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1. INTRODUCAO

A escolha correta do método de amostragem, independente do micro-
organismo pesquisado, é de fundamental importancia, levando-se em
consideracao o tempo de coleta da amostra, representatividade da contaminacao
total do produto, além de disponibilidade de material e mdo de obra. A escolha é
dependente dos objetivos desejados pela pesquisa (Cossi, 2011).

Muitos métodos ja foram avaliados para a amostragem de bactérias em
carcacas de aves, mas apenas dois, rinsagem e esfregaco de superficie (suabe),
foram indicados para essa finalidade pelo USDA Food Safety Inspection Service
(FSIS), nos Estados Unidos. A amostragem por esfregaco de superficie de
carcacas € considerada a metodologia nao destrutiva mais popular empregada no
controle de qualidade em industrias de alimentos (Capita et al., 2004). Porém,
alguns estudos consideram a rinsagem mais eficiente para a remocéo de micro-
organismos quando estes estdo presentes em baixas quantidades (Gill et al.
2005; Werlein, 2001)

As espécies termdfilas de Campylobacter spp. sdo consideradas bactérias
emergentes como veiculos de doencas pela carne de aves e recebem atencao da
indastria e do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
principalmente devido a presenca natural desse patdogeno em frangos, a alta
incidéncia na avicultura e os graves problemas de saude publica causados pela
campilobacteriose (Vaz, 2008).

Campylobacter jejuni, entre todas as espécies de Campylobacter termofilos,
€ a que recebe maior atencéo, por ser a principal espécie causadora de enterites,
seguida por C.coli (Zilbaueret al. 2008). Para a identificacdo desses micro-
organismos séo utilizadas diversas metodologias, as quais envolvem testes
bioquimicos, enzimaticos e métodos de diagndstico molecular (Biase, 2010).

Frente ao exposto, o objetivo desse estudo foi comparar a eficacia dos
métodos de amostragem por rinsagem e por esfregaco de superficie, no
isolamento de Campylobacter termoéfilos em frangos apdés a etapa de chiller.

2. METODOLOGIA

Foram coletados seis frangos apds a etapa de resfriamento por imersao
(chiller) em um abatedouro localizado na regido sul do Rio Grande do Sul.

As amostras foram transportadas ao Laboratério de Microbiologia de
Alimentos do DCTA/FAEM/UFPel em caixas isotérmicas contendo gelo e
mantidas sob refrigeracéo (entre 2 e 8°C) até o momento das analises.



Os frangos foram amostrados pelos métodos de rinsagem e por esfregaco
de superficie (Esponjas 3M™), totalizando 12 amostras, as quais foram
submetidas ao isolamento e identificacdo fenotipica de Campylobacter spp., de
acordo com a metodologia preconizada pela International Organization for
Standardization10272/1 (1ISO, 2006), com adaptacdes. Apds, os isolados foram
submetidos a confirmacdo molecular.

Na amostragem por esfregaco de superficie, as esponjas umedecidas em 10
mL de agua peptonada tamponada (3M do Brasil®), foram friccionadas na
superficie das carcacas e acondicionadas em bag estéril tipo ziploc contendo 90
mL de Caldo Bolton (Oxoid®), homogeneizadas e incubadas a 42°C por 24h, em
atmosfera de microerofilia (5% O3, 10% CO3, 85% Ny).

Na amostragem por rinsagem, os frangos foram acondicionados em bags
esterilizados, aos quais foram adicionados150mL de agua peptonada tamponada
— APT (Ox0id®), sendo utilizada a técnica de lavagem superficial através de
movimentos de friccdo com as maos por, aproximadamente, 2 min. Em seguida,
uma aliquota de 10 mL foi transferida para um bag estéril tipo ziploc, contendo 90
mL de Caldo Bolton (Oxoid®), homogeneizada e incubada a 42°C por 24h, em
atmosfera de microerofilia (5% O, 10% COg, 85% Ny).

Posteriormente, uma aliquota de cada amostra foi inoculada em agar
Preston (Oxoid®) e 4gar mCCD (Oxoid®), os quais foram incubados a 42°C em
microaerofilia, por 48 horas. As coldnias tipicas ou suspeitas nos meios seletivos
foram analisadas através da morfologia microscépica, deteccédo da atividade das
enzimas catalase e oxidase, além da capacidade de hidrolisar o acetato de indoxil
e 0 hipurato de sodio.

A confirmacdo molecular dos isolados foi realizada através da Polymerase
Chain Reaction (PCR), utilizando primers e condi¢cdes previamente descritos
(JOSEFSEN et al., 2004), com objetivo de amplificar uma sequéncia de 287 pares
de bases (pb) do gene 16S rRNA de C. jejuni, C. coli e C. lari. Para a
diferenciacao entre as espécies C. jejuni e C. coli, utilizou-se um protocolo de
Multiplex PCR (mPCR), adaptado de MACKIW et al. (2012), obtendo-se um
produto de 773pb para C. jejuni e 364pb para C. coli.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve diferenca entre a eficacia dos dois métodos de amostragem no
isolamento de Campylobacter termdfilos em frangos apés a etapa de chiller. Foi
possivel isolar esses micro-organismos em cinco dos seis frangos avaliados,
independente da metodologia de amostragem adotada (Tabela 1).

Tabela 1. Isolamento e caracterizacdo fenotipica e molecular de Campylobacter
termofilos a partir dos métodos de amostragem por rinsagem e esfregaco de

superficie
Frango 1 Frango 2 Frango 3 Frango4 Frango5 Frango 6
Provas Bioquimicas Rinsagem  C. jejuni C. jejuni - C. jejuni C. jejuni C. jejuni
Provas Bioquimicas Esfregaco
de Superficie C. jejuni C. jejuni C. jejuni C. coli - C. jejuni
PCR Rinsagem C. jejuni C. jejuni - C. jejuni C. jejuni C. jejuni
PCR Esfregaco de Superficie C. jejuni C. jejuni C. jejuni C. jejuni - C. jejuni

Pesquisas tém mostrado que o método de esfregaco em superficie
apresenta menor efichcia quando comparado com o método de rinsagem



(McEvoyet al., 2005;Cossi, 2011). Porém, outros estudos demonstraram que
guanto mais abrasivos os materiais utilizados para amostragem por esfregaco,
maior € 0 numero de bactérias recuperadas. Experimentos realizados por Gill e
Jones (2006) e Dorsa, Cutter e Siragusa (1996), por exemplo, relataram que
suabes de algodao recuperaram menos bactérias do que esponjas ou gazes.

Apesar da grande quantidade de estudos comparando diferentes protocolos
de amostragem em carcacas de animais (Cox et al., 2010; Gill & Badoni, 2005;
Gill et al., 2005), a confirmagcdo dessas correlacdes muitas vezes € dificultada
pelo grande nimero de variaveis que interferem nos resultados (Hutchison et al.,
2005; Capita et al., 2004; Bolton, 2003).

Foi possivel observar, ainda, que um isolado classificado como C. coli pelos
testes fenotipicos, foi identificado como C.jejuni por PCR (Tabela 1). Resultado
semelhante foi encontrado por Carvalho (2009) que, através da confirmacao por
PCR, verificou uma alteracdo na identidade das espécies de Campylobacter
previamente identificadas. Segundo o autor, o uso exclusivo de testes fenotipicos
para identificacdo de espécies de Campylobacter spp. € limitado devido a
ocorréncia de isolados com rea¢fes atipicas nas provas bioquimicas, sendo
necessaria a utilizacdo conjunta dos testes genotipicos confirmatérios para a sua
correta identificagéo.

4. CONCLUSOES

N&do houve diferenca entre os metodos de amostragem por rinsagem e
esfregaco de superficie no isolamento de Campylobacter termofilos em carcacas
de frangos apos a etapa de chiller. Além disso, observou-se que para confirmacéo
de espécie, a realizacdo apenas dos testes bioquimicos ndo € satisfatoria e
conclusiva, sendo necessario o diagnéstico molecular como auxiliar no processo
de identificacao.
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