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RESUMO

O Brasil € reconhecido internacionalmente por sua producdo e atuacdo no mercado
internacional de carne de frango. A demanda por esse produto vem crescendo em diversos
paises, assim como as exigéncias com relacdo a qualidade microbiologica do produto final.
Medidas de controle sanitario devem ser realizadas na industria para prevenir surtos de
doencas transmitidas por alimentos (DTAs). Associa-se a frequéncia de Campylobacter em
aves as enterites em humanos. O principal reservatorio de Campylobacter spp. é o trato
digestivo de animais de diversas espécies, inclusive aves de corte. Embora boas praticas de
higiene e biosseguranca nas granjas auxiliem na reducdo da contaminacdo das carcacas no
abatedouro frigorifico, esses procedimentos ndo eliminam a Campylobacter completamente
da linha de producdo, nem evitam a contaminacdo cruzada entre carcagas e entre lotes de
frangos. O material fecal das aves é apontado como principal disseminador desse
microrganismo e pode ser o responsavel pela contaminacéo das carcacas no abatedouro. Este
trabalho teve como objetivo verificar a ocorréncia e contaminacgdo cruzada de Campylobacter
jejuni e Campylobacter coli em lotes de frangos de corte em abatedouros com Inspegéo
Federal no Estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Para a realizacdo deste estudo foram
avaliados 6 lotes de frangos de corte. Em cada lote de aves foram realizados 3 pools de 50
swabs (um swab para cada duas aves), totalizando 1800 frangos e 18 carcacas apds a saida do
resfriamento por imers&o (chiller). Dos lotes analisados 67% foram positivos para C. jejuni no
swab de cloaca e apds o resfriamento por imersdo; 16% dos lotes apresentaram auséncia de
Campylobacter spp., através do swab de cloaca, entretanto as carcacas apos o chiller foram
positivas para C. jejuni. Apenas um lote negativou no swab de cloaca e ap6s o chiller. Ndo
foi identificado C. coli nos lotes analisados.

Palavras-chaves: Abatedouros, aves, doengas transmitidas por alimentos, saude publica.



ABSTRACT

Brazil is internationally recognized for its production and performance in the
international market of poultry meat. The demand for this product is increasing in many
countries as the requirements regarding microbiological quality of the final product. Sanitary
control measures should be taken in the industry to prevent outbreaks of foodborne diseases
(foodborne). The frequency of Campylobacter in chickens is associated with enteritis in
humans. The main reservoir of Campylobacter spp. is the digestive tract of animals of various
species, including broilers. Although good hygiene and biosecurity on farms assist in
reducing contamination of carcasses at the slaughterhouse, these procedures do not
completely eliminate Campylobacter from the production line or avoid cross-contamination
between carcasses and between batches of chickens. The fecal matter of broiler is indicated
as the main disseminator of this microorganism among poultries and can be responsible for
slaughterhouses contamination. Given the growing importance of this microorganism in
public health, this study aims to determine the occurrence and cross-contamination of
Campylobacter jejuni and Campylobacter coli in batches of broilers at slaughterhouses with
Federal Inspection in the State of Rio Grande do Sul, Brazil. In each batch of poultries were
performed 3 pools of 50 swabs (one swab for every two broilers), totaling 1800 chickens and
18 carcasses after cooling by immersion (chiller). 67% of the lots analyzed were positive for
C. jejuni in cloacal swab and after cooling by immersion, 16% of the lots showed an absence
of Campylobacter spp., through the cloacal swab, however after the chiller carcasses were
positive for C. jejuni. Just one lot was negative in the cloacal swab and after the chiller. C.
coli was not identified in the lots analyzed.

Keywords: Foodborne diseases, poultry, public health, slaughterhouse.



1 INTRODUCAO

O Brasil € reconhecido internacionalmente por sua producdo e atuacdo no mercado
internacional de carne de frango como um setor competitivo e com grande potencial de
expansdo. Segundo dados da Unido Brasileira de Avicultura - Ubabef, em 2011 a producéo de
carne de frango chegou a 13,058 milhdes de toneladas e o consumo per capita foi de 47,4 kg,
alta de 6,8% e 7,5% respectivamente em relacdo a 2010. A producdo avicola foi o setor de
carnes mais dindmico durante a Ultima década, demonstrando o0 maior crescimento entre todos
os setores, refletido no consumo mundial (FAO, 2010). A producao brasileira em 2011 foi de
3.943 mil toneladas, sendo destinadas 69,8% para 0 mercado interno e 30,2% para 0 mercado
externo. Além disso, no Brasil, a avicultura emprega mais de 4,5 milhdes de pessoas, direta e
indiretamente, e responde por quase 1,5% do Produto Interno Bruto (PIB) nacional (UBABEF
2012).

Considerando o rapido crescimento do setor e a necessidade de produzir alimentos
seguros, a ado¢cdo de medidas para o controle sanitario das granjas e das inddstrias €
fundamental para evitar surtos de doencas de origem alimentar por produtos avicolas. O foco
da seguranca alimentar tem mudado nos Gltimos tempos, ndo somente preocupando-se com
residuos quimicos que possam existir em produtos de origem animal, mas também com a
descoberta de novos agentes microbianos que sdo in6cuos, na maioria das vezes, as aves,
porém patogénicos para 0 homem (OLIVEIRA et al., 2008).

Atualmente, bactérias do género Campylobacter sdo relatadas como responsaveis por
doencas em humanos, como por exemplo, disturbios gastrointestinais e Sindrome de Guillain-
Barré. A campilobacteriose, doenca em humanos ocasionada por Campylobacter spp. esta
entre as doencas de origem alimentar mais frequentes no mundo e, embora existam varios
veiculos de contaminacdo, a carne de frango € considerada o principal veiculo alimentar para
esta infeccdo (FAO, 2009). O Campylobacter spp. esta distribuido mundialmente e as aves
séo o principal reservatorio.

Sao muitos os fatores que contribuem para a contaminacgéo da carne de frango, mas o
problema é exacerbado pelas condigdes de criagdo intensiva, alta densidade dentro dos
galpdes e alta taxa de processamento onde as carcagas permanecem muito proximas durante a
operacdo (MEAD, 2004). A carga microbiana das carcacas de frango e seus derivados sao
representados por uma microbiota oriunda, principalmente, das aves vivas e, outra parte,
incorporada em qualquer uma das etapas do abate ou do processamento. A microbiota das

aves vivas se encontra essencialmente na superficie externa, espago interdigital e tegumentos



cutaneos, no trato digestivo e, em menor grau, no aparelho respiratorio (OLIVEIRA et al.,
2011). O material fecal das aves € indicado como importante disseminador da doenca entre as
aves e também pode ser o responsavel pela contaminacdo da carne de frango durante o abate
(CHAVES, 2007). A transmissdo ocorre por via fecal-oral por meio de agua e alimentos
contaminados ou por contato direto com fezes de aves doentes, sendo que trabalhadores da
granja, animais domesticos, roedores e pombas também podem ser fatores de transmisséo
(CARVALHO, 2007).

A contaminacdo das penas e pele durante o transporte das aves da granja para o
abatedouro é inevitavel, bem como durante 0 manuseio e a evisceracdo (HALD et al., 2000).
A falta de padrdes higiénicos adequados nas granjas pode permitir a disseminacdo e
introdugdo em lotes persistindo por varios ciclos de producéo sucessivos (EVANS; SAYERS,
2000).

A frequéncia e os niveis de contaminacdo resultam na alta correlacdo existente entre
Campilobacter em aves e enterites no homem (MEAD, 2002). Campylobacter spp. é
reconhecido como um dos principais agentes etiologicos de gastroenterite bacteriana em
humanos a nivel mundial, porém seu mecanismo patogénico nao foi totalmente esclarecido,
carecendo de maiores estudos para melhor conhecimento desta bactéria.

A préxima secdo deste trabalho serd apresentada na forma de artigo cientifico
intitulado: “Isolamento de Campylobacter jejuni e Campylobacter coli em lotes de frango
de corte no Estado do Rio Grande do Sul, Brasil”, onde sera mostrado estudo sobre a
ocorréncia e contaminacao cruzada de Campylobacter spp em frigorificos no Estado do Rio
Grande do Sul.
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ABSTRACT

Currently, the Campylobacter genus, belonging to the natural microflora of various
animal species, including broilers, is related in cases of diseases in humans, especially in
instances of gastroenteritis. Are Gram negative bacteria with characteristic morphology,
curved or spiral, is oxidase-positive, non-sporulating, with a size of 0.2 um to 0.9 um in width
and 0.2 um to 0.5 um in length. Grow best at a temperature of 41.5 °C and microaerophilic
atmosphere (5-7% 02, 10% CO2 and 85% N2). This study aimed to determine the occurrence
and cross-contamination of Campylobacter jejuni and Campylobacter coli in broiler batches
with Federal Inspection in the State of Rio Grande do Sul, Brazil. The study analyzed 1800
broilers in cloacal swabs divided into 6 lots totaling 900 swabs (150 per lot). From each batch,
three carcasses were available for analysis. The samples were processed in the Laboratory of
Bacteriology - LABACVET / UFRGS. Samples were identified from the use of a multiplex PCR
assay. Of the samples, 4 lots were positive for Campylobacter jejuni in cloacal swab and after
cooling by immersion (chiller). A batch entered the premises without the presence of the agent
researched, but the product contained C. jejuni after the chiller. Only one batch remained
negative for Campylobacter jejuni and Campylobacter coli in both analyzes. There weren'’t

identified C. coli in lots surveyed.

Keywords: Bacterial colonization, Poultry, slaughterhouse, Public Health.



INTRODUCAO

O Brasil tem ganhado destaque no cenario mundial por sua produgdo e atuacdo no
mercado internacional de carne de frango. Segundo dados da Unido Brasileira de Avicultura -
UBABEF, em 2011 a producédo brasileira de carne de frango chegou a 13,058 milhdes de
toneladas, ficando em terceiro lugar, atras apenas dos Estados Unidos e China, entre os paises
produtores, e lider em exportacdo embarcando 3.943 mil toneladas do produto.

Com o crescimento acelerado do setor avicola e a preocupacao em produzir alimentos
inbcuos aos consumidores é necessario constante aprimoramento das medidas de controle
sanitario das granjas e das industrias para evitar surtos de doencas de origem alimentar por
estes produtos. Atualmente, bactérias do género Campylobacter - responsaveis pela
campylobacteriose - sdo as mais notificadas em relatos de gastroenterite na Unido Europeia
[1] e o segundo agente mais isolado em doengas de origem alimentar nos Estados Unidos [2],
0 que torna necessario o conhecimento mais aprofundado sobre esse microrganismo.

O conhecimento da situacdo desse agente em carcacas de frangos constitui-se num
parametro importante para a determinacdo da qualidade microbiol6gica e da inocuidade dos
alimentos [3]. Embora boas praticas de higiene e biosseguranca nas granjas auxiliem na
reducdo da contaminacdo das carcagas no abatedouro frigorifico, medidas durante o abate
devem ser também efetuadas para reduzir a contaminagdo cruzada entre as carcacas [4]. As
avaliacdes de risco sugerem que a reducdo da concentracdo de Campylobacter spp. em granjas
impactam diretamente no numero de casos humanos com campylobacteriose [5].

Esses patogenos entéricos apresentam-se na forma de pequenos bastonetes moveis,
Gram negativos, curvos ou espiralados (também conhecido como asa de gaivota), oxidase
positiva, ndo esporulados, com tamanho de 0,2um a 0,9 um de largura e 0,2um a 0,5um de
comprimento [6] [7] [8]. Crescem melhor num ambiente de microaerofilia, com atmosfera de
5a 7% de Oy, 10% de CO, e 85% de N, a uma temperatura de 41,5°C.

Devido a crescente importancia deste microrganismo, este trabalho teve como objetivo
verificar a ocorréncia e contaminacao cruzada de Campylobacter jejuni e Campylobacter coli

em lotes de frangos de corte com Inspecdo Federal no Estado do Rio Grande do Sul, Brasil.

MATERIAIS E METODOS

Coletas das amostras
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Para a realizacdo deste estudo foram coletados swabs de cloaca no momento da
chegada das aves no abatedouro-frigorifico e coletadas carcacas de frango apds resfriamento
por imers&o (chiller) em seis lotes de frango de corte.

ApoGs o ingresso das aves no abatedouro-frigorifico, foram realizados 3 pools de 50
swabs (um swab para cada duas aves), totalizando 300 frangos por lote. Apos a coleta, 0s
swabs foram imersos em 50 mL de Caldo Brucela para serem encaminhados ao laboratério.

Foram coletadas trés carcacas por lote ap6s o chiller, as quais foram colocadas em
sacos estéreis individuais, lacradas, identificadas e acondicionadas em caixas isotérmicas com
gelo. As amostras coletadas foram transportadas para processamento bacteriol6gico no
Laboratorio de Bacteriologia - LABACVET - da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS.

Isolamento Bacteriano

As carcagas resfriadas foram rinsadas com 400mL de Agua Peptonada Tamponada —
APT 1%(Ox0id®). A partir do liquido da rinsagem, uma aliquota de 1mL de cada amostra foi
retirada e homogeneizada em 9mL de caldo Bolton (1:9), suplementado com antimicrobianos
e incubado em microaerofilia (5% O,, 10% CO, e 85% N;) por 48h a uma temperatura de
41,5°C. lgualmente, este procedimento foi realizado com as amostras de swab de cloaca, onde
ImL de cada pool de caldo Brucela contendo swabs coletados, foram individualmente
homogeneizados em 9mL de caldo Bolton, suplementado com antimicrobianos e incubado
sob as mesmas condicdes.

Ap0s a incubacdo, 100uL das amostras incubadas no Caldo Bolton foram filtradas em
membrana de acetato com poro de 0,65um [9] [10] e acrescentadas sobre agar mCCDA
modificado (CM739, Oxoid®) por 30 minutos e incubado em microaerofilia (5% O,, 10%
CO; e 85% N) por 48h a temperatura de 41,5°C. Coldnias bacterianas suspeitas foram
replicadas em agar sangue de ovino a 7% e avaliadas em microscopia em contraste de fase,

seguidas da coloracdo de Gram, testes de oxidase e catalase e motilidade.

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a identificag&o final das col6nias, estas foram coletadas e suspendidas em 1mL de

agua ultra pura, transferidas para microtubos e congeladas a uma temperatura de -20°C até o
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momento da extracdo do DNA. Estas amostras foram identificadas a partir da utilizacdo de um
ensaio multiplex-PCR (m-PCR).

O protocolo utilizado visou identificar e diferenciar as espécies de Campylobacter sp
(C. jejuni ou C. coli), bem como identificar uma regido em comum de DNA entre as duas
espéecies. Os DNAs avaliados foram extraidos através de protocolo descrito por [11], e 0
ensaio de multiplex utilizado foi adaptado a partir do trabalho publicado por [12]. Para 0 m-
PCR foram utilizados trés pares de primers distintos em cada reacdo, sendo um especifico
para amplificacdo de um fragmento genémico de C. coli (462 pb), outro para C. jejuni (589

pb) e o outro para amplificar o género Campylobacter, conforme descrito na Tabela 01.

Tabela 01 - Sequéncia dos primers e comprimento dos fragmentos amplificados

Gene Sequéncia Amplificacéo
de primer
16S 16S1 5" ATCTAATGGCTTAACCATTAAAC 3’ 857 pb para género
rRNA Campylobacter
1652 5> GGACGGTAACTAGTTTAGTATT 3’
mapA MAPA1 S’CTATTTTATTTTTGAGTGCTTGTG 3’ 589 pb para a

espécie C. jejuni
MAPA2 5’GCTTTATTTGCCATTTGTTTTATTA 3°

ceuE col3 5 AATTGAAAATTGCTCCAACTATG 3’ 462 pb para espécie
C. coli

col2 5> GATTTTATTATTTGTAGCAGCG 3’

[12]

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos a realizagdo das coletas em abatedouros-frigorificos e analisadas as amostras, foi
possivel constatar que 4 lotes foram positivos para Campylobacter jejuni no swab de cloaca e
apos o resfriamento por imersdo. Observou-se que um lote ingressou no estabelecimento sem
a presenca do agente pesquisado, porém o produto foi positivo para C. jejuni apos o chiller.
Apenas um lote permaneceu negativo para Campylobacter jejuni e Campylobacter coli em
ambas as analise e ndo foi identificado C. coli nos lotes pesquisados, como pode ser

observado na Tabela 2.

Tabela 02 — Resultados dos lotes pesquisados
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Coleta

Resultado (swab de cloaca)

Resultado (carcacas)

1

Campylobacter jejuni

Campylobacter jejuni

Campylobacter jejuni

Campylobacter jejuni

Negativo

Negativo

Negativo
Negativo
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Negativo
Negativo
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Campylobacter jejuni
Negativo
Negativo

Negativo

Os resultados do estudo demonstram que (67%) dos lotes ingressaram no abatedouro

com a presenca da C. jejuni e apresentaram o agente pesquisado no produto final apos o

chiller. Esses dados implicam possiveis prejuizos a saude dos consumidores caso as carcagas

de frangos sejam manipuladas e preparadas de maneira incorreta, tendo em vista o potencial

zoonotico deste microrganismo.

Dos lotes analisados, um (16%) ingressou na industria sem a presenca do agente

pesquisado, porém apresentou C. jejuni apos o chiller, sugerindo ocorréncia de contaminagédo

cruzada na linha de abate. Alguns pontos ao longo da linha de abate como, por exemplo, a

depenadeira, a evisceracgdo e o tanque de resfriamento, podem atuar como importante local de
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contaminacdo de lotes previamente negativos para este agente. Apenas um lote (16%) nao
apresentou 0s agentes pesquisados e todas as amostras do estudo foram negativas para C. coli
demonstrando a variabilidade de ocorréncia de Campylobacter spp. em lotes de frangos,
apresentando taxas de positividade variadas entre lotes abatidos [14].

Em trabalho ja publicado [15] verifica-se a importancia de medidas de controle dentro
da industria para a reducéo ou eliminacdo de Campylobacter spp., e a necessidade de medidas
especificas de controle, tanto na granja como na inddstria, para se obter uma maior redu¢do da

contaminacg&o nas carcacas por este agente [16].

CONCLUSAO

Mesmo com medidas higiénicas empregadas na indastria foi possivel identificar a
presenca do agente pesquisado nas carcacas de frangos apos o chiller, bem como, encontrar
contaminacgdo cruzada durante o processamento. A manipulacdo incorreta de produtos avicola
in natura pode representar risco a saude publica, sendo assim, é fundamental que esses
produtos sejam manipulados e preparados de forma correta para evitar casos de toxinfec¢édo de

origem alimentar.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho mostrou que pode ocorrer a presenca de Campylobacter spp. em
produtos apds processamento na industria avicola, mesmo com as atuais medidas de controle
e higiene. Destaca-se a presenca do agente pesquisado em carcagas de frango ap6s o chiller,
demonstrando um potencial risco a saude dos consumidores. Além disso, a ocorréncia de
contaminacdo cruzada de lotes de frangos dentro da industria foi percebida, indicando que os
métodos utilizados no abate ndo evitam a contaminagdo das carcacas e consequentemente a
presenca do agente pesquisado no produto final. Ainda assim, a manipulagéo e o preparo de
produtos avicolas in natura produzidos nos dias de hoje, devem ser feitos corretamente para
evitar casos de toxinfeccdo alimentar. Com isso, além da importancia em saide publica, esse
trabalno é importante devido ao posicionamento do Brasil frente a producdo e
comercializacdo de carne de frango de corte. E fundamental que existam maiores estudos
sobre a situacdo desse microrganismo na cadeia produtiva brasileira, tendo em vista que a
presenca do agente pesquisado em carcacas de frango de corte podera influenciar na
comercializacdo de produtos - assunto que atualmente esta sendo discutido pela Organizacao
Mundial de Satde Animal (OIE) e pelo Codex Alimentarius.
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