias, que
podem ser sanguinolentas (FDA 2012). Essa é uma doenca auto-limitante cujo principal
sintoma, a diarreia, pode durar de trés a cinco dias (Abu-Madi et al. 2016). Uma possivel
complicagdo clinica da doenca é a Sindrome de Guillain-Barré (SGB), uma resposta a
infeccdo que pode resultar em paralisia neuromuscular aguda (Berg et al. 2014).
Aproximadamente 40,0 % dos casos de SGB podem ser desencadeados por campilobacteriose
(CDC 2014).

Durante o abate pode haver disseminacdo de Campylobacter spp. para diferentes lotes
por contaminagdo cruzada (Marotta et al. 2015). Esta contaminagdo entre carcagas € um
importante problema durante o processo de depenagem, evisceracao e quando ha compressdo
das carcacas. Funcionarios que ficam na linha de abate também podem propagar micro-
organismos para outras pecas ao fazerem uso da mesma faca em diferentes carcacas (Silva
2013).

O comércio varejista também exerce importante influéncia sobre a qualidade
microbiologica de carnes. Por isso, sdo necessarios cuidados com a manipulacdo dos
alimentos expostos para venda e em contato com as superficies potencialmente contaminadas
(Lopes 2009). A separagédo de diferentes tipos de carnes, a correta higienizagdo, o prazo de
validade monitorado e o controle da temperatura das ilhas, balcdes refrigerados ou goéndolas
de exposicdo dos mercados para venda sdo medidas imprescindiveis (MS 2015). No entanto,
nenhuma intervencdo é plenamente satisfatoria para o controle do micro-organismo em
frangos de corte até 0 momento (Humphrey et al. 2014).

O Brasil € o0 segundo maior produtor mundial de frangos de corte e 0 maior exportador
do produto. O pais foi responséavel pela producdo de 13,14 milhdes de toneladas de carne de
frango em 2015. O mercado interno € responsavel pelo consumo de 67,3 % da producéo.

Além disso, Goias representa uma fatia de 7,2 % desta producéo, sendo que exportou 206.400
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toneladas neste mesmo ano. O Brasil mantém, desde 2004, a posi¢do de maior exportador
mundial, sendo que em 2015 as exportagdes de frango totalizaram 4,30 milhdes de toneladas
(ABPA, 2016).

Apesar de todos estes fatores, a legislacdo no Brasil ndo estabelece critérios para a
deteccdo desta bactéria em carnes de aves e outros alimentos, mesmo sendo esta a maior
causa de gastroenterite aguda em paises desenvolvidos e em desenvolvimento.

O objetivo deste estudo foi determinar a prevaléncia de Campylobacter
termotolerantes em carcacas de frango refrigeradas e posteriormente congeladas de

abatedouros e dos pontos de venda destes abatedouros em Goiania e regido metropolitana.

Material e métodos

Coleta e processamento das amostras

O estudo foi realizado em duas etapas. Em um primeiro momento a pesquisa aconteceu nos
abatedouros cadastrados no sistema de vigilancia sanitéria da regido central do Brasil. Foram
selecionados todos os abatedouros (n=4) sob inspecdo estadual que se situam a uma distancia
qgue permitiu o transporte das amostras em tempo habil com conservacdo de suas
caracteristicas.

Cada abatedouro foi visitado trés vezes. Duas amostras foram coletadas em cada
visita, sendo uma para andlise imediata e outra destinada ao congelamento rapido, para avaliar
viabilidade do micro-organismo ap6s 21 dias de congelamento a -18 °C.

As coletas foram realizadas pelo funcionario responsavel pelo Gltimo momento do
gotejamento da ave, momento que precede a embalagem. As carcacas de frango foram
coletadas ainda nos ganchos da néria. Ao final da primeira etapa, 24 amostras foram coletadas
nos abatedouros.

Posteriormente, o estudo foi realizado em estabelecimentos varejistas da regido,
cadastrados no sistema de vigilancia sanitaria municipal que comercializam carcacas de
frango dos abatedouros alvos da coleta da primeira etapa. Os abatedouros selecionados, além
de fornecerem as amostras para analise, indicaram todos os estabelecimentos com os quais
comercializam os alimentos para que fossem coletadas amostras em seus pontos de venda.
Dezesseis pontos de venda, quatro referentes a cada um dos quatro abatedouros, foram
visitados. Uma amostra de carcaca resfriada ou congelada foi coletada em cada um destes
locais. As visitas e as coletas realizadas foram facilitadas e intermediadas pela equipe
colaboradora (AGRODEFESA e VISA).
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Uma amostra de carcaga inteira coletada nos abatedouros e nos pontos de venda foi
imediatamente processada ao chegar ao LACHSA/FANUT, para pesquisa de Campylobacter
termotolerantes. Para obtencéo das aliquotas das amostras, foi utilizada a técnica de rinsagem
de superficie (APHA 2001). As andlises das amostras foram realizadas segundo método
presencga/auséncia de Campylobacter da International Organization for Standardization (1SO)
10272-1: 2006 (ISO 2006).

Aliquotas do crescimento em mCCDA das amostras suspeitas foram armazenadas
congeladas em solucdo de glicerol peptona a — 80 °C. Na sequéncia todas as amostras
suspeitas foram estriadas em &gar Mueller Hinton Sangue e incubadas por 24 h em
microaerofilia. Foram em seguida analisadas pela técnica PCR convencional para

confirmacdo da espécie.

Extracdo do DNA e PCR convencional para identificacdo de espécies de Campylobacter
Para extragdo do DNA gendmico dos isolados foi usada a técnica de Wang et al. (2002) com
modificacdes.

Para a identificacdo da espécie C. jejuni, C. coli e C. lari foram pesquisados 0s genes
evidenciados na Tabela 1, assim como os oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reaces
de PCR. O ensaio foi realizado de acordo com Linton et al. (1997) com modificagdes.

Os produtos de amplificacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5
% em tampdo Tris-Borato-EDTA 0,5 X por 30 minutos a 50 V, seguido de 80 minutos a 80
V. O marcador de 50 bp foi utilizado como padréo de peso molecular. O gel foi corado com
brometo de etideo a 0,5 ng/mL visualizado e fotografado sob transiluminacgdo ultravioleta no
sistema Molecular Imager GelDoc XR (Bio-Rad).

Durante todas as analises das amostras foram utilizadas cepas padrdo para teste
positivo: cepas de C. jejuni biotipo | e Il obtidas da Fundacdo André Tosello; cepas de
C.jejuni biotipo I (Campy 1053) e Il (Campy 1051), C. coli biotipo | (Campy 777) e Il
(Campy 776) e C. lari (Campy 1012) obtidas da Fundag¢do Oswaldo Cruz.

A andlise descritiva dos dados obtidos foi realizada por meio de frequéncia e
porcentagens. Além disso, toda a pesquisa foi realizada de acordo com os termos e condigdes
da Resolugéo n° 466/2012 (CNS 2013).

Resultados e discusséo
Dentre as 40 amostras coletadas, 17,5 % (n=7) obtiveram confirmagéo de contaminacao pelas

especies de Campylobacter termotolerantes avaliadas (Tabela 2). Das 24 amostras coletadas
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em abatedouros, 12,5 % (n=3) estavam contaminadas. J& entre as coletadas em pontos de
venda, 25,0 % (n=4) apresentaram positividade para a bactéria. Observa-se maior
contaminacdo das carcacas expostas a venda no comércio em relacdo as coletadas nos
abatedouros (Figura 1). Desta forma, ressalta-se a importancia de medidas de controle da
bactéria ndo apenas nos criatérios e abatedouros, mas principalmente nos pontos venda.
Levando-se em conta a provavel presenga de Campylobacter na microbiota de frangos,
a contaminacdo cruzada durante o abate ou exposicao para venda torna-se possivel (Tosin &
Machado 1995). Em pesquisa realizada por Oliveira e Oliveira (2013), 34,7 % das amostras
analisadas foram positivas para Campylobacter spp.. Neste estudo foram analisadas 75
amostras, sendo 25 de carcacas de abatedouros sob inspe¢do federal antes e 25 apds chiller,
além de 25 congeladas do comércio varejista. Ja no presente estudo, dentre as 12 amostras
resfriadas de abatedouros e as 16 dos seus pontos de venda, 17,9 % (n=5) das amostras
apresentaram contaminacdo pelo micro-organismo, evidenciando também necessidade de
maior rigor no que diz respeito a qualidade microbiol6gica durante toda a cadeia de producéo.
Campylobacter spp. é considerado altamente sensivel ao congelamento (ISO 2006). O
tratamento reduz o numero do micro-organismo em carnes cruas (CDC 2014) e pele de frango
(Sampers et al. 2010). Observou-se no presente estudo, no entanto, que baixas temperaturas
ndo foram suficientes para eliminar a bactéria em 21 dias, em especial C. jejuni. Mais de 16,0
% das amostras congeladas apresentaram—se contaminadas, frente a 8,3 % das amostras
resfriadas do mesmo lote analisadas. Tal diferenca pode ser explicada pelo fato das unidades
amostrais analisadas nos dois momentos (resfriadas e ap6s 21 dias de congelamento) serem
distintas. Além disso, diferentes carcagas podem ter diferentes niveis de contaminacdo, o que
pode afetar a sensibilidade do método (PCR). E importante destacar também que o suco de
frango possui compostos protetores, como peptideos e lipideos, que prolongam a viabilidade
de C. jejuni durante armazenagem e em temperaturas de refrigeracédo (Birk et al. 2004).
Micro-organismos como os do género Campylobacter que sofreram congelamento e
sobreviveram ou apresentaram injurias subletais podem, em certas condi¢es, sair do estado
de células viaveis ndo cultivaveis (VNC) (Sampers et al. 2010), onde, apesar da manutencéo
do potencial de infeccdo, ndo podem ser detectadas em andlises convencionais. Harrison et al.
(2013), evidenciaram que ap0s congelamentos seguidos de descongelamentos, 0 numero de
bactérias diminuia a cada ciclo.
O comércio varejista exerce importante influéncia sobre a qualidade microbioldgica de
carnes, seja ela resfriada ou congelada. A prevaléncia de 25,0 % encontrada no presente

estudo, no entanto, ndo evidenciou diferenca em relacdo ao método de conservagéo, ja que
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50,0 % (n=2) das amostras contaminadas foram coletadas congelada e a outra metade
resfriada.

Nos pontos de venda a contaminacdo cruzada por meio de superficies ou
equipamentos contaminados pode acontecer. Desta forma, sdo necessarios cuidados com a
manipulacdo dos alimentos e com o contato com as superficies potencialmente contaminadas
(Lopes 2009). A organizacdo, a separacdo dos diferentes tipos de carnes nas gondolas, a
correta higienizacdo das superficies, 0 monitoramento do prazo de validade e o controle da
temperatura das ilhas ou gondolas de exposicdo dos mercados para venda é imprescindivel
(MS 2015).

A prevaléncia de C. jejuni evidenciada no presente estudo nos pontos de venda foi
maior que a encontrada por Mezher et al. (2016) em estudo realizado em abatedouros e pontos
de venda na Italia. Nesta pesquisa, dentre as 156 amostras de aves coletadas no varejo, 6,4 %
(n=10) estavam contaminadas. Das 53 amostras coletadas os abatedouros, 3,8 % (n=2)
apresentaram contaminagdo. A maior prevaléncia encontrada nos alimentos oriundos de
pontos de venda sugere que essa diferenca pode ser devido a contaminacdo cruzada, como
resultado de manipulacdo dos produtos no varejo. Em estudo de Bai et al. (2014) realizado na
China, 26,2 % (n=63) das amostras de pontos de venda analisadas apresentaram contaminagao
por Campylobacter.

No presente estudo, todas as amostras dos pontos de venda foram coletadas
embaladas. Sabe-se, no entanto, que as embalagens podem apresentar violacBes, como
pequenos furos ou lacre ineficiente. Tais orificios podem viabilizar a contaminacdo de carnes.
Além disso, € frequente o descongelamento com posterior re-congelamento de alimentos em
mercados, possibilitando formacdo e acumulo de suco destas carnes. Este liquido,
possivelmente contaminado, pode entrar em contato com diversos alimentos, viabilizando a
disseminacdo de micro-organismos, como Campylobacter spp.. Em estudo realizado no
comércio varejista da regido centro-oeste brasileira todas as amostras de carcacgas de frango
positivas (n=7) para Campylobacter apresentaram avaria na embalagem, como rompimento
(Oliveira 2014). Sendo assim, a opcao por carcacas de frangos com embalagem sem avarias é
uma importante medida que o consumidor deve tomar.

Estudos realizados na regido centro-oeste do pais corroboram o0s resultados
encontrados no presente estudo. Em pesquisa realizada por Almeida e Rezende (2011) em
abatedouros de Goias, Campylobacter apresentou positividade em 83,3 % (n=100) das
amostras analisadas. Em estudo realizado por Feistel (2013) em abatedouros da regido sob

inspecdo federal, 24,0 % (n=48) das carcacas analisadas apresentaram contaminacdo pela
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bactéria em questdo. Outro estudo evidenciou contaminagdo em 11,0 % (n=11) das carcacas
coletadas em comércios varejistas da segunda maior cidade da regido. Apesar da elevada
representatividade na producdo mundial de produtos avicolas, a regido apresenta elevada
contaminacdo por Campylobacter spp.

Conforme a World Organization for Animal Health (OIE, 2016), C. jejuni €
responsavel por aproximadamente 80,0 % dos surtos de campilobacteriose humana, enquanto
C. coli, por cerca de 10,0 %. No presente estudo C. jejuni estava presente em 14,3 % (n=4)
das amostras analisadas, enquanto o C. coli foi detectado em 3,6 % (n=1). Dentre os micro-
organismos identificados, a espécie C. jejuni estava presente em 80,0 % (n=4) das amostras
contaminadas.

Os orgéos de vigilancia sanitaria exercem importante funcdo sobre a manutencédo da
salde do consumidor, uma vez que realizam o controle e inspecao nos locais onde é realizada
a producdo e venda de alimentos. Intervengdes em diferentes niveis da producdo de aves
devem ser realizadas para reducdo do numero de infec¢bes por Campylobacter spp. Mas o
impacto no controle desta bactéria em amostras de carne de frango, como evidenciado neste
estudo, sé seria efetivo se existisse uma legislacdo que preconizasse o controle da bactéria
nestes e em outros produtos suscetiveis a contaminacdo desde a producdo até a
comercializacdo, estabelecendo limites de deteccdo e tolerdncia desta bactéria nestes

produtos, o que hoje é inexistente no Brasil.

Conclusdes

Campylobacter jejuni e C. coli foram identificados em amostras de carcaca de frango
refrigeradas e congeladas de abatedouros da regido central de Goids e em seus pontos de
venda. A prevaléncia encontrada no presente estudo reforca a necessidade do estabelecimento
de medidas de controle de Campylobacter em carcaca de frango, ja que no Brasil a legislacédo

néo estabelece limites para a sua presenca nos alimentos.
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Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reacoes de PCR
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Genes Sequéncia dos oligonucleotideos Pares de base Autor
C coli F1-5° CATATTGTAAAACCAAAGCTTATCGG 3’ (Lagier et al
: 133 pb '
glyA R?_ 5" AGTCCAGCAATGTGTGCAATG 3’ 2004)
C lari F! — 5 TAGAGAGATAGCAAAAGAGA 3’ (Wang et a
: 251 pb '
glyA R’_ 5" TACACATAATAATCCCACCC 3’ 2002)
C. ieiuni F! 5 GAAGAGGGTTTGGGTGGTG 3’ (Linton et al
Hio 735 pb 1997)
1p R?_ 5 AGCTAGCTTCGCATAATAACTTG 3’ )
'Forward; “Reverse
25 o -
23 % 250
20 Z C.jejuni
_ -
. % oc. coli
10 A 2
e

Amostrasde abatedouros
resfriadas {%g)

Amostras de abatedouros
congeladas por 21 dias

{%4)

Amostras dos pontos de

venda (%4)

Figura 1. Prevaléncia de Campylobacter jejuni, C. coli determinadas por analise molecular,
em amostras de carcacas de frango obtidas em abatedouros e seus pontos de venda da regido
centro-oeste do Brasil

Tabela 2. Amostras de carcacas de frangos positivas para Campylobacter spp. obtidas em
abatedouros de Goiania, Go, Brasil

Total de amostras

Amostras Abatedouro A Abatedouro B Abatedouro C  Abatedouro D .
contaminadas

Resfriadas de i i i 1¢. coli 1
abatedouros

Congeladas por

21 dias de 1 C. jejuni 1 C. jejuni - - 2
abatedouros

Pontos de venda - - 2 C. jejuni 2 C. jejuni 4

Total 7
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CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em vista a representatividade brasileira na producdo de carne de
frango, esse trabalho mostrou-se relevante, uma vez que evidenciou contaminagao
das carcacas por espécies de Campylobacter termotolerantes. Pode-se observar
gue a contaminacdo ndo esta presente apenas no abatedouro, mas também no
ponto de venda, evidenciando a necessidade de novas medidas de prevencao de
contaminagao para minimizar o risco para o consumidor.

A metodologia de isolamento e cultivo preconizada na ISO, apesar de
amplamente utilizado precisa de adequacdes, principalmente no que diz respeito a
identificacdo das espécies. Além disso, 0s suplementos seletivos parecem néo ser
suficientes para inibir a microbiota contaminante, talvez pela elevada contaminacéo
gue amostras de carcaca de frango apresentam.

A equipe colaboradora (AGRODEFESA e VISA) exerceu papel imprescindivel
na pesquisa. Esta facilitou e intermediou as visitas e as coletas realizadas.

Por meio de uma reunido para apresentacdo dos dados da pesquisa para a
equipe colaboradora, espera-se estimular uma reflexdo dos fiscais e,
consequentemente, de proprietarios e funcionarios dos estabelecimentos alvo da
coleta no sentido de conscientizacdo da necessidade de cuidados na manipulacéo e
processamento do produto frente aos riscos de contaminacéo.

Espera-se com os resultados obtidos nesta pesquisa, subsidiar os 6rgaos
fiscalizadores e de controle de qualidade de alimentos no sentido de estabelecer
padrées e limites de deteccdo desta bactéria em alimentos mais suscetiveis a

contaminacgdo pela bactéria, como € o caso de aves e seus derivados.
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APENDICE A - Procedimento de coleta

SERVICO PUBLICO FEDERAL
e UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS e
FEAanNaLswT FACULDADE DE NUTRICAO . .

vre £3 UFG

Procedimento de Coleta

Deverao ser coletadas 2 amostras de carcacgas de frango inteiros e crus e 200

g de coracao, imediatamente ap6s o abate, logo ap6s a embalagem e antes do
congelamento (apoés chiller)

As 2 carcacas e os 200 g de coragdo deverdao ser armazenados em sacos
plasticos esterilizados, sendo estes fechados com né imediatamente apés a
coleta e armazenados em caixa térmica contendo gelo também fornecida pelos
pesquisadores.



APENDICE B — Meio Glicerol Peptona

Peptona 109
NacCl (Fisher) 0,59
Glicerol (Merck) 25 mL
Agua destilada 75 mL

Agitar todos os ingredientes até a completa dissolucao;
Ajustar o pH a 7,00 +/- 0,2;
Distribuir em tubos (eppendorf), cada tubo tera 1,0 mL;

Autoclavar por 15 minutos a 121 °C.

A quantidade elaborada possibilita a armazenagem de 100 isolados.




APENDICE C — Carta de Solicitacio de Cooperacéo (VISA)

9
o.}
UFG
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS

Goiania, 20 fevereiro de 2015

Ao Dr. Geraldo Edson Rosa
Diretor do Departamento de Vigilancia Sanitéria de Goiania/SMS

Aos cuidados da Dra. Tania Maria Souza Agostinho/Fiscal de Saude PiblicaVISA
Assunto: solicitagdo (faz)

Juntamente com nossos cumprimentos, vimos encaminhar a V. S* uma solicitagso de
cooperacdo da Divisdo de Alimentos’VISA/SMS para realizagdo de um importante projeto de
pesquisa junto a estabelecimentos comercializadores de produtos avicelas na cidade de Goidnia,
intitulado “Pesquisa de Campylobacter spp. em carcaga e coragao de frango comercalizado Goidnia,
Goias”,

Informamos que este estudo envolvera a participagio de um grupo de docentes e
acadeémicos de graduacao e pds-graduagao Stricfo sensy da Universidade Federal de Goids, sendo,
a Profa. Dra. Maria Raque! Hidalgo Campos da Faculdade de Nutrigdo, a Profa. Dra. Cintia Silva
Minafra e Rezende da Escola de Veterindria e Zootecnica e, a Profa Dra, Maria Claudia Dantas
Porfirio Borges André do Insfituto de Patologia Tropical. Contaremos também com a importante
parceria do Setor de Cadastro, Convénio e Inspec&o da AGRODEFESA, nas pessoas do Gerente Dr.
Euripedes Divino Amonm e, da Fiscal Estadual Agropecuario Dra. Flavia Ribeiro Rezende Borges.

Ressaltamos que este projeto se justfica visto que no Brasil, o Programa Nacional de
Monitoramento da Prevaléncia e da Resisténcia Bacteriana em Frango, do Ministério da Salde,
determina em produtos avicolas, a investigagdo da presenga de Listena monocyfogenes e
Campylobacter spp. e perfis de suscetibilidade a antimicrobianos dos isolados. Pemitindo avaliar a
exposicao ao risco para consumidores de came de frango A questdo vinculada & suscetibilidade
pode ser reforcada pelas publicagdes cientificas onde se constata que os isolados de Campylobacter
spp. tém apresentado resisténcia a antimicrobianos, em alguns casos, com niveis superiores a 40%.

Tendo em vista o papel do Brasil, em nivel mundial, na predugdo de frangos e subprodutos,
salienta-se a relevancia do tema aqui proposto, uma vez que perpassam as fronteiras nacionais.
Segundo a UniZo Brasileira de Avicultura, em 2012, a produgdo avicola & um importante segmento
econbmico, sendo o Pais o terceiro maior produter & 0 maior expertador mundial de carne de frango.
No contexto regional, Goias representou 6,04% da produgdo nacional, sendo o sexto produtor de
carne de frango do pais, caracterizando-se pela presenca de agroindustrias representativas para o
agrenegdeio brasileiro nos mercados interno & externo.

0O consumo de carne de frango no Brasil, em 2012, foi de 45 kg per capita. O baixo custo da
carne de frango para a populagdo e a preferéncia por visceras comestivels como os coragbes, nem

semore nreparadas de farma a eliminar nassivais nathaenns naln nnstn deste alimentn mal razidn
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UFG
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS

Considerando o exposto, esta pesquisa, envolvera duas dissertagoes de mestrado, sendo,
uma da mestranda Manuela Barbosa de Morais do Programa de Poés-Graduagdo em Ciéncia e
Teconologia de Alimentos e, outra da mestranda Maria Luiza Rezende Ribeiro do Programa de Pos-
Graduagdo em Nutrigdo e Saude,

Assim, pretende-se pesquisar e caractenzar a prevaléncia das especies termotolerantes de
Campylobacter em alimentos avicolas (carcaga e coragao), provenientes de abatedouros do estado
de Goias que possuem o cadastro junto ao Sistema de Inspegdo Estadual (SIE) e, dos agougues que
recebem esta matéria-prima dos abatedouros selecionados, localizados nas sete regides
administrativas do Municipio de Goiania. Utilizar-se-2 técnicas convencionais e moleculares
combinadas, bem como a identificacdo do perfil de suscetibilidade a diferentes bases antimicrobianas
a serem eleitas para tratamentos aplicados a humanos,

Esclarecemos que os recursos financeiros destinados a realizagéo da pesquisa, bem como,
os laboratorios para as analises dos produtos a serem investigados ser&o disponibilizados pelos
Programas de Pés-Graduagdo envolvidos. A participagcio dos orgdos de fiscalizagdo sera
fundamental no processo de aproximagao junto aos locais onde os produtos serao coletados.

Acreditamos que esta importante parceria, entre o espago académico da UFG e os principais
orgaos de fiscalizagdo e saude publica de Goias, possa disponibilizar dados epidemiolégicos
relevantes no controle de qualidade de produtos avicolas processados e comercializados em Goias, &
também, garantir as agdes de seguranga € educagdo sanitéria junto a populagéo.

Na certeza de contarmos com o vosso valioso apoio, colocamo-nos a disposigao para
quaisquer esclarecimentos que se fagam necessarios.

Atenciosamente,

»ﬂz-( L /ﬁ / f%[/: Mélé :C-[
Profa. Dra. Cintia Silva Minaffa e Rezénde

EVZIUFG

cgj '2 A &.\}'
Profa. Dra. Mania © ug Dantas Porfirio Borges André
IPTSPIUFG

FANUT/UFG el

T T2 :
Profa. Dra. n}m);?ifRFaT‘fuel Hidalg%rggﬁ s (<
(0"



APENDICE D — Carta de Solicitacdo de Cooperacdo (AGRODEFESA)
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UFG ,
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS

Goiania, 20 fevereiro de 2015

Ao Dr. Euripedes Divino Amorim
Gerente do Setor de Cadastro, Convénio e Inspegao da AGRODEFESA

Aos cuidados da Dra. Flavia Ribeiro Rezende Borges/Fiscal Estadual Agropecuario

Assunto: solicitacao (faz)

Juntamente com nossos cumprimentos, vimos encaminhar a V. S* uma solicitacdo de
cooperagdc da AGRODEFESA para realizagdo de um Importante projeto de pesquisa junto a
abatedouros avicolas de Goias, intitulado “Pesquisa de Campylobacier spp. em carcaga e coragao de
frango comercializado Golania, Goias”.

Informamos que este estudo envolyers a participacdc de um grupc de docentes e
académicos de graduagéo e pés-graduagio Sticlo sensu da Universidade Federal de Goias, sendo,
a Profa. Dra. Maria Raquel Hidalgo Campos da Faculdade de Nutricdo, a Profa. Dra. Cintia Silva
Minafra e Rezende da Escola de Veterinaria e Zootecnica e, & Profa. Dra Maria Claudia Dantas
Porfiio Borges André do Instituto de Patologia Tropical. Contaremos também com a importante
parceria do Departamento de Vigilancia Sanitaria de Goianiz da Secrataria Municipal de Saude, has
pessoas do Diretor Dr. Geraldo Edson Rosa e, da Fiscal de Saude Publica Dra. Tania Maria Souza
Agostinho

Ressaltamos que este projetc se Justifica visto que no Brasil, o Programa Nacional de
Monitoramento da Prevaléncia e da Resisténcia Bacteriana m Frango, do Ministério da Saude,
determina em produtos avicolas, a investigagdo da presenga de Listera monocytogenes e
Campylobacter spp. e perfis de suscetibilidade a antimicrobianos dos isolados, Permitindo avaliar a
eXposicdo ao risco para consumidores de carne de frango. A guestdo vinculada & suscetibilidade
pode ser reforgada pelas publicagdes cientificas onde se constats que 0s Isolados de Campylobacter
spp. tém apresentado resisténcia a antimicrobianos. em alguns casos, com niveis superiores a 40%.

Tendo em vista o papel do Brasil, em nive! mundial, na predugao de frangos e subprodutos,
salienta-se a relevancia do tema aqui proposto. uma vez que perpassam as fronteiras nacionais.
Segundo a Unido Brasileira de Avicultura, em 2012, a producgdo avicola @ um importante segmento
econdmico, sendo o Pais o terceiro maior produtor & o maior expertador mundial de carne de frango.
No contexto regional, Goias representou 6.04% da producdo nacional, sendo o sexto produtor de
came de frango do pais, caracterizando-se pela presenca de agroindustrias representativas para o
agronegocio brasileiro nos mercados interno e externo.

O consumo de carne de frango no Brasil, em 2012, foi de 45 kg per capita, O baixo custo da
carne de frango para a populagfo e a preferéncia por visceras comestiveis como os coragdes, nem
sempre preparadas de forma a eliminar possiveis patogenos, pelo gosto deste alimento mal cozido,
representa alto risco para saide publica.
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Considerando o exposto, esta pesquisa, envolvera duas dissertacbes de mestrado, sendo,
uma da mestranda Manuela Barbosa de Morais do Programa de Pos-Graduagio em Ciéncia e
Teconologia de Alimentos e, outra da mestranda Maria Luiza Rezende Ribeiro do Programa de Pos-
Graduac&o em Nutricdo e Salde.

Assim, pretende-se pesquisar e caracterizar a prevaléncia das espécies termotolerantes de
Campylobacter em alimentos avicolas (carcaca e coragao), provenientes de abatedouros do estado
de Goias que possuem o cadastro junto ao Sistema de Inspegao Estadual (SIE) e, dos agougues que
recebem esta matéria-prima dos abatedouros selecionados, localizados nas sete regides
administrativas do Municipioc de Goiania, Utilizar-se-a técnicas convencionais e moleculares
combinadas, bem como a identificagao do perfil de suscetibilidade a diferentes bases antimicrobianas
a serem eleitas para tratamentos aplicados a humanos.

Esclarecemos que os recursos financeiros destinados a realizag@o da pesquisa, bem como,
os laboratdrios para as andlises dos produtos a serem investigados serdo disponibilizados pelos
Programas de Pods-Graduagdo envolvidos. A participagdo dos o¢rgdos de fiscalizagdo sera
fundamental no processo de aproximacao junto aos locais onde os produtos serdo coletados.

Acreditamos que esta importante parceria, entre o espacgo académico da UFG e os principais
orgaos de fiscalizagdo e salde publica de Goias, possa disponibilizar dados epidemiolégicos
relevantes no controle de qualidade de produtos avicolas processados e comercializados em Goias, e
tambeém, garantir as agdes de seguranga e educagio sanitaria junto & populacao.

Na certeza de contarmos com o vosso valioso apoio, colocamo-nos a disposicdo para
quaisquer esclarecimentos que se facam necessarios.

Atenciosamente,

.

® ”
2 5 ) s

“Profa. Dra! Cintia Silva Minatrd e Rezendé
EVZIUFG

Profa. Dra. Maria Cléudia Dantas Porfirio Borges André
IPTSPIUFG

/40 B Fas
Profa. Dra. Maria Raquel Hidalgo Campos
FANUT/UFG
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Word count

Please include a word count for your paper.

Brief communications are limited to 3,500 words; inclusive of the abstract, introduction, materials and methods,
results, discussion, references and figure captions.

Style guidelines

Please refer to these style guidelines when preparing your paper, rather than any published articles or a sample
copy.

Please use British spelling consistently throughout your manuscript.

Please use double quotation marks, except where "a quotation is 'within' a quotation”. Please note that long
quotations should be indented without quotation marks.

Formatting and templates

Papers may be submitted in any standard format, including Word and LaTeX. Figures should be saved separately

from the text. To assist you in preparing your paper, we provide formatting template(s).

Word templates are available for this journal. Please save the template to your hard drive, ready for use.

References

Please use this reference guide when preparing your paper. An EndNote output style is also available to assist you.
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. Author details. Please ensure everyone meeting the International Committee of Medical Journal Editors (ICJME)

requirements for authorship is included as an author of your paper. Please include all authors’ full names,
affiliations, postal addresses, telephone numbers and email addresses on the cover page. Where available, please
atso include ORCiDs and social media handles (Facebook, Twitter or Linked|n). One author will need to be
identified as the corresponding author, with their email address normally displayed in the article PDF (depending
on the journal) and the online article. Authors’ affiliations are the affiliations where the research was conducted. If
any of the named co-authors moves affiliation during the peer-review process, the new affiliation can be givenas a
footnote. Please note that no changes to affiliation can be made after your paper is accepted. Read more on
authorship.
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. A non-structured abstract abstract of no more than 150 words. Read tips on writing your abstract.
. Graphical abstract. This is an image to give readers a clear idea of the content of your article. It should be 5

maximum width of 325 pixels. If your image is narrower than 525 pixels, please place it on a white background 525
pixels wide to ensure the dimensions are maintained. Save the graphical abstract as a .jpg, .png, or .gif. Please do
not embed it in the manuscript file but save it as a separate file, labelled GraphicalAbstract1.

You can oprt to include a video abstract with your article. Find out how these can help your work reach a wider
audience, and what to think about when filming.

. Three to six keywords. Read making your article more discoverable, including information on choosing a title and

search engine optimization keywords. Read making your article more discoverable, including information on
choosing a title and search engine optimization.

. Funding details. Please supply all details required by your funding and grant-awarding bodies as follows: For

single agency grants This work was supported by the under Grant . For multipie agency grants This work was
supported by the <> under="" grant="">; > under Grant ; and .</>>

. Disclosure statement. This is to acknowledge any financial interest or benefit that has arisen from the direct

applications of your research. Further guidance on what is a conflict of interest and how to disclose it.

. Biographical note. Please supply a short biographical note for each author, This could be adapted from your

departmental website or academic networking profile and should be relatively brief words).

. Geolocation information. Submitting a geolocation information section, as a separate paragraph before your

acknowledgements, means we can index your paper’s study area accurately in JournalMap's geographic literature
database and make your article more discoverable to others. More information.

Supplemental online material. Supplemental material can be a video, dataset, fileset, sound file or anything
which supports (and is pertinent to) your paper. We publish supplemental material online via Figshare. Find out
more about supplementa! material and how to submit it with your article.

Figures. Figures should be high quality (1200 dpi for line art, 600 dpi for grayscale and 300 dpi for colour). Figures
should be saved as TIFF, PostScript or EPS files.

Tables. Tables should present new information rather than duplicating what is in the text. Readers should be able
to interpret the table without reference to the text. Please supply editable files.

Equations. If you are submitting your manuscript as a Word document, please ensure that equations are editable.
More information about mathematical symbols and equations.

Units. Please use S| units {(non-italicized).

Using third-party material in your paper

If you wish to include any material in your paper for which you do not hold copyright, you will need to obtain
written permission from the copyright owner prior to submission, More information on requesting permission to
reproduce work{s) under copyright.

Disclosure statement
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Please include a disclosure of interest statement, using the subheading "Disclosure of interest." If you have no
interests to declare, please state this (suggested wording: The authors report no conflicts of interest). For all
NIH/Wellcome-funded papers, the grant number(s) must be included in the disclosure of interest statement. Read
more on declaring conflicts of interest.
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Complying with ethics of experimentation

Please ensure that all research reported in submitted papers has been conducted in an ethical and responsible
manner, and is in full compliance with all relevant codes of experimentation and legisiation. All papers which
report in vive experiments or clinical trials on humans or animals must include a written stazement in the Methods
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requires. Authors whe do not have formal ethics review committees should include a statement that their study
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from the family or estate. Authors may use this Patient Consent Form, which should be completed, saved, and

sent to the journal if requested.

Health and safety

Please canfirm that all mandatory laboratory health and safety procedures have been complied with in the course
of conducting any experimental work reported in your paper. Please ensure your paper contains all appropriate
wiarnings an any hazards that may be involved in carrying out the experiments or procedures you have described,

ar that may be invelved in instructions, materials, or formulae.

Please include all relevant safety precautions; and cite any accepted standard or code of practice. Authors working
in animal science may find it useful to consult the International Association of Veterinary Editors' Consensus
Author Guidelines on Animal Ethics and Welfare and Guidelines for the Treatment of Animals in Behavioural
Research and Teaching. When a product has not yet been approved by an appropriate regulatory body for the use
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