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Resumo

Campylobacter é a causa mais freqlente de gastroenterite bacteriana em
varios paises, sendo o frango e seus derivados o principal veiculo transmissor
ao homem. O Brasil, apesar de ser o maior exportador mundial de carne de
frango, possui poucas informacdes sobre a incidéncia deste microrganismo em
sua cadeia de producgdo. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do
armazenamento na prevaléncia de Campylobacter em 30 amostras de carne de
frango conservadas por 7 dias a 4 °C e por 28 dias a -20 °C, bem como do
enriquecimento seletivo no resultado da andlise. As amostras frescas
apresentaram 93,3% de positividade para Campylobacter spp. termotolerante,
com contagem média de 3,08 Log;o UFC/g no plagueamento direto. Apds a
refrigeragdao, a percentagem de positividade passou para 53,3%, com
contagem média de 1,19 Log;o UFC/g. Amostras congeladas apresentaram
36,6% de positividade, com contagem média de 0,75 Logi;o UFC/g. Apds o

enriquecimento a taxa de positividade para C. jejuni nas amostras frescas,
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refrigeradas e congeladas foi de 50%, 36,7% e 33,3%, respectivamente. Apos
o enriquecimento seletivo, ndo houve diferenca na incidéncia de C. jejuni nas
amostras frescas e nas conservadas a baixas temperaturas, indicando que este
microrganismo € capaz de sobreviver nas condigdes de armazenamento
testadas.

Palavras-chave: microaerdfilas, termotolerante, carne de frango.

Abstract

Campylobacter jejuni is the most common cause of bacterial gastroenteritis in
many countries and broiler and its by-products are the main source of human
disease. Although Brazil is the world's 1% largest chicken exporter, a little
information is available about the prevalence of Campylobacter in chicken
production chain. The aim of this study was to evaluate the effect of the
storage temperature in the prevalence of Campylobacter on chicken meat
stored for seven days at 4°C and for twenty-eight days at -20°C. The effect of
the selective enrichment on the detection of Campylobacter was also
evaluated. Thirty fresh chicken meat samples were analyzed and 93.3% was
contaminated with termotolerant Campylobacter spp. with average counting of
3.08 Logio CFU/g on the direct plating. After refrigeration, 53.3% of the
analyzed samples tested positive for Campylobacter and the average counting
was 1.19 Logio CFU/g. Of samples stored at -20°C, 36.6% tested positive with
average counting of 0.75 Logio CFU/g. After enrichment, C. jejuni was
detected in 50%, 36.7% and 33.3% of the fresh, refrigerated and frozen meat
samples analyzed, respectively. After selective enrichment, there was no
difference between the fresh or low temperature storage, showing that
microorganism can survive at the tested storage conditions.

Keywords: microaerophilic, termotolerant, broiler meat.
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1 INTRODUCAO

Campylobacter é responsavel por enterocolite em diversas partes do
mundo, podendo causar gastrenterites autolimitadas ou complicacdes graves,
como a Sindrome de Guillain-Barré (MEAD, 2004). A carne de frango e seus
derivados sao considerados o principal veiculo transmissor de Campylobacter
para o homem (BRYAN & DOYLE, 1995; BUTZLER, 2004).

O Brasil, atualmente, é o segundo produtor e o primeiro exportador
mundial de carne de frango (Unido Brasileira de Avicultura. Relatério Anual
2005/2006), porém ainda sao poucas as informacdes sobre a incidéncia de
Campylobacter em sua cadeia de producao de frangos.

O efeito do resfriamento e do congelamento na sobrevivéncia de C. jejuni
ainda nao foi bem elucidado. Alguns estudos confirmam uma reducao
significativa na porcentagem de carcacas positivas para C. jejuni apds o
congelamento (ALTER et al., 2005, STERN et al., 1984), que pode reduzir
significativamente a sobrevivéncia de Campylobacter. Diversos fatores,
incluindo a nucleacdo do gelo e a desidratacdo, levam a injuria do
microrganismo, além do estresse oxidativo que pode induzir a morte da célula
(PARK, 2002).

No entanto, varios estudos comprovam que uma porgao significativa de
C. jejuni pode sobreviver ao resfriamento e congelamento, indicando que estes
tratamentos sozinhos nao garantem a seguranca do alimento (BHADURI &
COTTRELL, 2004; ROSENQUIST et al., 2006; GEORGSSON et al., 2006).

O sucesso da deteccao de Campylobacter em alimentos, geralmente
depende do enriquecimento seletivo em condicdes microaerdfilas a
temperatura de 42 °C (BOLTON & ROBERTSON, 1982). Este procedimento
permite a recuperacao das células injuriadas pela desidratacdao, aquecimento,
falta de nutrientes, congelamento ou exposicdo a radicais de oxigénio
(DONNISON, 2003).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a contaminacao de carcacas de

frango por Campylobacter antes e apds o armazenamento por resfriamento e
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congelamento, bem como a influéncia do enriguecimento seletivo no resultado

da analise.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e Preparo das Amostras

Trinta carcacas de frango obtidas em um frigorifico da regido de
Londrina, Parana - Brasil, com capacidade média de abate de 50.000 aves/dia
foram avaliadas. As coletas foram feitas no periodo de setembro a novembro
de 2006, sempre no turno matutino (8 as 11 h). As amostras foram coletadas
no frigorifico imediatamente apds a embalagem e processadas até no maximo
1 hora.

De cada carcaca foram retiradas, assepticamente, 3 amostras de 25 g
compostas por porgoes de pele da cloaca, pescoco, peito e coxa. As amostras
foram acondicionadas em sacos estéreis para Stomacher, sendo uma das
amostras analisada imediatamente (amostra fresca), a segunda, mantida por 7
dias a 4 °C e, a terceira, armazenada por 28 dias a -20 °C. Este procedimento
teve a finalidade de avaliar a carne nas condicdes de venda ao consumidor,
como também, se o processo de conservagao afetou a viabilidade das células.

Foram adicionados a cada amostra 225 ml de 4gua peptonada
tamponada (Himedia Laboratories Put. Ltd. Mumbai, India) e agitadas em
Stomacher 400 (Lab System Ltd. USA) por 60 segundos em velocidade média.

A cada coleta, uma amostra de 25 g foi artificialmente contaminada com
aproximadamente 100 UFC de cepa padrao de C. jejuni ATCC 33291 (lote
03/04 - Instituto Adolfo Lutz - Sao Paulo, Brasil), com a finalidade de avaliar
se a metodologia utilizada estava adequada para a recuperagao de baixas

contagens de Campylobacter.
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2.2 Contagem de Campylobacter spp Termotolerante Antes do Pré-
enriquecimento e Enriquecimento Seletivo (Plaqueamento direto)

Aliquotas de 0,2 ml da amostra homogeneizada em agua peptonada
tamponada preparada conforme o item 2.1 foram inoculadas em &gar Bolton
modificado segundo Franchin et al. (2005), preparado com caldo Bolton (Merck,
Darmstadt, Germany) adicionado de 1,5% de agar-agar (Himedia Laboratories
Put. Ltd., Mumbai, India), 0,5g/litro de sulfato ferroso (J. T. Baker, Germany),
200 ppm de solucao de 2,3,5 cloreto trifeniltetrazolium (TTC) (Sigma, USA) e
Suplemento SR183E (Oxoid Ltd., Hampshire, England) (cefoperazone, 10mg/500
ml; vancomicina, 10 mg/500 ml; trimetropim, 10mg/500 ml e anfotericina B,
5mg/500 ml).

O periodo de incubacgao foi de quatro horas a 37 °C seguido de 44 horas a
42 °C sob condicbes de microaerofilia (5% 02, 10% CO, e 85% N,) empregando
sistema Microaerobac (Probac do Brasil).

As colonias caracteristicas de Campylobacter spp termotolerante (cor
magenta, lisas, pequenas, convexas e brilhantes, com bordas perfeitas)
crescidas no plagueamento direto em agar Bolton modificado foram contadas. O
resultado foi expresso em Unidades Formadoras de Col6nias por grama (UFC/q),

levando em consideracao a diluicao e o volume inoculado.

2.3 Pesquisa de C. jejuni Apos o Enriquecimento Seletivo

Aliquotas de 5 ml da amostra homogeneizada em &gua peptonada
tamponada foram enriquecidas em 45 ml de caldo Bolton (Merck) e suplemento
SR183E (Oxoid) (cefoperazone, 10mg/500 ml; vancomicina, 10 mg/500 ml;
trimetropim, 10mg/500 ml e anfotericina B, 5mg/500 ml). O periodo de pré-
enriquecimento foi de quatro horas a 37 °C seguido do enriquecimento de 44
horas a 42 °C, sob condigdes de microaerofilia.

Apos o enriquecimento seletivo as amostras foram estriadas com alga
bacterioldgica em agar Bolton modificado. As placas foram incubadas a 42 °C por

24 horas sob condicdes de microaerofilia.
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Colonias caracteristicas de Campylobacter foram confirmadas pela
morfologia ao Gram (Microscépio Olympus Optical CO. Ltd. CH2, Japan),
movimento caracteristico em contraste de fase (Bioval, Model L2000A) (aumento
de 1000 x) e pelo teste de catalase. A identificacao de C. jejuni foi realizada

empregando-se a hidrélise do hipurato.

2.4 Analise Estatistica

Os testes nado-paramétricos de Kolmogorov-Smirnov (KOLMOGOROV,
1941; SMIRNOV, 1939 e 1948) e de Mann-Whitney (MANN & WHITNEY, 1947)
foram utilizados para avaliacdo dos resultados de contagem de unidades
formadoras de col6nias de Campylobacter spp termotolerantes por grama de
amostra. O teste de Caso-Controle por Qui-Quadrado (FISCHER, 1934), com
95% de confiabilidade, foi utilizado para avaliacao dos resultados de presenca de

C. jejuni em 0,5 g de amostra.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Contagem de Campylobacter spp Termotolerante por Plaqueamento
Direto

A contagem média de Campylobacter spp. termotolerante encontrada nas
amostras de frango analisadas apds o plaqueamento direto estdo apresentadas
na Tabela 01.

No presente trabalho, houve diferenca significativa ao nivel de 95% de
confiabilidade entre os resultados das contagens de UFC/g de Campylobacter
spp. termotolerante obtidas nas amostras frescas, quando comparadas com as
refrigeradas e congeladas. Esta redugdao pode ser explicada pela injuria que a
mudanca de temperatura causa a célula, levando Campylobacter a assumir a
forma VNC (vidvel, mas nao cultivavel), a qual ndo pode ser recuperada pelos
métodos usuais (PARK, 2002).

Campylobacter spp. termotolerante foi detectado em 28 (93,3%) das 30

amostras frescas analisadas pela técnica de plagueamento direto, sendo a média
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da contagem de unidades formadoras de colonias (UFC) por grama de 3,08 Logig

e a contagem maxima obtida de 4,37 Logio UFC/g.

Tabela 01: Valores médios da contagem de Campylobacter spp. termotolerante

por grama de amostra apds plaqueamento direto

Numero de amostras Média
Amostra positivas / numero de ! UFC
amostras avaliadas 0gi0 /9

Carne de Frango

a a
Fresca (D 28/30 3,08
Carne de Frango b b
Refrigerada ® 16/30 1,19
Carne de Frango 11/30 0,75°

Congelada ©®

Letras diferentes na mesma coluna indicam que houve diferenca significativa entre as
amostras ao nivel de 95% de confiabilidade (P < 0,05)

() Amostras analisadas 1 h apds a embalagem da carcaca de frango

) Amostras refrigeradas a 4 °C por 7 dias

) Amostras congeladas a —-20 °C por 28 dias

As amostras refrigeradas apresentaram crescimento de Campylobacter em
16 (53,3%) das 30 amostras analisadas, sendo a média da contagem de 1,19
Logio UFC/g e a contagem maxima de 2,81 Log;o UFC/g. Resultado semelhante
foi obtido por Rosenquist et al. (2006), que ao analisarem amostras de
diferentes lotes de frango refrigerado encontraram médias de contagens
variando de 1,49 a 2,13 Logio UFC/g.

Contagens mais altas utilizando também o método de plaqueamento direto
foram encontradas por Jorgensen et al. (2002). Esses autores obtiveram
contagens de Campylobacter variando entre 2,80 e 4,40 Logip UFC/g em 40%
das 75 amostras de frango refrigeradas.

A redugao na contagem por plagueamento direto nas amostras
refrigeradas foi de aproximadamente 1,89 Logio UFC/g quando comparada com
a contagem obtida nas amostras frescas. Bhaduri & Cottrell (2004) encontraram,

utilizando a mesma técnica, uma reducdo de 0,63 Logi;o UFC/g em amostras de
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pele de frango artificialmente contaminadas com Campylobacter e refrigeradas a
4 °C por 7 dias.

Campylobacter spp. foi isolado em 36,67% das amostras congeladas
analisadas no presente trabalho, com contagem média de 0,75 Logio UFC/g. As
contagens foram significativamente menores que as obtidas nas amostras
frescas. Este resultado foi inferior ao obtido por Rosenquist et al. (2006) que
encontraram 45 amostras positivas das 60 carcacas de frango analisadas (75%)
apdés o congelamento a -20 °C, com contagens médias variando entre 1,10 e
1,96 Logig UFC/q.

A reducao nas contagens das amostras congeladas quando comparadas
com as frescas foi de 2,33 Logip UFC/g. Este resultado foi semelhante ao de
Bhaduri & Cottrell (2002), que encontraram uma reducao de 1,38 a 2,26 Logio
UFC/g de Campylobacter em amostras de pele de frango artificialmente
congeladas e armazenadas por 14 dias a -20 ©°C. Stern et al., (1984)
encontraram uma incidéncia de C. jejuni cinco vezes menores em amostras
congeladas (2,3%) do que nas amostras frescas (12,1%).

Jorgensen et al. (2002) isolaram, por plaqgueamento direto, Campylobacter
spp. em 4 das 26 amostras da agua de lavagem das carcacgas congeladas, com
contagens variando de 2,80 a 4,40 Logio UFC / frango, sendo que o limite de
detecgao foi de 500 UFC.

No estudo feito por Georgsson et al. (2006) utilizando a técnica de
plagueamento direto, a redugao nas contagens de Campylobacter foi de 0,65 a
2,87 Logio UFC/g apds 31 dias de estocagem a -20 °C, indicando uma reducao
significativa quando comparada aos resultados obtidos nas amostras frescas. No
entanto, apesar da reducdao significativa nas contagens, o indice de
contaminagao apds este periodo permaneceu na faixa de 3,00 Logio UFC/g.

Lee et al. (1998) comprovaram que C. jejuni é habil em sobreviver por
longos periodos (56 dias) armazenado a -20 °C, temperatura da maioria dos
freezers domésticos. Apesar da reducao de aproximadamente 5 Logip nas
contagens de UFC/g por plaqueamento direto, no entanto, C. jejuni permaneceu

vidvel, mesmo em baixas contagens. Assim sendo, considerando que a dose
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minima infecciosa é de 500 células, o congelamento dos alimentos ndao pode ser
considerado como um procedimento que garante a seguranca do produto.

Bolton & Robertson (1982) afirmaram que a técnica de plagueamento
direto pode ser utilizada em laboratérios de diagndstico clinico, onde as
contagens de Campylobacter presentes nas fezes sao altas, porém, em se
tratando de estudos envolvendo baixas contagens, o método com
enriquecimento € o mais indicado.

Apesar de pratica e rapida, a técnica de contagem de Campylobacter spp.
termotolerante por plaqueamento direto, subestima a contaminacao real de
amostras submetidas a baixas temperaturas, uma vez que nao recupera as

células injuriadas.
3.2 Pesquisa de C. jejuni Apos o Enriquecimento Seletivo

Os resultados do isolamento de C. jejuni de amostras de carne de frango
fresca, refrigerada e congelada obtidos apds o enriquecimento seletivo estdo

apresentados na tabela 02.

Tabela 02: Niumero de amostras de carne de frango positivas para C. jejuni apds

0 enriquecimento seletivo

Amostra Taxa de Positividade
Carne de frango Fresca (V) 15/30 @
Carne de frango Refrigerada 11/30 @
Carne de frango Congelada ©® 10/30 °

Letras iguais na mesma coluna indicam que nao houve diferenca significativa entre as
amostras ao nivel de 95% de confiabilidade (P >0,05).

() Amostras analisadas 1 h apds a embalagem da carcaca de frango

) Amostras refrigeradas a 4 °C por 7 dias

) Amostras congeladas a -20 °C por 28 dias

O numero de amostras positivas para C. jejuni das amostras frescas apds o
enriquecimento seletivo foi de 15 em 30 amostras analisadas (50%). No método

de plagueamento direto 93,3% das amostras frescas estavam contaminadas com
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Campylobacter spp. termotolerante. A identificacdo bioquimica de C. jejuni foi
realizada somente apds o enriquecimento seletivo. Assim sendo, esta
percentagem maior no isolamento de Campylobacter termotolerante antes do
enriguecimento seletivo sugere a presenca de outras espécies de Campylobacter
que nao puderam ser identificadas.

Onze das 30 amostras refrigeradas analisadas (36,7%) foram positivas
para C. jejuni. Esta percentagem de positividade é semelhante a encontrada por
Paulsen et al. (2005) que avaliaram 190 amostras de carne de frango refrigerada
obtidas em lojas de conveniéncias, supermercados e acougues, e detectaram
39% das amostras analisadas positivas para Campylobacter spp. apdés o
enriquecimento.

As carcagas congeladas apresentaram 33,3% amostras positivas para C.
jejuni. Este resultado foi inferior ao encontrado por Meldrum et al. (2005) que
encontraram 71,9% das amostras de frango congelado positivas para
Campylobacter, porém os autores ndo pesquisaram a presencga de C. jejuni.

Nao houve diferenca significativa (P > 0,05) na taxa de positividade de C.
jejuni entre as amostras frescas e as submetidas a baixas temperaturas.
Resultado semelhante ao encontrado por Meldrum et al. (2005). Contudo, Alter
et al. (2005) avaliaram 43 amostras de peru e verificaram uma redugao
significativa na taxa de positividade (de 67,4 para 25,6%) nas amostras
avaliadas apds o resfriamento entre 0 e 3 °C por 24 h. Estas diferencas podem
ser explicadas pelas diferentes técnicas de enriquecimento e preparo das
amostras empregadas.

Fernandez & Pisén (1996) avaliaram 126 amostras de figado de frango
usando o método de enriquecimento e encontraram 117 (92,9%) amostras
positivas para Campylobacter spp., destas 92 amostras (73%) foram
identificadas como C. coli, e 25 (19,8%) como C. jejuni. Os autores sugerem que
C. coli é mais resistente a injaria que ocorre durante a exposicdo a baixas
temperaturas e as condicdes adversas do ambiente.

Em 2000, a Islandia decidiu empregar o congelamento da carne de frango

como uma estratégia para reduzir a exposicao humana a Campylobacter. Em
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2001, a Noruega adotou a mesma estratégia (GEORGSSON et al., 2006). No
entanto, os resultados obtidos no presente trabalho indicam que nao existe
diferenca significativa na taxa de positividade em amostras de carne de frango
frescas, refrigeradas e congeladas indicando que uma porgao significativa de C.
jejuni sobrevive a tais condigcbes. Esses resultados alertam que estes
tratamentos sozinhos ndo garantem a seguranca do alimento, com respeito a

este microrganismo.

4 CONCLUSAO

A dificuldade de recuperacdo de células injuriadas pelo plaqueamento
direto pode ser a explicacao para o nao isolamento de Campylobacter ou a
diminuicao significativa das contagens obtidas com amostras de frango
refrigeradas ou congeladas analisadas neste trabalho. Por outro lado,
utilizando-se a técnica de enriquecimento seletivo, ndo houve diferenca na
incidéncia de C. jejuni entre as amostras frescas e conservadas a 4 °C por sete
dias e a -20 °C por 28 dias, indicando que este organismo pode sobreviver a

tais condicdes de armazenamento.
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