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RESUMO: Alimentos de origem animal, especialmente frangos, representam um
fator fortemente ligado a epidemiologia de doengas transmitidas por alimentos.
As industrias avicolas implementam medidas de biosseguranga e controle para
a elimina¢ao de microorganismos, entretanto, apesar de uteis, sdo insuficientes
para eliminar todos os patégenos do produto final. O objetivo deste trabalho foi
verificar a qualidade microbiologica de cortes de frango destinados a exportacao,
por meio do estudo da prevaléncia de bactérias que atuam como agentes etiolo-
gicos de doencas transmitidas por produtos originados de frango. Microorganis-
mos de grande importancia, no que diz respeito a seguranca alimentar, devido a
sua alta prevaléncia e por atuarem como os maiores causadores de gastroenterites
em humanos, sio os Campylobacter termofilicos, que apresentaram-se com 6,5%
de positividade neste estudo. Outros microorganismos indicadores de qualidade
também demonstraram-se em desacordo com normas e regulamentos vigentes,
tais como: Salmonella sp. (2,2%), Listeria sp. (29,4%) e contagem de bactérias aero-
bias mesofilas (4,3%). Entretanto, as contagens de coliformes totais, coliformes
termotolerantes, Escherichia coli € Staphylococcus coagulase-positiva confirmaram-se
dentro dos limites padroes estabelecidos. Sendo assim, 16,4% das 61 amostras
pesquisadas estavam inaceitaveis ao consumo humano, valores estes, que, apesar
de baixos, evidenciam-se como potencial risco a saude da populagdo consumi-
dora.
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DETECTION OF THERMOPHILIC Campylobacter
AND OTHER QUALITY INDICATOR MICROORGA-
NISMS IN CHICKEN FOR EXPORT

SUMMARY: Food of animal origin, especially chicken, represents a factor
strongly connected to the epidemiology of foodborne diseases. The poultry in-
dustry implements biosecurity measures and control to eliminate microorganis-
ms. However, although useful, they are insufficient to eliminate all pathogens of
the final product. The aim of this study was to assess the microbiological quality
of portions of chicken for export through the study of the prevalence of bacte-
ria that act as etiological agents of diseases caused by products of chicken. The
thermophilic Campylobacter are microorganisms of great importance regarding
food security due to its high prevalence and action as the major cause of gastro-
enteritis in humans — their positivity rate in this study was 6.5%. Other quality in-
dicators microorganisms also showed at odds with existing rules and regulations,
such as: Salmonella sp. (2.2%), Listeria sp. (29.4%) and counting of mesophilic
aerobic bacteria (4.3%). However, the counts of total coliform, thermotolerant
coliform, Escherichia coli and coagulase-positive Staphylococens confirmed to be wi-
thin the limits established standards. Therefore, 16.4% from the 61 surveyed
samples were unacceptable for human consumption. These values, although low,
show themselves as a potential risk to the health of consumers.

KEYWORDS: Thermophilic Campylobacter; Chicken; Quality Indicators; Ex-
port.

INTRODUCAO

A cada ano, bactérias do género Campylobacter, especialmente as espécies tet-
mofilicas Campylobacter jejuni e C. coli, sio responsaveis por estimadamente 400
milhoes de casos de gastroenterite humana, tanto em paifses desenvolvidos quan-
to em pafses em desenvolvimento, o que as tornam o principal agente etiologi-
co da “diarreia dos viajantes” e a causa mais importante de doenca bacteriana
transmitida por alimentos, superando doengas entéricas causadas por Salmonella
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sp., Shigella sp. e Escherichia coli verotoxigénica, representando um dos mais impor-
tantes enteropatégenos para a saude publica (ZOETE ez al., 2007; MOORE ef
al., 2005).

Os primeiros relatos a respeito deste microorganismo foram realizados por
Theodor Escherich em 1886, em um artigo publicado a respeito de uma bactéria
patogénica espiralada, nao cultivavel, associada as enterites infantis (BUTZLER,
2004). Durante muitas décadas, Campylobacter era reconhecida apenas como uma
causa de doenga veterinaria, devido ao seu frequente isolamento em bovinos e
ovinos. Apenas anos mais tarde, com o aperfeicoamento de métodos de isola-
mento, foi possivel reconhecer o aumento significativo de casos de doenc¢a hu-
mana causadas por Campylobacter MOORE et al., 2005).

Campylobacter (Campylobacteriaceae) é constituido por dezoito espécies, seis
subespécies e duas biovars. Em relacdo ao grau de patogenicidade, os representan-
tes mais importantes do género sao as espécies termofilicas Campylobacter jejuni, C.
coli e C. lari, responsaveis por 99% das campylobacterioses (C. jeuni 90%). Estas
possuem uma varia¢ao de temperatura ideal para crescimento bastante limitada,
com temperatura maxima de aproximadamente 46°C e minima de 30°C (HUM-
PHREY e¢f al, 2007; NEWELL; FEARNLEY, 2003). Estas bactérias diferem
muito de outros patégenos associados com doengas transmitidas por alimentos,
pois sdo essencialmente microaerofilicas, crescendo melhor em uma atmosfera
contendo concentracdes reduzidas de oxigénio (aproximadamente 5%), elevadas
concentragoes de dioxido de carbono (5 a 10%) e ainda altas concentracoes de
nitrogenio (ideal 85%) (HUMPHREY ez al., 2007).

Campylobacteriose é uma zoonose causada por bactérias comensais do trato
gastrointestinal de uma grande variedade de animais selvagens e domésticos (bo-
vinos, suinos, ovinos, gatos, caes, roedores e principalmente aves) (HUMPHREY
et al., 2007). E um organismo capaz de sobreviver em uma grande quantidade
de ambientes (KEENER ef a/, 2004). A maior incidéncia de Campylobacter esta
ligada as aves, pelo fato de possuirem a temperatura intestinal muito proxima a
ideal para o crescimento da bactéria (42°C). Estas podem eliminar quantidades
supetiores a 10” bactérias por grama de fezes, sem mesmo apresentar sintomas
clinicos da doenca, revelando sua importancia na dissemina¢ao do organismo
no ambiente (SNELLING ez a/, 2005; CONLAN e al., 2007). Campylobacter é
altamente infectante em baixas doses, desencadeando doenca em humanos com
a ingestao inferior a 500 células (ACMSE, 2005). Desta forma, o principal fator
de risco é o consumo de carne de frango contaminada, sendo a ingestao da car-
ne de frango crua, mal cozida ou recontaminada apos o cozimento a forma de
transmissao mais comum para contrair a campylobacteriose em todo o mundo,

causando de 50 a 70% das infec¢oes esporadicas (KEENER ez a/., 2004; CON-
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LLAN et al., 2007).

O processo inflamatorio causado por Campylobacter gera uma sintomatologia
variada, que vai desde diarreia aquosa e moderada autolimitada até volumosa e
sanguinolenta, acompanhada de dor de cabeca, dor abdominal, febre, indisposi-
¢ao, nausea ¢ vomitos ocasionais (BUTZLER, 2004; SNELLING ez a/., 2005).

Campylobacter pode gerar algumas complicacdes e sequelas a longo prazo, que
compreendem problemas gastrointestinais (perfuracao do coélon, hepatite, pan-
creatite), reumatolégicos (Sindrome de Reiter), pulmonares (pneumonia), derma-
tolégicos (erupcao da pele, abcesso), intravasculares (bacteremia, choque séptico,
endocardite, aneurisma, sindrome urémica-hemolitica), renais (infeccao do trato
urinario), neurolégicos (meningite, meningoencefalite) e abortos apods a infecgao
intestinal (BUTZLER, 2004; MEAD, 2004; CRUSHELL ez a/., 2004). Entretanto,
a manifestacao pos-infecciosa mais grave e que tem sido alvo de muitas pesquisas
nos ultimos anos devido a sua importancia clinica, é a Sindrome de Guillain-
Barré (GBS). O desenvolvimento da GBS esta mais ligado a infec¢ao por C. jejuni
e ocorre através de um mecanismo de mimetismo antigénico entre os lipo-oli-
gossacarideos da bactéria e os gangliosideos da membrana dos nervos periféricos
(POLY; GUERRY, 2008). Isso resulta em doenca inflamatoéria autoimune, onde
ocorre destruicao da bainha de mielina dos nervos periféricos, causando paralisia
neuromuscular aguda, podendo comprometer os musculos da respiragao e levar
a morte (TAKAHASHI ez al, 2004). Estima-se que 1 em cada 1000 casos de
campylobacteriose pode evoluir para a GBS (BUTZLER, 2004).

Outra complicacao associada com C. jguni é a Sindrome Miller-Fisher, uma
variante da Sindrome de Guillain-Barré, também autoimune, caracterizada por
paralisia do nervo motor ocular, perda da coordenagao dos movimentos muscu-
lares voluntarios e perda dos reflexos (KOZMINSKI, 2008).

A detecgao rapida desta bactéria ¢ de suma importancia para garantir a sa-
nidade dos alimentos. Porém, o processo de isolamento e identificacdo das es-
pécies de Campylobacter ¢ demorado e complexo por envolver microorganismos
fastidiosos que possuem lenta velocidade de multiplicagao e necessitam de con-
di¢oes apropriadas as suas caracteristicas metabolicas (OLIVEIRA ez a/., 2005).
Os métodos convencionais para seu isolamento em alimentos requerem um mi-
nimo de 4 dias para obten¢ao de um resultado negativo, o que inclui etapas de
pré-enriquecimento, enriquecimento e plaqueamento em agar seletivo e cerca de
7 dias para confirmagao do resultado positivo através da identificacdo bioquimi-
ca (MOORE e¢7 al., 2005). Além disso, existem outros métodos de pesquisa da
bactéria de forma mais rapida, sensivel e especifica, destacando-se os testes imu-
noenzimaticos (Engyme Linked Immuno Sorbent Assay ou Engyme Linked Fluorescent
Assay) ou moleculares (Polymerase Chain Reaction) (JORGE, 2005).
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A flora microbiana das aves ¢é bastante complexa e muitos outros microorga-
nismos, além de Campylobacter, podem estar presentes. Dentre estes, pode-se citar
Salmonella sp., Listeria sp., Escherichia colz, Clostridium sp., Staphylococcus aureus e outros
microorganismos indicadores de higiene, como o grupo coliformes totais e ter-
motolerantes e as bactérias aerdbias mesofilas (FORSYTHE, 2002).

Salmonella (Enterobacteriaceae) ¢ conhecida ha mais de 100 anos e inclui cerca
de 2.500 sorotipos, representando um dos patégenos emergentes mais prevalen-
tes da atualidade (WHO, 2005). A classificacao de Salmonella em espécies é pouco
usada nos estudos epidemiolégicos, sendo mais utilizada a nomenclatura relacio-
nada a sorotipagem, por meio da deteccao de antigenos capsulares, somaticos e
flagelares. Possuem ampla distribuicao na natureza, podendo estar presente em
porcos, leite e ovos. Porém, assim como Camzpylobacter, as aves constituem o reser-
vatério de maior importancia (LOPES ez a/., 2007; OLIVEIRA et al., 2007).

Alguns sorotipos de Salmonella podem causar complicagdes como septicemia,
febre tifoide ou paratifoide e Sindrome de Reiter. Geralmente Salmonella esta re-
lacionada com surtos envolvendo um grande nimero de pessoas (FDA/CFSAN,
1992).

A Instrucao Normativa n° 70, de 06 de Outubro de 2003, instituiu o Progra-
ma de Redugdo de Patogenos (PRP) pelo monitoramento microbiolégico e con-
trole de Salmonella sp. em carcagas de frangos e perus. A amostragem de carcagas
analisadas ¢ baseada na quantidade de aves abatidas diariamente pelo abatedouro
(BRASIL, 2003a).

Bactérias do género Listeria, principalmente L. onocytogenes, também sdo uti-
lizadas como indicadores higiénicos em todos os estagios da cadeia de proces-
samento de alimentos. E um microorganismo de ampla distribuicio ambiental,
com carater ubiquitario, devido a sua capacidade de tolerar pH extremos, de se
desenvolver e multiplicar em uma ampla faixa de temperatura (0°C a 44°C) e em
ambientes com baixa atividade de agua e concentracoes elevadas de NaCl. Este
conjunto de caracteristicas faz com que seja considerado um patdégeno emergen-
te de grande importancia na area de alimentos (APHA, 2001).

A listeriose lidera o posto de doengas associadas a alimentos que causam
maior nimero de mortes e hospitaliza¢oes (91%), envolvendo principalmente
gestantes, recém-natos e imunocomprometidos (JEMMI; STEPHAN, 20006;
EFSA, 2007).

Staphylococcus aureus é a principal espécie do grupo de Staphylococens coagulase-
positiva. E uma bactéria patogénica que causa doenca de perigo moderado, com
sintomas autolimitados e sem ameacga de morte ou sequelas, mas que causa se-
veros desconfortos que sio decorrentes da ingestao de toxinas produzidas pelos
microorganismos. Os sintomas sdo evidenciados pela ingestio de uma dose de
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toxina menor que 1 ug no alimento contaminado (SILVA ez al., 2007). S. aureus
nao ¢ resistente ao calor, sendo facilmente destruido na pasteurizacao ou na coc-
cao de alimentos, diferentemente de suas toxinas, que resistem ao tratamento
térmico e as enzimas proteoliticas (CDC, 2000).

Os principais reservatérios compreendem animais de sangue quente € seres
humanos, sendo os manipuladores de alimentos a fonte mais frequente de conta-
minagao. A carne de frango representa uma fonte significativa de contaminagao
devido ao seu alto teor proteico, alta disponibilidade de agua e pH préoximo a
neutralidade (PEPE ef 4/, 20006).

A contagem total de aerdbios mesofilos em placa (Aerobic Plate Couni), ou
também denominada como contagem padriao em placa (PCA), é o método mais
utilizado como indicador geral de qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos.
As bactérias aerobias mesofilas sio constituidas de espécies da familia Entero-
bacteriaceae, dos generos Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Streptococcus, dentre
outros. Porém, nao diferencia tipos de bactéria, nem mede todas as populacoes
bacterianas, mas sim, aquelas que crescem na presenc¢a de oxigénio e em faixas de
temperatura compreendidas entre 20°C e 45°C (SILVA ez al., 2007).

O grupo dos coliformes totais é um subgrupo da familia Enterobacteriaceae,
que inclui 44 géneros e 176 espécies. Pertencem a este grupo bactérias originarias
do trato gastrointestinal de humanos e animais de sangue quente (Escherichia),
além de bactérias nao entéricas (Enterobacter, Citrobacter, Serratia e Klebsiella, entre
outras). Destaca-se, deste grupo, os coliformes termotolerantes, popularmente
conhecidos como coliformes fecais, que crescem preferencialmente em tempera-
turas proximas a 4510,5°C (APHA, 2001).

A contagem de coliformes totais e termotolerantes ¢ utilizada para avaliar as
condigoes higiénico-sanitarias do produto, pois, quando em alto nimero, indica
contaminagao durante o processamento, limpeza e sanificacao inadequada ou
tratamento térmico insuficiente. A enumeracao de termotolerantes é também
empregada como indicador de contaminacao fecal, visto que a populagdo des-
te grupo ¢ constituida de alta proporcao de Escherichia coli (CARDOSO et al.,
2005).

As diversas classes de E. /i envolvidas em diarreia sao identificadas e classi-
ficadas com base em seus fatores de patogenicidade. A mais importante delas é
a E. coli O157:H7, que é um sorotipo classificado como enterohemorragico ou
também conhecido por E. /i verotoxigénica (CDC, 2008a).

A Resolucao RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA, estabelece a tolerancia maxima permitida para
coliformes termotolerantes em carcacas inteiras, fracionadas ou em cortes de até

10* UFC/g e para miudos de aves de até 10° UFC/g. Porém, a respectiva legisla-
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¢ao nao estabelece parametros para contagem padrao em placas de microrganis-
mos aer6bios mesofilos nem para os outros patdgenos supracitados em frangos
(BRASIL, 2001).

As aves téem um papel especialmente importante, pois podem ser portadoras
assintomaticas, excretando continuamente estas bactérias pelas fezes, podendo
causar contaminagoes cruzadas de grande importancia nos abatedouros de aves
(COLLES ¢t al., 2008; VAN GERWE ez al., 2005).

O Brasil ¢ o lider absoluto nas exportacdes mundiais de carne de frango desde
2004, exportando para aproximadamente 150 paises, tendo alcan¢ado no ano
de 2007 mais de 3,2 milhoes de toneladas, com aumento de 21% em relacao ao
ano anterior. Atribui-se esta posi¢ao de destaque a exceléncia nos cuidados em
biosseguranca em toda a cadeia de produgido, qualidade e sanidade dos produtos
(ABEFE, 2008a; UBA, 2008). Além disso, o consumo mundial de frangos passou
de 49 milhoes de toneladas em 2000 para quase 60 milhdes de toneladas em 2007
(ABEF, 2008b).

O presente estudo teve como objetivo analisar a qualidade higiénico-sanitaria
de cortes de frango brasileiro destinados a exportagao, enfocando os patégenos
alimentares, especialmente Campylobacter, devido ao seu grande impacto na sau-
de publica mundial, além de haver pouca pesquisa a respeito desta bactéria no
Brasil.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 PESQUISA DE Campylobacter TERMOFILICOS
2.1.1 Preparagao da Amostra

Todas as amostras foram analisadas em um laboratério particular de analises
de alimentos e agua credenciado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abas-
tecimento (MAPA) e habilitado pela REBLAS/ANVISA na cidade de Maring3,
PR.

No periodo de abril a setembro de 2008 foram analisadas 61 amostras de 13
abatedouros do Parana, Santa Catarina e Sao Paulo, com capacidade de proces-
samento entre 40 mil aves/dia a 500 mil aves/dia. Todas as amostras chegaram
congeladas em embalagens prontas para serem exportadas. Em seguida, foram
colocadas em temperatura de refrigeracao (8-10°C) até o total descongelamento.

Apbs o descongelamento, foram pesadas assepticamente 2510,2 g de por¢oes
representativas de diversas partes de cada amostra no interior de sacos plasticos
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estéreis Whirl-Pak (NASCO). Em seguida, adicionou-se 225 mL de caldo enri-
quecido seletivo Bolton, suplementado com mistura de antibioticos contendo 20
mg/L de cefoperazona, 20 mg/L de trimetoprim, 20 mg/L. de vancomicina e 50
mg/L. de cicloheximida (Oxoid, SR 183E), além de 12,5 ml. de hemacias desfi-
brinadas de equino (Biotério BoaVista). Apos a homogeneizacao em Stomacher
por 60 segundos, a amostra foi colocada em jarra de anaerobiose (Permution)
contendo gerador de atmosfera de microaerofilia (CampyGen, Oxoid) e fechada
hermeticamente, resultando em um ambiente de aproximadamente 5% de O,,
10% de CO, e 85% de N,, gerando condigoes ideais para a recuperagdo e cresci-
mento de Campylobacter.

A amostra foi incubada por 4-6 horas em estufa de 36+£1°C para a etapa de
pré-enriquecimento e por mais 4424 horas em estufa de 41,5£1°C, correspon-
dente a etapa de enriquecimento seletivo, conforme o método descrito pela ISO
10272-1:2006 (International Organization for Standardization: Horigontal method for de-
tection and enumeration of Campylobacter spp.).

2.1.2 Teste de Triagem por Ensaio Imunoenzimatico

Ao término do periodo de incubagao, a deteccao de Campylobacter sp. consis-
tiu-se em testes imunoenzimaticos pelo método ELFA (Enzgyme Linked Fluorescent
Assay) com o sistema automatizado VIDAS® Campy (BioMérieux).

2.1.3 Identificagao de Campylobacter Termofilicos

Resultados positivos pelo método imunoenzimatico foram confirmados por
meio do plaqueamento diferencial em meios de cultura seletivos. As culturas
enriquecidas das amostras positivas foram inoculadas em agar mCCDA (modified
Charcoal Cefoperazone Deoxycholate Agar) (Oxoid CM 739) suplementado com 32
mg/L. de cefoperazona e 10 mg/L. de anfotericina B (Oxoid SR 155E) e em
Agar Bolton Modificado (FRANCHIN e7 a/., 2005) suplementado com a mesma
quantidade dos antibiéticos utilizados para o caldo enriquecido seletivo Bolton.
Em seguida, ambas as culturas foram incubadas invertidas em ambiente de mi-
croaerofilia por mais 441+4 horas em temperatura de 41,5%1 °C.

Posteriormente selecionou-se uma colonia caracteristica (incolor ou leve-
mente acinzentada, lisa, convexa e brilhante, com borda regular) de cada placa
e inoculou-se em caldo BHI (Brain Heart Infusion, Oxoid) e mais trés colonias
isoladas foram repicadas em agar TSA (Tryptic Soy Agar, Difco), para a rapida
multiplicacao da bactéria. As subculturas foram incubadas em estufa de 36°C por
2412 horas.
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Ap6s a incubagao, a partir do caldo BHI preparou-se uma lamina timida para
confirmacao da morfologia caracteristica, em forma de espiral ou “S”, e obser-
vagao dos movimentos caracteristicos de saca-rolha ou vaivém, em microscépio
de contraste de fases (Bioval).

Em seguida, a partir do crescimento em agar TSA, realizou-se a identificacao
de Campylobacter termofilicos pelo sistema padronizado API Campy (BioMérieux),
por meio de 20 minitestes com substratos desidratados, divididos em duas partes:
uma envolvendo testes enzimaticos e convencionais e outra envolvendo testes de
assimilacdo ou inibi¢ao. Utilizou-se como controle positivo a cepa Campylobacter

Jejuni ATCC 33291.
2.2 PESQUISA DE Salmonella sp.

Das 61 amostras analisadas para pesquisa de Campylobacter sp., em 45 delas
realizou-se pesquisa de Salmonella sp. Pesou-se, da amostra descongelada, mais
2510,2 g no interior de outro saco estéril Whirl-Pak, de forma asséptica. Adicionou-
se 225 mL de agua peptonada tamponada 1% (Oxoid) e apds a homogeneiza-
¢ao em Stomacher por 60 segundos, realizou-se a etapa de pré-enriquecimento
durante 16-20 horas em estufa de 36£1°C. Em seguida, transferiu-se 0,1 mL em
10 mL de caldo Salmonella Xpress (BioMérieux) e incubou-se em banho-maria a
41,530,5°C por mais 24-26 horas. Apos esta etapa de enriquecimento seletivo,
realizou-se a deteccido pelo método VIDAS®, seguindo-se a metodologia BIO
12/16-09/05 validada pela AFNOR (Association Francaise de Normalisation) confor-
me a ISO 16140. Resultados positivos no método VIDAS® foram estriados em
agar MLCB (Manitol 1ysine Crystal VViolet Brilhant Green Agar, Oxoid) e agar BPLS
(Brilhant Green Phenol Red Lactose Sucrose Agar, Oxoid) e incubados invertidos em
estufa de 3621°C por 24-26 horas. Ap6s a selecao das colonias suspeitas, foi rea-
lizada a triagem em agar TSI (Triple Sugar Iron, Oxoid), agar LIA (Lysine Iron Agar,
Difco), meio SIM (Syulphide Indo! Motility, BBL) e caldo Ureia (Difeo). Logo ap0s,
realizou-se as provas sorologicas dos antigenos polivalentes, flagelares e somati-
cos (Probac) para antigenos especificos de Salmonella sp. e posterior identificagao
da enterobactéria em AP 20E (BioMérieux). Utilizou-se como controle positivo
a cepa Salmonella Typhimurium ATCC 14028.

2.3 PESQUISA DE Listeria sp.
Realizou-se pesquisa de Listeria sp. em 17 amostras das 61 pesquisadas no

total. Inicialmente pesou-se 2530,2 g da amostra, como descrito anteriormente,
e adicionou-se 225 mL de caldo Ha/f-Fraser (Difco) suplementado com 1,25 mL
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de citrato férrico de amonio (Difco) e incubou-se a 30£1°C por 24-26 horas,
correspondendo ao 1° enriquecimento seletivo. Logo ap6s, transferiu-se 0,1 mL
em 10 mL de caldo Fraser suplementado (Difco), incubando-o em temperatura
de 30+1°C por mais 24 a 48 horas, como etapa secundaria do enriquecimento
seletivo. Em seguida realizou-se a pesquisa pelo método VIDAS®, segundo a
metodologia ~AOAC Official Method 999.06 (Association of Official Analytical Che-
mists). Resultados positivos foram estriados em agar Palcan (Difco) e agar Oxford
(Difco) e incubados sob as mesmas condi¢oes descritas anteriormente. Colonias
caracteristicas foram confirmadas pela prova da catalase (Lab. Catarinense), co-
loragcao de Gram (NewProv), fermentacao de xilose, manitol e ramnose (InlLab)
e por fim, realizou-se API Listeria (BioMérieux) para identificagio das espécies.
Utilizou-se como controle positivo a cepa Listeria monocytogenes ATCC 7644.

2.4 CONTAGEM DE BACTERIAS AEROBIAS MESOFILAS

Realizou-se o método de contagem padrio em placa, utilizando-se agar Pa-
drao de Contagem (PCA, Oxoid), segundo a metodologia descrita pela Instru-
¢ao Normativa (IN) n° 62, de 26 de Agosto de 2003 (BRASIL, 2003b). Foram
pesados outros 2570,2 g da amostra e diluidos em 225 mL de agua peptonada
tamponada 0,1% (Oxoid). A partir desta dilui¢ao inicial (107), realizaram-se as
demais dilui¢Ges seriadas (102,107, 10*e 10°) em solucao salina peptonada 0,1%
e inoculou-se uma aliquota de 1 mL de cada diluicio em placas de Petri estéreis
(CralPlast). Em seguida, realizou-se o método de Pour Plate (plaqueamento em
profundidade) por meio da adi¢ao de 15-20 mL de agar PCA fundido e resfriado
em banho-maria a 46-48°C. Ap6s a homogeneizagao adequada e solidificagao, as
placas foram incubadas invertidas a 36°=1°C por 48 horas.

2.5 CONTAGEM DE COLIFORMES TOTAIS, TERMOTOLERANTES E

Escherichia col

A partir da dilui¢ao inicial utilizada na contagem de meséfilos, pipetou-se 1
mL das dilui¢oes seriadas em placas de Petri estéreis. Adicionou-se o agar VRBA
(Violet Red Bile Agar, Oxoid) fundido e resfriado em banho-maria a 46-48°C, ho-
mogeneizou-se e deixou-se em repouso até sua solidificacao. Em seguida, adicio-
nou-se uma segunda camada do mesmo meio. Apds a incubagao a 36°+1°C por
48 horas, realizaram-se as provas confirmatoérias para colonias caracteristicas, por
meio da transferéncia da colonia para um tubo contendo caldo Verde Brilhante
Bile 2% Lactose (Oxoid), incubados a 36°+1°C por 24 horas (coliformes totais) e
tubos com caldo EC (Difco), incubados em banho-maria a 45+2°C por 24 horas
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(coliformes termotolerantes), segundo a IN n°® 62 (BRASIL, 2003b). A confir-
macao de Escherichia coli consistiu-se na turbidez e formacao de gas no interior
do tubo contendo caldo EC MUG (Difco) e visualizacao de fluorescéncia azul
quando submetido a luz ultravioleta, com posterior inoculagao em agar EMB
(Eosin Methylene Blue, Oxoid) e presenca de colonias indol-positivas (NewProv).
Utilizou-se como controle positivo a cepa Escherichia coli ATCC 11229.

2.6 CONTAGEM DE Staphylococcus COAGULASE-POSITIVA

Seguiu-se a metodologia descrita pela IN n® 62 (BRASIL, 2003b) e utilizou-
se da mesma dilui¢do inicial usada na contagem de bactérias aerébias mesofilas.
Realizou-se o método Spread Plate (plaqueamento em superficie), inoculando-se
0,1 ml. de cada diluicao sobre a superficie ja solidificada de agar Baird-Parker
(Oxoid) suplementada com telurito de potassio (Inlab) e suspensao de gema de
ovo 50%. Com o auxilio de bastdo do tipo “hockey” estéril, espalhou-se o inécu-
lo por toda a superficie do meio, até sua absor¢ao. Apos a incubagdo a 36°+1°C
por 48 horas, as colonias tipicas foram transferidas para tubos contendo caldo
BHI e posteriormente confirmadas pela prova da catalase, coloracao de Gram e
prova da coagulase (LaborClin). Utilizou-se como controle positivo a cepa S7a-

Dphylococcus anrens ATCC 6538.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos das analises microbiologicas de Camspylobacter termofi-
licos, Salmonella sp., Listeria sp., Staphylococcus coagulase-positiva, coliformes totais
e termotolerantes, Escherichia coli e bactérias aerobias mesodfilas, efetuadas nas 61
amostras estio demonstrados na Tabela 1 (p. 392). As 61 amostras constituiram-
se de coxa e sobrecoxa, filé de peito, asas e mitdos (tigado, moela e coracao) em
embalagens para exportagao.

O critério de classificagao da amostra como qualidade aceitavel ou inaceitavel
esta de acordo com a legislacdo brasileira vigente, Resolu¢ao RDC n°® 12, de 02
de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001), com o Regulamento n® 2073 da Comissao
das Comunidades Europeias de 15 de novembro de 2005 (COMUNIDADES
EUROPEIAS, 2005) e com padroes exigidos pela geréncia de qualidade interna
dos préprios abatedouros. A Resolucao RDC n° 12 estabelece o limite maximo
apenas para a presenca de coliformes termotolerantes, limitando a contagem ma-
xima de 10* UFC/g para carnes resfriadas, congeladas, ou “in natura” de aves
(carcacas inteitas, fracionadas ou em cortes) ou contagem maxima de 10°UFC/g
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para miudos de aves. O Regulamento n® 2073 utiliza como critério microbiologico
de carcagas de frangos a auséncia de Salmonella sp. em 25 g de amostra. Ja os pa-
droes internos dos abatedouros consideram aceitaveis amostras que apresentem
contagens inferiores a 10*UFC/g pata Staphylococcus coagulase-positiva e inferio-
res a 10° UFC/g de bactérias aerdbias mesofilas. Atualmente, nio hia nenhuma
restricao que regule a contaminacao por Campylobacter sp., embora considere-se
qualidade aceitavel a auséncia de patégenos alimentares em 25 g de amostra.

Tabela 1 Numero e porcentagem de analises em desacordo com padroes estabelecidos pela Reso-
lugao RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001, Regulamento n°® 2073 da Comissao das Comunidades
Europeias de 15 de Novembro de 2005 e padroes exigidos pela geréncia de qualidade interna dos

proprios abatedouros.

E E NACE () E
(n) (Desacordo com PADRAO
Padrio)
Campylobacter sp. 61 4 0,5  Auséncia/25¢
Salmonella sp. 45 1 2,2 Auséncia/25g
Listeria sp. 17 5 29,4  Auséncia/25¢
S z‘aj?/glylomwm coagulase- 39 0 0 < 10°UFC/g
positiva
Coliformes Totais 49 0 0 < 10*UFC/g
Coliformes
< 4

Termotolerantes 49 0 0 10"UFC/g
Escherichia coli 15 0 0 < 10*UFC/g
Meséfilos 47 2 43 < 10°UFC/g

Sendo assim, das 61 amostras de cortes de frango, 10 (16,4%) apresentaram-
se em condi¢Oes inaceitaveis para o consumo humano, segundo os critérios su-
pracitados. Além disso, duas amostras (3,3%) envolviam a presenca tanto de Lis-
teria sp. quanto de Campylobacter termofilicos. As contagens de bactérias aerobias
meso6filas acima do limite aceitavel estabelecido pelos abatedouros (>10°UFC/g)
foram de 4,4x10°UFC/g e 1,35x10" UFC/¢g;

A Tabela 2 mostra o numero e porcentagem das espécies identificadas se-
gundo os testes enzimaticos e de assimilagdao ou inibi¢ao de crescimento, confir-
mando que Campylobacter jejuni (75%) e Listeria monocytogenes (40%) sao as espécies
mais prevalentes de cada género (CDC, 2008b; CDC, 2008¢; USDA, 2006; FDA/
CFSAN, 1992).
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Tabela 2 Numero e porcentagem das espécies identificadas das amostras positivas para Campylobac-
ter spp., Listeria spp. e Salmonella spp. nos cortes de frango destinados a exportagao.

AMOSTRAS ESPECIES n(%o)
POSITIVAS
Campylobacter spp. (n=4) C. jejuni 3(75%)
C. coli 1(25%)
Listeria spp. (n=5) L. monocytogenes 2(40%)
L. seeligeri 1(20%)
L. ivanovii 1(20%)
Listeria sp. 1(20%)
Salmonella spp. (n=1) Salmonella sp. 1(100%)

Todas as amostras pesquisadas chegaram ao laboratério congeladas. Isso re-
presenta um fator que dificulta a recuperagao da bactéria, podendo ser em con-
sequéncia da inibicao das reagoes enzimaticas pela queda de temperatura, ou
pela formacao de cristais de gelo, que pode resultar no rompimento da estrutura
celular e molecular da bactéria (MAZIEIRO, 2007; FORSYTHE, 2002).

Em estudo realizado por Mazieiro (2007), confirmou-se a diminui¢ao da pre-
valéncia de Campylobacter termofilicos em carnes de frango submetidas a tempera-
tura de congelamento, apresentando 93,3% de positividade em amostras frescas,
53,3% em amostras refrigeradas a 4°C por 7 dias e um decréscimo para 36,6%
em amostras congeladas a -20°C por 28 dias. Houve também uma diminui¢ao da
média da contagem da bactéria, passando de 3,08 Log,  em amostras frescas para
0,71 Log, , nas congeladas.

A reducdo da prevaléncia em amostras congeladas também esteve presente
em um estudo realizado pela Food Standards Agency (FSA), no Reino Unido, onde
a positividade para Campylobacter sp. passou de 56% em amostras frescas para
31% em amostras de frango congeladas (FSA, 2001). Em contrapartida, nao
foram encontradas diferencas significativas na sobrevivencia de Campylobacter sp.
em diferentes temperaturas de refrigeracao e congelamento em outros estudos
(DAVIS; CONNER, 2007; BHADURI; VAN NIEROP ez al., 2005).

Segundo Butzler (2004), quase todas as partes da carcaga de frango, seja ela
fresca, resfriada ou congelada, estao frequentemente contaminadas pela bacté-
ria, podendo contaminar qualquer carne crua para consumo, o que confirma
a distribuicao dos patdgenos nos diferentes tipos de amostras pesquisadas. A
exportacao brasileira de cortes de frangos (1,8 milhdo de toneladas em 2007) foi
maior que a de frango inteiro (1,1 milhdao de toneladas) (ABEF, 2008a), embora
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a prevaléncia de Campylobacter sp. e outros patdégenos tenha sido maior em frango
inteiro do que em cortes (HARISSON ez 4/, 2001; STOYANCHEV et al., 2007;
FSA, 2001).

Apo6s o processo de embalagem, a redu¢ao do numero de patégenos pode ser
decorrente da combinagao de fatores como exposi¢ao ao oxigenio, diminui¢ao
da umidade e supressao do organismo pela flora bacteriana competitiva (MABO-
GO, 2003). Porém, pesquisas envolvendo embalagens inteiras de frango encon-
traram 34% de confirmacao de Campylobacter sp. e 11% confirmaram a presenca
de Salmonella sp. (HARISSON ez al., 2001). No mesmo estudo encontrou-se 3%
de positividade de Campylobacter sp. na superticie externa das embalagens e ausén-
cia de Salmonella sp. nessas amostras.

A incidéncia das doengas transmitidas por alimentos causadas por patogenos
como Campylobacter, Salmonella, Escherichia coli verotoxigenica (VIEC), Listeria,
Shigella e outros é constantemente monitorada em paises como Canada (CANA-
DIAN INTEGRATED SURVEILLANCE REPORT, 2003; THOMAS ¢f al.,
20006), Estados Unidos (FOODBORNE DISEASES ACTIVE SURVEILLAN-
CE NETWORK, 2007), Australia (HALL ez al, 2005), Japio (INFECTIOUS
DISEASES SURIVVEILILANCE CENTER, 2008), Hong Kong (THE HONG
KONG SOCIETY FOR INFECTIOUS DISEASES, 2004) e paises-membros
da Uniao Europeia (EFSA, 2007). A campylobacteriose apresentou-se como a
causa mais comum de doenga gastrointestinal bacteriana nestes paises, seguida de
Salmonella sp., VIEC e Listeria sp.. A incidéncia de Campylobacter sp. variou de 0,96
casos confirmados em 100.000 habitantes no Japao a 51,6 na Unido Europeia,
no ano de 2005. Houve decréscimo significativo na incidéncia da maioria dos
patogenos em relacdo as pesquisas de anos anteriores.

No Brasil, o Centro de Vigilancia Epidemiolégica do Estado de Sao Paulo
registrou 274 surtos envolvendo 4997 casos de doencas diarreicas transmitidas
por agua e alimentos em 2007 (CVE, 2008). Treze surtos foram causados por
Salmonella sp. e 228 surtos nao obtiveram confirmacao do agente etiologico.

Estudos recentes de prevaléncia demonstraram uma variagao entre 32% e
90% de frangos Campylobacter-positivos e 4% a 52% de amostras positivas para
Salmonella sp. (CARDINALLE ez al., 2003; GORMLEY e al., 2008; VAN NI-
EROP ¢ al., 2005; ZHAO et al., 2001; CUI et al., 2005; JOUAHRI ef al., 2007,
HARISSON e¢# al., 2001). Pesquisas brasileiras revelaram variacao de 47% a 87%
de positividade para Campylobacter sp. e 15% a 32% para Salmonella sp. em frangos e
produtos de frangos (MODOLO e7 al., 2005; CARDOSO et al., 2005; FREITAS;
NORONHA, 2007; CARVALHO; CORTEZ, 2005; SANTOS e¢f al., 2000).

A presenca de Listeria sp. em frangos também apresentou-se com grande va-
riagao, que foi de 8% a 70% (JEMMI; STEPHAN, 2006; KALOREY e al., 2005;
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PRAAKLE-AMIN et al., 2005).

Naio ha relacao significativa entre contagens altas de mesoéfilos ou outros in-
dicadores de qualidade, como coliformes e Salmonella sp., com a prevaléncia de
Campylobacter sp. em amostras de frangos (CASON e al., 1997; CARDOSO et al.,
2005).

Apesar de se dar pouca atencao a pesquisa de Campylobacter sp., existem muitos
programas de monitoramento microbiolégico focados no controle de Sa/nonella
sp. em frangos, como a Instru¢ao Normativa n° 70, de 06 de Outubro de 2003,
que instituiu o Programa de Reducdo de Patégenos (BRASIL, 2003a), o Regula-
mento n° 2073 da Comissao das Comunidades Europeias de 15 de Novembro
de 2005 (COMUNIDADES EUROPEIAS, 2005) e a WHO Global Salmonella
Surveillance Network iniciada no ano de 2000 (WHO, 2005).

Para aumentar a seguranca e a qualidade dos alimentos, o sistema de inspe¢ao
deve ser realizado em conjunto com as praticas de garantia de qualidade, baseado
nos principios das Boas Praticas de Fabricagao (BPF), Procedimentos Padrao de
Higiene Operacional (PPHO) e Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
(APPCC). Estes principios sao recomendados por entidades internacionais como
a Organizacao Mundial do Comércio (WTO), Organizaciao das Nagoes Unidas
para Agricultura e Alimentacao (FAO), Organizacao Mundial da Saude (WHO) e
MERCOSUL. A implantagao do sistema ¢é exigida pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e Ministério da Satde e por paises como Es-
tados Unidos (FDA/CFSAN, 1997) e paises da Unido Europeia (EFSA, 2007).

Desde as exigéncias para a implantacao destas praticas pelos Estados Uni-
dos em 1996, a contaminacao de frango por Campylobacter sp. tem diminuido de
25% (WHO, 2001) a 50% (GIBBENS e¢# al., 2001). Antes disso, a positividade
para Campylobacter apresentava-se maior em abatedouros que nao empregavam
medidas de biossegurancga e controle de qualidade (DIAS e# a/., 1990; CASON e#
al.,1997; STERN; LINE, 1992).

Este estudo pode comprovar a boa qualidade dos cortes de frango brasileiro
devido a baixa prevaléncia dos patégenos pesquisados, resultando em um alto
numero de amostras (83,6%) em condic¢bes aceitaveis para o consumo humano,
segundo os padroes nacionais e internacionais. A qualidade do frango brasileiro
também foi comprovada em um estudo realizado no Reino Unido, onde apre-
sentou uma frequéncia menor de contaminacao por Campylobacter sp. e Salmonella
sp., quando comparadas a produtos de frango originados de outros paises expor-
tadores da Europa e da Asia (FSA, 2001).

Os abatedouros pesquisados reconhecem a importancia da implantagao e em-
pregam rigorosamente as medidas higiénico-sanitarias e garantia de qualidade du-
rante todo o processamento dos produtos avicolas a fim de garantir a seguranca e
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salubridade destes alimentos para os paises importadores. Porém, a eliminacdo de
todos os patégenos nao pode ser atingida de forma eficiente, mas demonstra-se
uma redu¢ao em relagao ao produto final, que, ao combinar com boas praticas
de manejo e cozimento adequado, pode diminuir significativamente a incidéncia
de doencas transmitidas por alimentos.

4 CONCLUSOES

Apesar de todos os esforcos das industrias avicolas no que diz respeito a
adogao de medidas de biosseguranca e programas de garantia de qualidade, nao
¢ possivel eliminar eficientemente todos os patégenos durante a cadeia de pro-
cessamento de frangos. Porém, a reducdo dos niveis de contamina¢ao da carne
de frango é importante para diminuir a prevaléncia de doengas transmitidas por
alimentos, além de garantir a qualidade e a salubridade dos produtos de frango
aos paises importadores e, consequentemente, a0s consumidores.
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