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RESUMO

O método direto de detecgdo e contagem de Campylobacter spp. em carne de frango ¢ de facil
execugdo, porém os volumes de 100 pL e de 400 pL, preconizados em algumas metodologias,
muitas vezes impossibilitam a contagem de colonias pela ocorréncia de crescimento confluente ou
de microbiota contaminante. O objetivo do presente estudo foi de avaliar os diferentes volumes
de enxaguadura de carne de frango com a finalidade de minimizar a interferéncia da microbiota
contaminante, sem comprometer a sensibilidade do método. Os volumes de enxaguadura de 5, 10,
50, 100 e 400 pL foram testados utilizando-se os meios seletivo diferenciais dgar carvio cefoperazona
desoxicolato modificado (mCCDA) e agar Bolton modificado. A presenca de Campylobacter spp. foi
confirmada por métodos fenotipicos e por PCR. No entanto, a estratégia de utilizagao de volumes menores
do que 100 pL de enxaguadura ndo melhoraram o isolamento e a contagem de colonias de Campylobacter,
porque houve diminui¢ao da sensibilidade do ensaio. A provavel solu¢do para minimizar a interferéncia da
microbiota contaminante seria desenvolver novos meios seletivos ou incorpora-los aos antimicrobianos
ja existentes.

Palavras-chave. Campylobacter spp., quantificagao, método direto, carcaga de frango refrigerada.

ABSTRACT

The direct method for detecting and enumerating Campylobacter spp. in chicken meat is easy to perform,
but the volumes of 100uL and 400uL, as recommended in some methodologies, are often unable to achieve
the colonies counts due to the occurrence of confluent growth or microbial contaminants. This study
aimed at evaluating the different volumes for rinsing chicken meats in order to minimize the interference
of microbial contaminants, without compromising the sensitivity of direct methodology. Rinse volumes
of 5, 10, 50, 100 and 400uL were tested using the modified charcoal cefoperazone deoxycholate agar
(mCCDA) and modified Bolton agar. The presence of Campylobacter was confirmed by phenotypic
methods and PCR assay. However, the strategy of using less than 100 pL of rinse volumes did not improve
the isolation and enumeration of Campylobacter colonies, because it reduces the sensitivity of the assay.
Thus, a possible solution to minimize the interference of microbial contaminants would be in developing
new selective media or incorporate them into other existing antimicrobial drugs.

Keywords. Campylobacter spp., quantification, direct method, chilled broiler carcasses.
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INTRODUCAO

A alta prevaléncia de Campylobacter spp. em
frangos de corte levou a necessidade de implementagao
de estratégias para impedir a contaminac¢ao da carne de
frango por esse patogeno em todos os niveis da cadeia de
produgdo. A detecgao e enumeragio de Campylobacter
spp. em carne de frango sdo essenciais para reduzir os
riscos de contaminagédo'.

Campylobacter spp. sao micro-organismos
fastidiosos que requerem temperatura de crescimento e
meios de cultivo seletivos especificos, além de atmosfera
de incubagdo em microaerofilia. A quantificagio de
Campylobacter spp. em carne de frango é necessaria
nas avaliagoes de risco que exige métodos quantitativos
confidveis. A quantificacdo deve ser realizada antes do
enriquecimento (método direto) com a semeadura da
enxaguadura da carne de frango em meios seletivos
especificos?.

Estudos associaram as dificuldades na contagem
de Campylobacter em carne de frango a sua baixa
competitividade frente a microbiota contaminante e a
incapacidade dos agentes antimicrobianos adicionados
aos meios seletivos de eliminar esta contaminagdo. Além
da interferéncia da microbiota contaminante da carne
de frango, é comum verificar colonias de Campylobacter
sobrepostas umas as outras, assim como, espalhadas sobre
o Agar carvio cefoperazona desoxicolato modificado
(mCCDA) o que torna dificil a contagem de colonias.
O volume da enxaguadura utilizado no método direto
pode, portanto, dificultar a contagem desse patogeno®*.

O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes
volumes de enxaguadura de carne de frango com a
finalidade de minimizar a interferéncia da microbiota
contaminante no isolamento e contagem de
Campylobacter spp., sem comprometer a sensibilidade
do método direto.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Quarenta amostras de carcagas de frango
resfriadas produzidas no Estado do Paranda foram
coletadas, na sua embalagem original, em diferentes
estabelecimentos comerciais da cidade de Curitiba,
Parand. As amostras foram representativas de oito marcas
diferentes, com cinco unidades amostrais cada. Apos a
coleta as amostras foram encaminhadas sob refrigeragao

ao laboratério e analisadas ao seu recebimento.

Ap0s a retirada asséptica da embalagem original,
dos miudos, dos pés e da cabeca, as carcagas foram pesadas
e colocadas em sacos estéreis. O enxague das carcagas foi
realizado com adigdo de agua peptonada tamponada a
0,1 % (Oxoid, Inglaterra) na propor¢ao de 1 mL para
cada grama de peso da carcaga, com fricgdo de toda a
superficie do frango por aproximadamente dois minutos.
Aliquotas da enxaguadura foram utilizadas para os testes
de detecgao e de enumeragao de Campylobacter spp.

Método Direto de Detec¢aio e Contagem de
Campylobacter (ISO 10272-2:2006)

Aliquotas de5,10,50,100,e400 uLdaenxaguadura
foram semeadas em duplicata para placas de Agar
mCCDA (CM 739) (Oxoid, Inglaterra), suplementado
com cefoperazone (16,0 mg/L) e anfotericina B (5,0
mg/L) (SR 155E) (Oxoid, Inglaterra) e para placas de
Agar Bolton modificado, preparado conforme descrito
por Franchin et al’. As placas foram incubadas a 37 °C
durante 4 horas com posterior incubagdo a 41,5 + 0,5 °C
por 48 horas em microaerofilia por injegao de atmosfera
modificada (5 % O,, 10 % CO, 85 % N,) (Air Liquide,
Brasil) durante 20 segundos.

A confirmagao da presenca de Campylobacter foi
realizada, inicialmente, pela observa¢do ao microscopio
da morfologia tipica em preparagoes a fresco das
colonias isoladas ou confluentes coradas com soluciao
de azul de metileno 1 % (Laborclin, Brasil), e em
esfregacos corados pelo Gram (Laborclin, Brasil). Se a
morfologia caracteristica foi observada nas preparagdes
microscépicas, as colonias foram reisoladas em Agar
Tripticase de Soja (TSA) suplementado com 5 % de sangue
de carneiro desfibrinado (Newprov, Brasil), incubado a
36 £ 1 °C durante 24 e 48 horas sob microaerofilia.

A identificagdo fenotipica foi realizada com as
provas de catalase, oxidase, hidrdlise hipurato, indoxil
acetato, e avaliacdo da sensibilidade ao acido nalidixico e
cefalotina (Oxoid, Inglaterra). Paralelamente, foi realizada
a identificagdo empregando o sistema API Campy®
(Biomerieux, Franca) de acordo com as instrucdes do
fabricante, e confirmadas em nivel de género por PCR
(reacdo de cadeia polimerase) em Tempo Real.

A quantificagao foi realizada considerando o
volume da enxaguadura empregado, de acordo com
as seguintes equagdes: Q = n x 2,5, quando utilizado a
aliquota de 400 pL, Q =nx 10, Q =n x 20, Q = n x 100,
Q = n x 200, para as aliquotas respectivas de 100, 50, 10
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Tabela 1. Resultados das contagens de Campylobacter pelo método direto utilizando 100 e 400 pL da enxaguadura da carcaga de frango

Amostras Positivas G B UG
400pL 100uL

01 >6,3x10° >2,5x10°
03 >6,3x 102 1,4x 102
12 >63x10° 1,0x 102
15 >63x10° 8,0x 10°
18 >63x10° >2,5x10°
20 >63x10° >2,5x10°
23 >63x10° 11x10°
27 2,5x10' 6,0x10'
29 23x10° 1,3x 102
30 >63x10° >2,5x10°
31 >63x10° >2,5x10°
34 >63x10° >2,5x10°

e 5 uL, onde n correspondeu ao nimero total de colonias

caracteristicas presentes na placa com confirmacio RESULTADOS E DISCUSSAO

fenotipica. O resultado foi expresso em UFC/g.

Identificacao molecular do género Campylobacter por
PCR em Tempo Real

A identificagdo  molecular do  género
Campylobacter nos isolados identificados
bioquimicamente foi realizada por PCR em Tempo
Real, utilizando o método TagMan. A extracao do DNA
foi realizada utilizando o sistema reagente NewGene
Prep e NewGene Preamp, disponibilizado pela Simbios
Tecnologia (Canoas, Brasil). As amplificagées por PCR
em Tempo Real foram realizadas em um volume final de
aproximadamente 30 puL contendo 28 uL de TagMan Kit
Master Mix Campylobacter (Simbios Tecnologia, Brasil)
este composto por tampao, dNTP’s, agua ultrapura,
primers e sonda, 0,32 uL de Taq polimerase e 2 pL de
DNA. As condigoes de reagdo foram: aquecimento a
95 °C durante 3 minutos, 40 repeti¢cdes de 95 °C por 15
segundos e 60 °C por 1 minuto. Em todas as reagdes de
PCR foram utilizados DNA de C. jejuni ATCC 33291,
como controle positivo, e agua ultrapura e tampao do
Kit Master Mix com a enzima Taq polimerase, como
controles negativos. As leituras da fluorescéncia foram
realizadas pelo equipamento 7300 Real-Time PCR
(Applied Biosystems, EUA) a cada ciclo de amplificacao
e, posteriormente, analisadas pelo Sequence Detection
Software (SDS) v 1.3 (Applied Biosystems, EUA).
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Algumas discussoes nos dltimos 10 anos tém
sido realizadas sobre a melhor metodologia para
deteccdo e quantificagio de Campylobacter a partir
de carne de frango. Embora varios métodos tenham
sido desenvolvidos nos dltimos 30 anos nao existe um
consenso sobre qual metodologia seria a mais adequada
para garantir a sensibilidade e a reprodutibilidade dos
resultados®®.

No presente trabalho, 12 (30,0 %) das 40 amostras
de carne de frango analisadas foram positivas para
Campylobacter spp. pelo método direto, quando volumes
de 100 e 400 uL de enxaguadura foram utilizados (Tabela
1). A contagem de colonias, no entanto, foi possivel de ser
realizada em apenas seis e duas das 12 amostras positivas
quando volumes de 100 e 400 puL de enxaguadura foram
utilizados, respectivamente. Nas demais amostras as
coldnias estavam confluentes e a contagem impossivel de
ser realizada. Quando volumes de 5, 10 e 50 puL foram
utilizados, somente foi possivel a deteccdo e contagem
de Campylobacter em 4, 3 e 1 das 12 amostras positivas,
respectivamente.

Todas as colonias com morfologia tipica de
Campylobacter nas preparagdes microscopicas foram
identificadas como Campylobacter pelas provas
fenotipicas e pela PCR em Tempo Real e, nao houve
divergéncia na identificagdo entre as provas fenotipicas e
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o sistema API Campy® (Biomerieux).

O método de PCR tem sido utilizado como
técnica de deteccio do género Campylobacter em
alimentos por superar muitos dos problemas associados
com os métodos tradicionais de cultivo. As espécies de
Campylobacter sdao frequentemente dificeis de cultivar,
e extremamente suscetiveis ao estresse ambiental e as
condigdes ao que o alimento é submetido. A metodologia
de PCR tém a maior taxa de detec¢do entre os métodos
de identificagdo bioldgica, e sob condi¢des otimizadas
mostra também alta especificidade®.

Embora o método direto ISO 10272-2 preconize
a utilizagdo de 100 uL de enxaguadura para o isolamento
e contagem de Campylobacter spp. em alimentos, esse
volume impossibilitou a contagem devido a confluéncia
das colonias ou crescimento muito grande de microbiota
contaminante. Assim sendo, a solu¢do para minimizar ou
solucionar a interferéncia da microbiota contaminante
ou a confluéncia de colonias de Campylobacter nao
seria a diminui¢ao do volume da enxaguadura, mas
provavelmente desenvolver novos meios seletivos ou
incorporar aos ja existentes outros antimicrobianos.

Franchin et al’ propuseram a utilizagdo de
volumes de 400 puL de enxaguadura porque, segundo a
experiéncia desses autores, muitas amostras de carne de
frango apresentam contagem baixa de Campylobacter, e
para que o método tenha sensibilidade suficiente volumes
de 400 uL precisam ser utilizados. No presente estudo
ndo foi encontrado amostras de carne de frango com
contagens baixas detectadas somente ap6s a utiliza¢ao de
volumes de 400 pL.

A dificuldade na contagem de Campylobacter
spp.em carne de frango tem sido relacionada a sua baixa
competitividade frente a microbiota contaminante e a
incapacidade dos agentes antimicrobianos utilizados
nos meios seletivos de inibir essa microbiota. A
estratégia de utilizagdo de volumes menores que 100
uL de enxaguadura, testada no presente trabalho,
facilitou a contagem porque houve menor interferéncia
da microbiota contaminante no desenvolvimento
de Campylobacter, porém a diminui¢do do volume
também diminuiu consideravelmente a sensibilidade
do método direto.

No presente trabalho, o agar Bolton modificado,
indicado por Franchin et al’, foi utilizado em paralelo ao
agar mCCDA, preconizado na metodologia ISO 10272-
2. A cor escura do mCCDA, a colora¢do acinzentada
das colonias de Campylobacter e as bordas das colonias

pouco definidas nesse meio dificultaram a visualiza¢ao e a
distingdo entre colonias tipicas e atipicas. Esse fato exigiu
a necessidade de realizar preparagcdes microscopicas das
colonias de todas as amostras analisadas. Essa dificuldade
ja havia sido previamente descrita por Habib et al”® e
Franchin et al®. O Agar Bolton modificado foi escolhido
para ser utilizado em paralelo ao mCCDA porque as
coldnias tipicas de Campylobacter apresentaram bordas
bem definidas de coloracio marrom sob um fundo claro
devido a reducdo do corante 2,3,5-trifeniltetrazélio,
o que facilitou a triagem de colonias tipicas de
Campylobacter. No presente trabalho, embora colonias
tipicas de Campylobacter tenham sido mais facilmente
triadas no meio de Agar Bolton, foi necessario também
realizar prepara¢des microscopicas das colonias para
confirmag¢ao morfoldgica de Campylobacter em todas as
amostras analisadas.

O Agar Bolton nio mostrou frequéncia
maior de isolamento, apesar de permitir uma melhor
visualizacdo das colonias de Campylobacter. Sete
das doze amostras positivas foram identificadas
exclusivamente pelo Agar mCCDA e trés pelo Agar
Bolton. A presenga de Campylobacter foi confirmada
em duas amostras em ambos os meios de cultura.
Assim sendo, a necessidade de se utilizar no minimo
dois diferentes meios seletivos para o isolamento de
Campylobacter foi confirmada.

CONCLUSAO

O método direto de detec¢ao e contagem de
Campylobacter em carne de frango, empregado na rotina
dos laboratérios de analise, é de facil execugdo, porém
precisa de adequagdes. A utilizacao de volumes menores
de 100 uL de enxaguadura nao pode ser utilizada porque
diminui consideravelmente a sensibilidade do método.
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