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RESUMO
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Campylobacter jejuni EM FRANGOS DE CORTE, CARNE EV ISCERAS DE
FRANGO NO RIO GRANDE DO SUL E EFEITO DO CONGELAMENT O SOBRE A
CONTAMINACAO NOS CORTES
AUTOR: Roger Boufleur
ORIENTADORA: Maristela Lovato Flores
Santa Maria, 09 de marco de 2009.

A campilobacteriose, atualmente, é reconhecida como sendo a causa mais freqiente de
infeccdo de origem alimentar em seres humanos. Dentre as espécies responsaveis pela
infeccdo, Campylobacter jejuni responde por cerca de 75% dos casos de
campilobacteriose humana, sendo considerada a principal espécie envolvida nos casos
registrados. Este trabalho € composto de dois experimentos. No primeiro avaliou-se a
ocorréncia de C. jejuni em granjas avicolas no estado do Rio Grande do Sul,
correlacionando os indices de contaminacdo detectados com dados epidemiologicos
obtidos através de entrevista com o responsavel pela granja. Foram coletados 280
swabs cloacais oriundos de quatro granjas avicolas do Rio Grande do Sul. No segundo
experimento, foram adquiridos em supermercados de Santa Maria, 9 amostras frescas
de figado, coracdo, moela e drumete, totalizando 36 amostras. Foi realizado o
processamento de um fragmento de 25g de cada amostra fresca, sendo o restante
congelado a -18°C durante sete dias, sendo as amostras, ap0s este periodo novamente
analisadas. No primeiro experimento, foram obtidas 147 amostras (52,5%) positivas
para C. jejuni e 31 amostras (11,07%) identificadas como Campylobacter spp. A analise
dos dados revelou existir influéncia dos indices de contaminacdo mais elevados com o
namero de aves alojadas (p=0,05), tempo de alojamento (p=0,05) e sexo (p=0,05),
sendo as fémeas mais acometidas que os machos. No segundo experimento, realizou-
se o isolamento em 7 (77,7%) amostras frescas de coracao, 8 (88,8%) de figado, 4
(44,4%) de moela e 3 (33,3%) de drumete, correspondendo a 61,1% das amostras
frescas analisadas. Apos o congelamento, em apenas trés amostras (8,3%) foi obtido o
isolamento de C. jejuni, sendo duas amostras de figado e uma de coracdo. Os dados
obtidos permitem concluir que C. jejuni estd amplamente difundido na avicultura
industrial do Rio Grande do Sul, sendo necessario ampliar os esforcos para reducao
deste patdgeno nos plantéis avicolas. Os cortes de frango adquiridos em
supermercados na cidade de Santa Maria apresentam indices de contaminacdo
elevados por C. jejuni, contudo o congelamento por 7 dias é capaz de reduzir
consideravelmente os indices de contaminagéo, porém, ndo eliminando completamente
C. jejuni dos cortes congelados, assim, a manipulacdo adequada da carne de frango
continua sendo essencial para assegurar a eliminagdo de C. jejuni dos alimentos
contendo carne de frango em suas preparacoes.

Palavras-chave: Campylobacter jejuni; carne de frango; microbiologia alimentar;
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Campylobacter jejuni IN POULTRY, CHICKEN MEAT AND GIBLETS ON RIO
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Campylobacteriosis, in the current days, is recognized as the major cause of foodborne
illness in many developed and developing countries. Among the Campylobacter species
responsable for the infections, C. jejuni is responsable for 75% of the cases of human
campilobacteriosis, as for it, it's considered as the major species involved on the
registered cases. In this work, two experiments were conduced. In the first, the presence
of C. jejuni and Campylobacter spp. in poultry farms of Rio Grande do Sul State in Brazil
was investigated. Epidemiological data was obtained with the person encharged by the
farms, and the data obtained was corelated with the levels of contamination of each
property. In the second experiment, we investigated the contamination of cicken meat
and giblets adquired in supermarkets in Santa Maria city of C. jejuni as well as the
freezing effect on the contamination levels in this samples. For the first trial, 280 cloacal
swabs were collected from four poultry farms. In the second experiment, 9 samples of
heart, liver, gizzard and drumette, tottalizing 36 samples collected. A portion of each
sample was processed freshly, while the rest was freezed (-18°C) for 7 days before it's
processing. In the first trial, 147 samples (52,5%) were positive for C. jejuni and another
31 (11,07%) were identified as Campylobacter spp. The data analysis revealed
correlaction beetwen the number of birds kept in de farms (p=0,05), the age of the
poultry (p=0,05) and the gender (p=0,03), as female was more infected than males. In
the second experiment, isolation of C. jejuni was achieved in 7 heart (77,7%), 8 liver
(88,8%), 4 gizzard (44,4%) and 3 drumette (33,3%) fresh samples, corresponding to
61,1% of total samples. After freezing storage, in only 3 samples (two liver and one
heart) C. jejuni was isolated (8,3%). The data obtained allowed us to conclude that C.
jejuni is widely spread in poultry farms os Rio Grande do Sul state, so, improve the
control procedures for Compylobacter species on the poultry fars is needed. The
chicken cuts obtained from supermarkets in Santa Maria city are also higly contaminated
by C. jejuni, however, freezing storage for seven days can drastically reduce the
contamination levels of chicken cuts, improoving food safety, althoght, this procedure do
not eliminate completely C. jejuni from de cuts analized, and the correct manipullation is
needed to eliminate the risk of infeccion from poultry meat sources .

Key words : Campylobacter jejuni; chicken meat; food microbiology
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o género Campylobacter ultrapassou o género Salmonella
como sendo o0 agente causador de zoonoses mais freqientemente reportado na Uniao
Européia, sendo sua ocorréncia comum no mundo todo. Campylobacter também foi o
segundo agente causador de surtos de infeccao de origem alimentar em 2006 na Unido
Européia, mesmo que a maioria dos casos relatados de campilobacteriose sejam
considerados como casos esporadicos (BRONZWAER et al., 2009).

Nos Estados Unidos, a partir da implementacdo de um amplo sistema de
vigilancia que envolve o diagnostico dos casos de infec¢do de origem alimentar em dez
estados, implementado desde 1996, se observou uma significativa reducdo nos casos
de campilobacteriose nos ultimos 8 anos. Isso representa um decréscimo de 40%
nesses casos, porém, estima-se que ainda ocorram cerca de 2,5 milhdes de casos
anuais de campilobacteriose naquele pais (FOODNET, 2008).

A campilobacteriose normalmente é uma doenca com manifestacdes
gastrintestinais, que, em cerca de sete dias, tende a manifestar uma melhora
espontanea do quadro clinico do paciente (COCKER et al., 2002). Todavia, em alguns
casos, podem ocorrer graves sequelas da infec¢cdo, como a Sindrome de Guillain-Barré,
doenca que afeta o sistema nervoso periférico, causando desmielinizacdo de neurdnios.
Ainda a sindrome de Fisher, uma variante da Sindrome de Guillain-Barré; e a Sindrome
de Reiter, responsavel pela ocorréncia de artrite reativa. Tais doengas aparentemente
ocorrem devido a uma semelhanga nos antigenos presentes em algumas cepas de C.
jejuni com proteinas encontradas nos gangliosideos neuronais de seres humanos
(DORREL; WREN, 2007).

Por mais que existam diversas fontes de campilobacteres, a campilobacteriose
esta geralmente associada com o consumo de carne de frango, especialmente se esta
nao for congelada (NAUTA et al., 2009). Em cerca de 70% dos casos, a infecgao tem
origem a partir da exposi¢ao a carne de frango crua ou mal cozida. Isto se deve ao fato
de que os frangos sdo os principais reservatérios de C. jejuni. Perus, patos e outras

aves também tém importante papel na manutencdo do agente na natureza (SHANE;
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STERN, 2003). As aves, geralmente, ndo apresentam manifestacdes ou lesdes clinicas
em decorréncia da infecgcdo, demonstrando alta adaptagdo ao hospedeiro (MEAD,
2002).

A transmisséao de C. jejuni entre as aves ocorre principalmente por via horizontal,
e, aparentemente, os frangos com menos de duas semanas de idade sao mais
resistentes a infeccdo (DHILLON, et al., 2006). Contudo, existem indicios de que a
transmissdo vertical também possa ocorrer (COLE et al. 2004; COX et al, 2006;
FONSECA et al. 2007).

No Brasil, os dados obtidos sobre a prevaléncia de Campylobacter em frangos
sao variaveis. Kuana (2008), ao analisar 22 lotes de frangos de corte com idade entre 3
e 5 semanas, observou 81,8% das amostras de descarga cecais positivas para o
isolamento de Campylobacter spp.. Ao analisar 96 carcacas no frigorifico, a
contaminacéo observada foi de 99%. Gomes et al (2006) isolaram C. jejuni de apenas
52% das 404 amostras fecais de frangos provenientes de criagdes domesticas.
Fonseca et al (2007) isolou Campylobacter spp. de 80% de amostras de pool de
meconio e 54,55% das amostras de pool de fezes de matrizes.

O controle da infeccdo depende do conhecimento da interacdo do agente com o
meio ambiente, desde a granja até o consumidor final. Assim, estudos que esclarecam
aspectos epidemiolégicos associados a este agente se fazem necessérios. Portanto,
esse trabalho visa avaliar a ocorréncia de C. jejuni em frangos de corte, bem como
coletar dados epidemiolégicos como idade das aves, tamanho do lote e sexo das aves
a fim de auxiliar na tomada de decisdes para o controle desta patégeno. Ainda,
objetivou detectar a ocorréncia do agente em carne e miudos frescos comercializados
na cidade de Santa Maria, e o efeito do congelamento por um periodo de 7 dias (-18°C)

na taxa de contaminacao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico

Os primeiros registros de uma possivel infeccdo por Campylobacter ocorreram
na Alemanha, em 1886, por Escherich, quando foram observados, em 35 de 72
criancas com diarréia, bactérias em forma de espiral. Porém, apenas em 1909 é que
ocorreu a primeira identificagcdo reconhecida, feita por McFadyen e Stockman, que
observaram o microorganismo semelhante a um Vibrio em episédios de aborto em
ovelhas. Em 1918, microorganismos similares foram identificados por Smith ao
examinar fetos bovinos abortados e, em razdo de sua morfologia similar, foram
classificados como pertencentes ao género Vibrio, recebendo como primeira
denominacao, Vibrio fetus.

Em humanos a infecgcdo nédo foi reconhecida até 1947, quando foi isolado do
sangue de mulheres gravidas que apresentaram febre e abortos por Vibrio fetus.
(BUTZLER, 2004) Em 1957, King reconheceu importantes diferengcas bioquimicas e
antigénicas entre V. fetus e o que denominou como “vibrios relacionados”, sendo
reclassificados em 1963 por Sebald e Véron como pertencentes a um novo género
denominado entdo como Campylobacter.

Entretanto, 0s avancos necessarios para que a infeccdo viesse a ser
reconhecida como uma doenca de importancia médica, em humanos, ocorreram a partir
da década de 70, com o desenvolvimento de técnicas que permitiram o isolamento de
Campylobacter. Em 1972, Dekeyzer et al. desenvolveram um método de filtracdo de
amostras de fezes, seguido por inoculagdo em meios de cultura, que permitiu o
isolamento de Campylobacter em laboratério pela primeira vez. Em 1977, Skirrow,
utilizando meios de cultura contendo vancomicina, trimetoprim mais polimixina e
incubando as amostras em microaerofilia conseguiu também cultivar o agente em

laboratorio. Desde entdo, varias modificagdes metodoldgicas foram feitas, resultando
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em uma adocdo universal desses dois métodos e de suas variagdes, que permitem um
diagndstico preciso das infeccbes (MOORE et al, 2005).

2.2 Caracteristicas gerais

C. jejuni pertence a classe épsilon das proteobactérias, na ordem
Campylobacteriales; esta ordem inclui dois outros géneros, Helicobacter e Wolinella.
Assim como C. jejuni, o0s membros desse género séo capazes de estabelecer relagdes
a longo prazo com seus hospedeiros, as vezes, com consequéncias patogénicas. O
género Helicobacter inclui a espécie Helicobacter pylori, que causa Ulceras gastricas e
pode claramente ser definida como uma espécie patogénica, mas pode, também,
infectar assintomaticamente humanos, por décadas. O género Wolinella possui uma
Unica espécie, Wolinella succinogenes, que coloniza o trato digestivo do gado e
estabelece com ele uma relagdo comensal, semelhante ao género Campylobacter.
Assim, estes organismos aparentemente estdo adaptados aos seus hospedeiros e
podem estabelecer e manter seus nichos sem gerar uma resposta do hospedeiro capaz
de impedir a colonizagdo (YOUNG et al., 2007).

A familia Campylobacteriaceae compreende 18 espécies, seis subespécies e
dois biovares. As caracteristicas morfologicas celulares da familia incluem pequenos
bacilos Gram negativos curvos ou espiralados, em forma de “S” ou asa de gaivota. S&o
essencialmente microaerdfilos, obtém crescimento maximo em atmosfera contendo
aproximadamente 10% de CO., 5% de O, e 85% de N, (HUMPHREY, 2007). As células
medem aproximadamente 0,2-0,5um de diametro e 0,5-5um de comprimento, porém
podem chegar até 8um e ter uma ou mais voltas helicoidais. As culturas velhas, de
formas espirais ou curvas, podem ser substituidas por formas cocoides, quando
observadas ao microscéopio (SHANE; HARRINGTON, 1998). Esses microorganismos
ndo sdo fermentativos nem oxidativos em seu metabolismo, obtendo energia de
aminoacidos e intermediéarios do ciclo de Krebs com 4 ou 5 carbonos (KONEMAN et al.,
1992).
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As colonias de Campylobacter spp. usualmente sdo planas, com coloracao
acinzentada ou translicidas e formato irregular, arredondadas ou convexas. Possuem
tanto aspecto de secas como de Umidas. Podem apresentar brilho d’agua ao refletir a
luz ambiental. Existe uma tendéncia das coldnias apresentarem crescimento confluente
ao longo da linha de semeadura nos meio solidos. Rea¢cBes hemoliticas ndo séo
observadas em agar sangue (KONEMAN et al., 1992).

As espécies termofilicas de campilobacter sdo aquelas capazes de apresentar
crescimento a temperaturas elevadas de até 46°C (HUMPHREY et al. 2007). Os
termotolerantes C. jejuni; C.coli; C. lari e C. upsaliensis sdo mais associados a doenca
gastrointestinal humana, especialmente C. coli e C. jejuni subsp. jejuni, 0os quais
representam 95% dos isolados clinicos no Reino Unido (SNELLING et al., 2005).
Segundo Moore et al (2005), Campylobacter jejuni € responsavel por 80-85% das
infeccdes entéricas por campilobacter, seguido por C.coli, a que séo atribuidos 10-15%
dos casos diagnosticados.

Campilobacteres sdo extremamente suscetiveis ao estresse ambiental, sendo
sensiveis a exposi¢cao ao ar, ressecamento, pH acido e armazenamento prolongado. O
uso de agentes quelantes de oxigénio, uma atmosfera adequada e utilizacdo de
antibiéticos para suprimir a flora competitiva ampliam as chances de isolamento de
Campylobacter spp. (SHANE; STERN, 2003).

Tendo em vista a caracteristica fastidiosa da bactéria, a utilizacdo de meios de
transporte e de enriquecimento para o cultivo de Campylobacter se mostra necessario
guando as amostras nao forem processadas em um prazo de 24h, ou para amostras
gue contenham um pequeno namero de bactérias viaveis, tais como amostras de agua
e urina. O meio de transporte utilizado devera inibir o crescimento de outras bactérias,
como Escherichia coli, sendo o mais comumente utilizado o de Cary-Blair (OIE, 2008).
No caso de amostras de fezes, estas deverdo ser enviadas ao laboratério para ser
processadas 0 mais brevemente possivel, minimizando a exposicdo dos

microorganismos ao oxigénio (GOMES, et. al, 2006).
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2.3 Infecgao nas aves

Campilobacteres encontram-se distribuidos mundialmente, em especial nas
regides onde a criagdo comercial de frangos estad estabelecida. Frangos e perus
normalmente iniciam a eliminagéo fecal de C. jejuni com 2-3 semanas de idade. Cerca
de 2-4 dias apos o inicio da eliminagédo bacteriana 90-100% do lote torna-se infectado,
devido a alta capacidade de transmissdo horizontal do agente entre as aves (SHANE;
STERN, 2003). As aves geralmente sdo portadoras assintomaticas da infec¢do, sem
ocorrer qualquer manifestacdo capaz de indicar doenca (MEAD, 2002). Entretanto, em
infeccdes experimentais, algumas cepas de C. jejuni, a maioria das quais obtidas em
casos humanos de campilobacteriose, causaram diarréia e mortalidade em pintinhos.
Os sinais gastrintestinais observados freqientemente sdo acompanhados de sinais de
invasao sistémica (CORRY; ATABAY, 2001).

A disseminacao da doenca entre o lote, em geral, pode ocorrer por via horizontal,
principalmente pela rota fecal-oral, embora existam indicios de transmissao vertical.
Cole et al. (2004) isolaram Campylobacter spp. de 57 entre 59 amostras de sémen de
perus, bem como de diferentes érgdos do trato reprodutivo de galinhas. Da mesma
forma, indicios de transmisséo vertical foram obtidas por Fonseca et al. (2007), ao isolar
de mecodnio de pintinhos recém-nascidos e de cloaca de matrizes com Campylobacter
spp. O isolamento de Campylobacter spp. em foliculos maduros e imaturos foi obtido
por Cox et al. (2005). A partir destas observacbes, surgem precedentes para a
intensificacdo do controle de Campylobacter spp. nas granjas de reprodutoras,
principalmente devido ao potencial de disseminagcdo e multiplicacdo envolvido nas
propriedades.

Relatam Evans e Sayers (2000) que a infeccao por Campylobacter spp. em aves
depende da idade da ave e que sua frequéncia aumenta com a idade. Quando a
difusdo comeca, os organismos tendem a se alastrar rapidamente através do lote e a
incidéncia é maior no final da criacdo do frango, persistindo a colonizagdo até o abate
(GREGORY et al., 1997). Porém, nem todas as cepas de C. jejuni sdo capazes de

colonizar o trato gastrointestinal das aves e, mesmo algumas cepas isoladas de
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carcacas de frango ndo o foram capazes. Porém, nos casos em que ocorre a
colonizacdo, os locais principais sao ceco, coélon e cloaca das aves, com nivel de
contaminacao de até 10° UFC/g de fezes (MEAD, 2002).

Durante o0 processamento das carcagas, O0S organismos podem ser
disseminados, tanto pela alta carga de bactérias presentes no trato intestinal, como
pela carga bacteriana contida nas penas e pele das aves, como resultado de uma maior
eliminacdo em funcéo do stress causado pelo transporte (OLAH et al., 2006). Durante o
processamento das carcacas, nos frigorificos, pode ocorrer contaminagédo cruzada por

C. jejuni através dos funcionarios, agua e equipamentos do frigorifico (MEAD, 2004).

2.4 Infeccdo em humanos

Mesmo que o campilobacter seja reconhecido como a causa mais comum de
enterite bacteriana na Europa, a real incidéncia da campilobacteriose é
consideravelmente maior do que a relatada, ja que a sub-notificacdo varia muito entre
0s paises. Sistemas de monitoramento de saude publica precisam ser aprimorados,
com estudos focados nas ocorréncias reais da doenca. A colaboragdo entre médicos,
pesquisadores e veterinarios € fundamental para ampliar a coleta de dados e prover
informagBes basicas para as intervencdes, visando o controle efetivo da
campilobacteriose (BRONZWAER et al., 2009).

Os sintomas classicos da infeccdo em humanos incluem diarréia, a qual
frequentemente pode ser hemorragica, dor abdominal, febre, mialgia e, raramente,
vomitos (HUMPHREY et al. 2007). Em comparacdo com as infec¢gbes causadas por
Salmonella e Shigella, as infeccbes por Campylobacter normalmente sdo menos
agudas, porém com maior tendéncia a recorréncia, se nenhum tratamento for
administrado, entretanto, as infec¢des sdo indistinguiveis clinicamente sem a realizacao
de coprocultura e identificagdo do agente (MOORE et al., 2005).

De acordo com Shane e Harrington (1998), projecdes indicam que a

campilobacteriose, nos Estados Unidos, é responsavel por custos anuais capazes de
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atingir 1 bilhdo de dolares, oriundos de hospitalizacbes e despesas médicas, oObitos,
reducdo na produtividade e despesas secundarias relacionadas a infeccéo.

Segundo Shane e Stern (2003), 50-70% dos casos de campilobacteriose
humana tém origem alimentar e estéao relacionados com o consumo ou manipulacéao de
carne de frango crua contaminada. Outros fatores de risco relacionados com a
campilobacteriose incluem a ingestdo de agua nao tratada, consumo de leite cru ou ndo
pasteurizado, contato prévio com animais de producdo ou de estimacao
(WINGSTRAND et al, 2006). Campylobacter spp. também possui uma dose infectante
relativamente baixa, necessitando apenas de cerca de 500 células viaveis para causar
a infeccao. Por isso, se torna essencial que o risco de transferir Campylobacter spp.
para humanos, através da carne de frango e seus produtos, seja minimizada (GOMEZ
et al., 2009).

Humphrey et al. (2007) afirma existir uma ocorréncia maior de casos de
campilobacteriose em humanos especialmente nos meses de verdo, podendo ser
explicado por algumas hipdteses: temperatura ambiental elevada propicia a
disseminacdo do microorganismo; aumento na contaminacdo dos plantéis avicolas e de
outros animais de producédo; época de migracdo de aves silvestres; maior presenca de
vetores biolégicos, como moscas; e aquisicdo de novos animais de estimacdo que séo
adquiridos com maior freqiéncia nesses meses.

Conforme Smith (2002) o periodo de incubacdo em humanos pode variar de um
a cinco ou até sete dias, embora seja mais comum entre 24 a 48 horas. As reacdes
inflamatorias da infec¢do precedem as disfuncdes intestinais que causam diarréia. Os
sintomas que antecedem a doenca em humanos séo febre, dor de cabeca, tontura,
mialgia e outros ndo especificos, semelhantes a gripe, que aparecem entre 12 a 24h
antes do inicio da diarréia e representam 1/3 dos afetados. Ainda, Smith (2002)
descreveu a ocorréncia de febre (39,2°C) em metade dos pacientes. Relatou também
gue a nausea é comum, mas o vomito ndo é uma manifestacdo tipica. A diarréia
apresenta-se como o sintoma mais frequente, existindo uma faixa de sinais clinicos que
podem variar desde uma colonizagdo intestinal assintomética, ou com poucos
movimentos intestinais, a uma profusa e severa disenteria. A presenca de sangue nas

fezes ocorre em aproximadamente 14% dos afetados.
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Em humanos, os exames microscopicos de biopsias revelam uma resposta
inflamatoria aguda no intestino, com infiltracdo de neutrdéfilos e células mononucleares
no epitélio e na lamina prépria. Nas amostras de fezes, estdo quase sempre presentes
leucécitos e eritrocitos, mesmo quando a diarréia tem aspecto aquoso e nao
hemorragico, o que confere ao Campylobacter a consideragcdo de ser uma doenca
inflamatdria, causando colite ou enterite. Contudo, a infec¢do € autolimitante, sugerindo
gue 0s microrganismos ndo sdo bem adaptados, impedindo uma resposta imune.
Estudos recentes in vitro demonstraram a capacidade dos macréfagos em eliminar as
amostras testadas com grande eficiéncia, conferindo a natureza autolimitante da
infeccdo (WASSENAAR; BLASER, 1999).

De acordo com Biswas et al (2006) os mecanismos relacionados com a
producédo de doenca em humanos sédo a motilidade do agente, translocacdo das células
do hospedeiro, aderéncia, invaséo celular e producdo de citotoxinas. Apés a ingestao,
C. jejuni adere-se as células do intestino delgado, especialmente nos segmentos
distais. O microorganismo multiplica-se e invade as células-alvo.

Os mecanismos precisos de acdo das toxinas produzidas por C. jejuni
permanecem obscuros. Sabe-se, entretanto, que toxinas termolabeis desregulam o
sistema da adenilciclase do mesmo modo que Escherichia coli. Ao mesmo tempo, a
citotoxina destroi a mucosa do epitélio. Normalmente, as células que ultrapassam a
barreira endotelial e atingem a circulacdo sdo destruidas pelos mecanismos
bactericidas do sangue (HIRSH, 1999).

Estudos in vitro, envolvendo a capacidade de adesdo e citotoxicidade
demonstraram que isolados provenientes de amostras de agua sdo menos patogénicos
gue aqueles isolados de pacientes com doenca clinica. Os isolados patogénicos podem
desenvolver a habilidade de colonizar e produzir toxina ap0s a passagem por um
hospedeiro susceptivel (NEWELL et al, 1985).

No final dos anos 80, epidemiologistas observaram relacdo entre a infeccédo por
Campylobacter jejuni e desordens pos-recuperacdo de origem auto imune. Estas
incluem a sindrome de Guillain-Barré (GBS, Guillain-Barré Syndrome); a sindrome de
Fischer, uma variante da GBS; e a sindrome de Reiter, caracterizada pela ocorréncia de
artrite reativa ndo purulenta (SHANE; STERN, 2003).
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A GBS é uma desordem desmielinizante que resulta em paralisia neuro-muscular
aguda, sendo atualmente reconhecida como uma grave sequela da campilobacteriose.
O isolamento prévio de C. jejuni em episodio de diarréia, antes da ocorréncia da GBS,
foi observada em até 50% dos casos (MOORE, 2005). O mecanismo patogénico da
sindrome recai sobre a similaridade entre oligossacarideos dos lipopolissacarideos de
C. jejuni e o gangliosideo GM1 da membrana dos neurbnios periféricos, estimulando
desta forma, a ocorréncia de uma doenca auto-imune (MOORE, 2005). Estima-se que
ocorra 1 caso de GBS para cada 1.000 casos de campilobacteriose (ALTEKRUSE,
1999). Aproximadamente 20% dos casos de GBS ficam com alguma sequela motora e
5% acabam morrendo geralmente devido a complicacdes de ordem respiratoria. Os
demais pacientes apresentam recuperacao total ou parcial da doenca (ALTEKRUSE,
1999). O impacto econébmico da GBS nos EUA foi estimado entre US$ 0,2 — US$ 1,8
bilhdes anuais, oriundos dos 500-3500 novos casos anuais iniciados pela infeccédo por
C. jejuni (BUZBI et al, 1997).
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RESUMO

A campilobacteriose, atualmente, é reconhecida como sendo a causa mais frequente de
infeccao de origem alimentar em seres humanos. Dentre as espécies responsaveis pela
infeccdo, Campylobacter jejuni responde por cerca de 75% dos casos de
campilobacteriose humana, sendo considerada a principal espécie envolvida nos casos
registrados. Este trabalho é composto de dois experimentos. No primeiro avaliou-se a
ocorréncia de C. jejuni em granjas avicolas no estado do Rio Grande do Sul,
correlacionando os indices de contaminacdo detectados com dados epidemiologicos
obtidos através de entrevista com o responsavel pela granja. Foram coletados 280
swabs cloacais oriundos de quatro granjas avicolas do Rio Grande do Sul. No segundo
experimento, foram adquiridos em supermercados de Santa Maria, 9 amostras frescas
de figado, coracdo, moela e drumete, totalizando 36 amostras. Foi realizado o
processamento de um fragmento de 25g de cada amostra fresca sendo o restante
congelado a -18°C durante sete dias, sendo as amostras, ap0s este periodo novamente
analisadas. No primeiro experimento, foram isoladas 147 amostras (52,5%) positivas
para C. jejuni e 31 amostras (11,07%) identificadas como Campylobacter spp. A analise
dos dados revelou existir influéncia dos indices de contaminagdo mais elevados com o
numero de aves alojadas (p=0,05), tempo de alojamento (p=0,05) e sexo (p=0,5), sendo
as fémeas mais acometidas que os machos. No segundo experimento, realizou-se o
isolamento em 7 (77,7%) amostras frescas de coracao, 8 (88,8%) de figado, 4 (44,4%)
de moela e 3 (33,3%) de drumete, correspondendo a 61,1% das amostras frescas
analisadas. Apos o congelamento, em apenas trés amostras (8,3%) foi obtido o
isolamento de C. jejuni, sendo duas amostras de figado e uma de coracdo. Os dados
obtidos permitem concluir que C. jejuni estd amplamente difundido na avicultura
industrial do Rio Grande do Sul, sendo necessario ampliar os esforcos para reducao
deste patdgeno nos plantéis avicolas. Os cortes de frango adquiridos em
supermercados na cidade de Santa Maria apresentam indices de contaminacdo
elevados por C. jejuni, contudo o congelamento por 7 dias é capaz de reduzir

significativamente os indices de contaminacdo, porém, ndo eliminando completamente
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C. jejuni dos cortes congelados, assim, a manipulacdo adequada da carne de frango
continua sendo essencial para assegurar a eliminagcdo de C. jejuni dos alimentos

contendo carne de frango em suas preparacoes.

Palavras-chave : Campylobacter jejuni; carne de frango; microbiologia alimentar;

ABSTRACT

Campylobacteriosis, in the current days, is recognized as the major cause of foodborne
illness in many developed and developing countries. Among the Campylobacter species
responsable for the infections, C. jejuni is responsable for 75% of the cases of human
campilobacteriosis, as for it, it's considered as the major species involved on the
registered cases. In this work, two experiments were conduced. In the first, the presence
of C. jejuni and Campylobacter spp. in poultry farms of Rio Grande do Sul State in Brazil
was investigated. Epidemiological data was obtained with the person encharged by the
farms, and the data obtained was corelated with the levels of contamination of each
property. In the second experiment, we investigated the contamination of cicken meat
and giblets adquired in supermarkets in Santa Maria city of C. jejuni as well as the
freezing effect on the contamination levels in this samples. For the first trial, 280 cloacal
swabs were collected from four poultry farms. In the second experiment, 9 samples of
heart, liver, gizzard and drumette, tottalizing 36 samples collected. A portion of each
sample was processed freshly, while the rest was freezed (-18°C) for 7 days before it's
processing. In the first trial, 147 samples (52,5%) were positive for C. jejuni and another
31 (11,07%) were identified as Campylobacter spp. The data analysis revealed
correlaction beetwen the number of birds kept in de farms (p=0,05), the age of the
poultry (p=0,05) and the gender (p=0,03), as female was more infected than males. In
the second experiment, isolation of C. jejuni was achieved in 7 heart (77,7%), 8 liver
(88,8%), 4 gizzard (44,4%) and 3 drumette (33,3%) fresh samples, corresponding to
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61,1% of total samples. After freezing storage, in only 3 samples (two liver and one
heart) C. jejuni was isolated (8,3%). The data obtained allowed us to conclude that C.
jejuni is widely spread in poultry farms os Rio Grande do Sul state, so, improve the
control procedures for Compylobacter species on the poultry fars is needed. The
chicken cuts obtained from supermarkets in Santa Maria city are also higly contaminated
by C. jejuni, however, freezing storage for seven days can drastically reduce the
contamination levels of chicken cuts, improoving food safety, althoght, this procedure do
not eliminate completely C. jejuni from de cuts analized, and the correct manipullation is

needed to eliminate the risk of infeccion from poultry meat sources .

Key words : Campylobacter jejuni; chicken meat; food microbiology

INTRODUCAO

Somente a partir da década de 70, época em que foram desenvolvidas as
técnicas basicas que tornaram possiveis o isolamento rotineiro de Campylobacter spp.,
€ que a campilobacteriose passou a ser reconhecida como uma doenca humana de
importancia médica (BUTZLER, 2004; HUMPHREY et al., 2007). Atualmente, a
campilobacteriose € considerada uma das causas mais frequentes de infec¢cdo de
origem alimentar, e estima-se que ocorram cerca de 2,5 milhdes de casos anuais nos
Estados Unidos (FOODNET, 2008).

De acordo com Shane & Harrington (1998), projecbes indicam que a
campilobacteriose, nos EUA, é responsavel por custos anuais oriundos de
hospitalizacbes e despesas médicas, 6bitos, reducdo na produtividade e despesas

secundarias relacionadas a infeccéo capazes de atingir 1 bilhdo de dolares.
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Campilobacteres sdo bastonentes curvos, em forma de espiral, “s” ou asa de
gaivota. Existem 16 espécies e 6 subespécies descritas no género Campylobacter, das
guais, as mais freqientemente relatadas nos casos humanos séao C. jejuni e C. coli. As
espécies C. lari e C. upsaliensis também s&o reconhecidas como patdégenos primarios,
porém sao relatadas com uma freqiéncia bem menor nos casos de doenca humana.
(WHO, 2000).

A infeccdo pode ser adquirida através do consumo de leite ndo pasteurizado,
agua néo tratada contaminada, ingestao de carnes cruas ou mal cozidas, e contato com
animais portadores (MOORE et al., 2005). De acordo com Shane e Stern (2003), 50-
70% dos casos de campilobacteriose humana tém origem alimentar e estdo
relacionados com o consumo ou manipulagdo de carne de frango crua contaminada.

Ao contrario de outras bactérias, Campylobacter spp. é aparentemente incapaz
de se multiplicar fora de seus hospedeiros Os principais desafios que o0s
campilobacteres encontram se localizam no ambiente, entre seu hospedeiro animal e
humano. A exposicdo ao oxigénio, as oscilacbes de temperatura, a dessecacgdo e
outros fatores sdo extremamente deletérios ao desenvolvimento e sobrevivéncia do
organismo (MURPHY et al., 2006)

As aves sdo consideradas o reservatorio natural de C. jejuni e infectam-se
horizontalmente através da rota fecal-oral, pela ingesta de agua e alimentos
contaminados ou de matéria fecal de outras aves colonizadas, sendo que, normalmente
a doenca se dissemina pelo lote a partir de 15-20 dias de idade, podendo, em poucos
dias, afetar 100% das aves alojadas (SHANE & HARIINGTON, 1998).

O objetivo deste trabalho é avaliar a ocorréncia de C. jejuni em frangos de corte,

bem como coletar dados epidemioldgicos capazes de auxiliar na tomada de decisdes.
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Ainda, objetivou detectar a ocorréncia do agente em carne e miudos frescos
comercializados na cidade de Santa Maria, e o efeito do congelamento por um periodo

de 7 dias (-18°C) na viabilidade do agente.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi composto por dois experimentos. No primeiro, foi
realizado um levantamento da ocorréncia de Campylobacter jejuni em frangos de corte
pertencentes a cadeia avicola industrial do estado do Rio Grande do Sul, bem como
avaliou-se a ocorréncia da infeccdo de acordo com aspectos epidemiologicos (idade,
sexo, numero de aves alojadas). No segundo experimento, foram adquiridas, em
supermercados de Santa Maria, amostras de miudos e carne de frango, as quais foram
processadas e avaliadas quanto a contaminacdo por C. jejuni, sendo posteriormente
submetidas a congelamento por 7 dias a -18°C para avaliar seu efeito nas taxas de
contaminagéo.

No primeiro experimento, foram coletadas 280 amostras de swabs cloacais
provenientes de quatro propriedades avicolas localizadas nos municipios de Garibaldi,
Itaara, Encantado e Farroupilha, no estado do Rio Grande do Sul. No momento da
coleta, foi realizado um questionario com o responsavel pela granja, a fim de coletar os
dados epidemiologicos avaliados.

Ao coletar as amostras, as aves foram contidas em circulos de protecéo a fim de
facilitar a apanha das mesmas. Utilizou-se swabs estéreis para a coleta das amostras,

os quais foram inseridos na cloaca das aves e em seguida dispostos em tubos de vidro
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com tampa de rosca contendo meio de transporte Cary-Blair. As amostras foram
mantidas em caixas de isopor com gelo reciclavel no seu interior sendo, em seguida,
transportadas ao laboratério para serem processadas 0 mais brevemente possivel.

As amostras foram processadas no Laboratorio Central de Diagndstico de
Patologias Aviarias (LCDPA) da UFSM preferencialmente no dia da coleta. Quando néo
foi possivel o processamento no mesmo dia da realizacédo da coleta, as amostras foram
armazenadas em geladeira para assegurar a preservacdo do material, porém, o tempo
decorrido entre a coleta do material e o processamento ndo excedeu 48h.

No laboratério, o diagrama de isolamento de Campylobacter jejuni (Apédice 1)
teve inicio com a semeadura dos swabs nas placas de Petry contendo meio de cultura
seletivo para Campylobacter (FILGUEIRAS & HOFER, 1989) (Anexo 1) composto por
base para agar Columbia enriguecido com carvéao ativado (0,49%), suplemento seletivo
para Campylobacter spp. e suplemento FBP (GEORGE et al., 1978).

Apoés a semeadura, as placas foram dispostas em jarra de microaerofilia com
capacidade de 10L. A atmosfera necesséria para o adequado desenvolvimento foi
obtida através da modificacdo da técnica da passivacdo do cobre, descrita por
Filgueiras e Hofer (1989). Foram utilizadas, para uma jarra de 10L, 3 pastilhas de
carbonato de célcio (Sonrisal®) trituradas, dispostas em um recipiente plastico, sobre a
gual é disposto 30g de esponja de aco (Bombril®) embebida em solu¢do acidulada de
sulfato de cobre. A mistura foi inserida na jarra imediatamente, e esta vedada para que
0S niveis gasosos atinjam as proporcdes desejaveis no seu interior.

O conjunto foi incubado por um periodo de 48-72h a uma temperatura de 42°C.
Apbs este periodo, a morfologia das colbnias foi avaliada. As coldnias suspeitas foram

avaliadas quanto a motilidade e quanto a morfologia. Para a anélise da motilidade, uma
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amostra de crescimento bacteriano suspeito foi coletada com alga de platina, sendo
apos, disposta sobre uma laminula. Sobre a colbnia foram instiladas 2-3 gotas de
solucédo salina e este conjunto disposto em uma lamina escavada para microscopia. Em
seguida, foi realizada a avaliacdo microscopica em 1000x a fim de avaliar a motilidade
tipica em espiral ou em forma de saca-rolhas.

Para a avaliacdo da morfologia, procedeu-se a técnica da coloracdo de Gram
modificada (FILGUEIRAS & HOFER, 1989), utilizando-se como coloracdo de contraste
a fucsina basica ao invés da safranina, devido a uma incapacidade das bactérias
pertencentes ao género Campylobacter em corar-se por este dltimo. As laminas
coradas foram observadas em microscopio 6ptico (1000x) a fim de se observar a
presenca de ceélulas com morfologia tipica de Campylobacter. A presenca de bacilos
curvos, em forma de S ou asa de gaivota é compativel com a presenca de
Campylobacter spp na amostra.

A fim de realizar a confirmacdo bioquimica, as amostras morfologicamente
positivas foram submetidas aos teste de catalase, oxidase e hidrolise do hipurato de
sodio.

No segundo experimento, foram adquiridas trés amostras, de aproximadamente
200g cada, de figado, moela, coracdo e drumete (coxinha da asa) frescos, em trés
supermercados da cidade de Santa Maria, totalizando 36 amostras. As amostras foram
transportadas na embalagem original até o laboratério a fim de serem processadas.

Foram pesadas 25g de cada amostra, e colocadas em 100mL de meio de
enriguecimento seletivo para Campylobacter (TECRA®), sendo em seguida incubadas
a 42°C por 18-24h. O material restante de cada amostra foi congelado (-18°C) por um

periodo de 7 dias. ApGs este periodo, as amostras foram descongeladas a temperatura
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ambiente sendo retirado um fragmento de 25g de cada uma, a qual foi submetida a
enriquecimento conforme descrito anteriormente.

Para a avaliagcdo das amostras de carne e miudos, faz-se necessario realizar um
pré-enriguecimento da amostra em meio apropriado, que visa elevar a deteccdo do
agente em amostras com numero pequeno de células viaveis. Consiste em incubar as
amostras por um periodo de 24h antes de se proceder ao plagueamento. Foram
pesadas 25g de cada amostra, sendo entdo acrescidos 100ml de meio de
enriquecimento (MALBRAN, 2001).

Foi realizada a incubacdo das amostras, a 42°C por 24h, sendo realizado o
plagueamento no meio descrito anteriormente. As técnicas de isolamento e
identificacdo aplicadas a partir do plagueamento sé@o idénticas aquelas utilizadas no

primeiro experimento

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os lotes monitorados foram positivos para C. jejuni. Do total de 280
amostras analisadas, C. jejuni foi observado em 147 amostras (52,5%), sendo que
ainda foram isolados de outras 31 aves Campylobacter spp. Assim, pode-se estimar
uma contaminacdo por Campylobacter spp (C. jejuni + Campylobacter spp.) de 63,5%
das amostras avaliadas. A taxa de contaminagéo por C. jejuni entre os lotes avaliados
variou de 41,6% - 66%, sendo que para Campylobacter spp., esta variou entre 46 e

70% das amostras positivas. Os dados obtidos encontram-se apresentados na tabela 1.



30

Kuana (2008), ao monitorar 22 lotes de frango, observou presenca de
contaminacdo em 81,8% das descargas cecais analisadas, com Campylobacter jejuni
subsp. jejuni representando 68,8% das espécies identificadas, estando a contaminacéao
presente em 81,8% dos lotes monitorados. Gomes et al. (2006), analisando aves
domeésticas no municipio de Pelotas-RS, observou indices de contaminacdo bem
menores ao analisar 404 amostras de swabs cloacais, obtendo apenas 5,2% de
amostras positivas distribuidas em sete propriedades positivas (26,9%).

No Brasil, Aquino et al. (2002) isolaram C. jejuni e C. coli de 60% das amostras
de carcaca de frango analisadas, indice de contaminacdo menor do que o obtido por
Kuana et al. (2008), ao observar em 99% das carcacas analisadas presenca de
contaminacdo por Campylobacter spp.. Franchi et al. (2007) ao analisar 335 amostras
de carcacas, agua e equipamentos coletados em diferentes pontos dentro da linha de
abate nos frigorificos, observou positividade para campilobacteres termofilicos em
71,3% das amostras.

A analise estatistica revelou existir influéncia da idade do lote sobre a
contaminacdo (p<0,05). Mead (2002) observou que os indices de contaminacdo se
elevam a medida em que a idade do lote evolui. Quanto ao sexo, a contaminacao
observada foi maior em lotes de fémeas do que em lotes de machos (p=0,03),
contrariando Shane e Stern (2003), que atribuem ao fato de haver diferenca entre o pH
intestinal de machos e fémeas. Ainda, o tamanho do lote também mostrou exercer
influéncia sobre a contaminacdo, possivelmente devido a maior descarga fecal
observada por unidade de area no aviario, especialmente nagueles em que se trabalha

com densidade animal elevada.
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No segundo experimento, de um total de 36 amostras analisadas frescas, 22
(61,1%) apresentaram contaminacao, sendo que a contamina¢do no figado (88,8%) e
no coracao (77,7%) revelaram diferenca estatistica em relagdo a contaminacdo na
moela (44,4%) e drumetes (33,3%) analisados ainda frescos (tabela 2).

Apoés o congelamento, por sete dias, a uma temperatura de -18°C, o isolamento
de C. jejuni nas amostras reduziu significativamente, sendo isolado em apenas 3 de 36
amostras analisadas, sendo duas amostras de figado e uma amostra de coracdo, o0 que
nos revela que o congelamento é capaz de servir como uma complementacdo nos
esforcos para controlar as infecgdes por Campylobacter spp. Entretanto, conforme
salientado por Dimitraki e Velonakis (2007), o congelamento inibe o crescimento dos
organismos, reduz seus numeros, mas ndo os elimina completamente das carnes
congeladas, podendo a bactéria assumir a forma de vidvel mas ndo cultivavel em
situacdes de condi¢des adversas (HUMPHREY et al., 2007)

Sampers et al (2009) observou em estudo sobre infecgcbes humanas, um menor
risco de contaminacéo por C. jejuni em alimentos e subprodutos de frango processados
guando estes utilizaram carne de frango congelada em suas preparacfes, tendo
observado também um aumento no risco de contaminagéo quando da utilizacdo de pele
de frango nas receitas. Porém, Hanel e Atanassova (2007), conseguiram obter
isolamento de C. jejuni em 68% das amostras inoculadas com o agente apés 2
semanas e em 24% das amostras apds 4 semanas de congelamento a -20°C.

Georgsson et al (2006), avaliando o efeito do congelamento sobre a populacéo
de C. jejuni em carcacas de frango observou uma reducédo de 2,37 logs na contagem do
agente apdés 31 dias de congelamento, e de aproximadamente 1llog logo apds o

congelamento das carcacas. Wieland et al. (2006), ao analisar gendtipos de C. jejuni
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provenientes de amostras frescas e congeladas, ndo observou diferencas genotipicas
entre as amostras, concluindo que a resisténcia ao congelamento das cepas independe

do genaotipo.

CONCLUSOES

Os dados obtidos nos permitem concluir que Campylobacter jejuni encontra-se
presente na avicultura industrial no Rio Grande do Sul.

O tempo de alojamento, o nUmero de aves alojadas e o sexo do lote exerce
influéncia sobre os indices de contaminacgao por C. jejuni.

As carnes e miudos de frango frescos apresentam contaminagao por C. jejuni,
sendo observado contaminagdo significativamente maior no figado e coragdo, quando
comparados a contaminacao observada na moela e drumete.

O congelamento por sete dias reduz significativamente a contaminagdo nos

cortes avaliados, aumentando, assim, a seguranca alimentar para o consumidor.
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Tabela 1: Ocorréncia de Campylobacter jejuni e Campylobacter spp em amostras de
swabs cloacais provenientes de quatro propriedades do Rio Grande do Sul e aspectos
epidemioldgicos destas propriedades

Local anl:lgs(:;aas Cﬁjg’j/::)ni Campylrc]) lz;)c;ter PP Sexo I(g?;si alg\j\;%ZS
1 100 56 (56,0) 12 (12,0) Fémea 52 17 mil
2 70 33(47,1) 14 (20,0) Fémea 27 28 mil
3 60 25 (41,6) 3 (5,0) Macho 42 3 mil
4 50 33 (70,0) 2 (4,0 Misto 40 5 mil

Total 280 147 (52,5) 31 (11,1) = eeeeem mmemeee eemeeee
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Tabela 2: Contaminac&o por Campylobacter jejuni em carne e miados de frango frescos
e congelados a -18°C por 7 dias

N° de Fresco Congelado
Amostra amostras C. jejuni % C. jejuni %
Figado 9 ga 88,82 2 22,2
Coracéao 9 78 77,72 1 11,1
Moela 9 4° 44,4° 0 0,0
Drumete 9 3P 33,3° 0 0,0
Total 36 22 61,1 3 8,3

Dados seguidos de letras diferentes diferem estatisticamente entre si ao nivel de 0,05
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4 CONCLUSAO

A realizacdo deste trabalho nos permitiu concluir que a contaminagdo por C.
jejuni afeta grande parte dos aviarios localizados no estado do Rio Grande do Sul, e
estes apresentam indices elevados de contaminagéo entre as aves alojadas.

Em relacdo aos aspectos epidemioldgicos avaliados, de acordo com os dados
obtidos, existe influéncia do tempo de alojamento das aves sobre o indice de
contaminagéo.

Também o sexo das aves, e 0 numero de aves alojadas, de acordo com 0s
dados coletados exercem influéncia sobre os indices de contaminacéo.

Observou-se ainda elevada contaminacdo nos cortes de frango frescos
adquiridos em supermercados de Santa Maria, sendo figado e coracdo as amostras
com maior contaminacgao.

O congelamento destes alimentos durante 7 dias a -18°C foi capaz de reduzir
significativamente a contaminagdo nos cortes, contudo ressalta-se que este
procedimento ndo elimina completamente C. jejuni do alimento, sendo necessario
manter os cuidados de higiene e processamento para assegurar a saude do

manipulador e consumidor final.
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ANEXO 1 — Meio de cultura utilizado para o isolamento de C. jejuni

Meio seletivo (modificado de Filgueiras e Hofer, 1989)

a) Base:
Base para agar Columbia (HiMedia)...........ccccccevvvviviivinnnnnnn. 4,4qg
Carvao ativo (SYNth).......coocoiiiiiiiii e, 0,49
Agua destiladan............ccovieeeiieiie e 100mL

Ajustar o pH em 7,4-7,6. Esterilizar em autclave a 121°C/15min.

b) Suplemento FBP : (Georgson et al., 1978)

Sulfato Ferroso, P.A. (VEteC)........coovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieeeee 0,59
Bissulfito de SOdio, P.A. (VeteC)......cccuuuveieieieiiiiiiiiiieiiieeeee 0,59
Piruvato de s6dio, P.A. (VELEC).....cuvvvvieeiiiiiiieieieieee e 0,59
Agua destilada €Steril............c.ccoovveeiiieeeeeceeeeee e, 100mL

Esterilizacdo por filtracdo em filtro Seitz ou Milipore. Manutencdo em frasco
ambar, por 30 dias em geladeira. Adicinar 5mL/100mL de meio autoclavado

resfriado a 50°C

c) Mistura de Antibidticos (FDO77 HiMedia®)

RIFAMPICING. .....coiiiiiiiii e 25mg
Cefsoludinag.........ooooiiiiiiiii e 6,25mg
Sulfato de Polimixina B...........c.oovviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeiieieieeieeeeeee 20.000 UL.I.

Rehidratar com 10 mL de etanol 50%. Adicionar assepticamente a 1L de meio

previamente autoclavado resfriado a 50°C
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APENDICE 1 — Diagrama do fluxo de procedimentos para isolamento e identificacdo de

Campylobacter jejuni de amostras de swabs cloacais

Coleta das amostras

Semeadura em meio seletivo

Incubagio em microaerofilia
(42°C por 48-72h)

Selecdo de colonias morfologicamente
compativeis

Coloracdo de Gram

Motilidade

Positivo

| Catalase/oxidase |

Hidrolise do hipurato

Positivo

|I\_E gativo |

Campylobacter jejuni

Campvlobacter spp
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