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RESUMO

Campylobacter spp. é considerado um dos principais microrganismos associados a doencas
gastrointestinais em seres humanos, estando entre 0S microrganismos patogénicos que
representam grande ameaca a saude humana, principalmente devido ao consumo de carne de
aves. No Brasil, por existir apenas um programa de monitoramento em carne de frango e por
ndo existirem dados disponiveis para carne de peru, € fundamental que sejam avaliados 0s
indices de contaminagdo por Campylobacter spp. da carne de peru brasileira. Este estudo esta
subdividido em dois artigos que abordam o indice de contaminacédo e métodos alternativos para
quantificacdo de Campylobacter spp. em carne de peru. No primeiro artigo, foram analisados
semanalmente através da metodologia de referéncia ISO 10272-2:2017, quatro cortes resfriados
e quatro cortes congelados de carne de peru durante um periodo de 12 meses, totalizando 416
amostras, que apresentaram quantificacdo do microrganismo em 12 amostras (2,88%). Ao
serem comparados a condigdo da carne de peru resfriada e congelada, foi constatada diferenca
significativa (P < 0,05), sendo que das 12 amostras quantificadas, 11 eram cortes resfriados e
apenas uma amostra era congelada, levando a considerar que o congelamento possui acao
mitigatéria da contaminacdo pelo agente. Os resultados para influéncia da sazonalidade
climatica ndo apresentaram diferenca significativa (P > 0,05) entre as estacfes do ano,
resultados que ndo apresentaram influéncia na contaminacdo por Campylobacter spp. No
segundo artigo, foram avaliados os métodos alternativos TEMPO® CAM e PCR em tempo real
(rtPCR) Biotecon® em comparacdo & metodologia de referéncia ISO 10272-2:2017. Foram
analisadas 416 amostras durante o periodo de 12 meses. A metodologia TEMPO® com 0 uso
do kit TEMPO® CAM ao ser comparada com a metodologia de referéncia através dos testes de
Kruskal-Wallis e Bland-Altman ndo apresentou resultados satisfatérios em nenhuma das
avaliagbes, no entanto, na comparacdo do rtPCR Biotecon® o desempenho foi satisfatorio,
porém apresentando uma condic¢do limitada de quantificacdo na faixa de 100 UFC/g. A partir
deste estudo foi possivel concluir que os niveis de contaminagdo por Campylobacter spp. da
carne de peru resfriada e congelada foram baixos. O congelamento foi favoravel para reducédo
do microrganismo e o efeito da sazonalidade climética ndo foi conclusivo. N&o foi possivel
recomendar o uso da metodologia alternativa TEMPO® com o uso do kit TEMPO® CAM em
matriz carne de peru, no entanto, para metodologia rtPCR Biotecon® o desempenho foi
satisfatorio e seu uso é recomendado para matriz de carne de peru.

Palavras-chave:Campylobacter. Carne de peru. ISO 10272-2. PCR tempo real. TEMPO CAM.



ABSTRACT

Campylobacter spp. is considered one of the main microorganisms associated with
gastrointestinal diseases in humans, being among the pathogenic microorganisms that pose a
significant threat to human health, mainly due to poultry consumption. In Brazil, because there
is only one monitoring program for chicken meat and the lack of available data for turkey meat,
it is crucial to evaluate the contamination rates of Campylobacter spp. in brazilian turkey meat.
This study is divided into two articles that address the contamination rate and alternative
methods for quantifying Campylobacter spp. in turkey meat. In the first article, four chilled cuts
and four frozen cuts of turkey meat were analyzed weekly over a period of 12 months using the
ISO 10272-2:2017 reference methodology, totaling 416 samples, presenting quantification of
the microorganism in 12 samples (2.88%). When comparing the condition of chilled and frozen
turkey meat, a significant difference (P < 0.05) was found, where of the 12 quantified samples,
11 were chilled cuts and only one sample was frozen, suggesting that freezing mitigates
contamination by the agent. Results regarding the influence of climatic seasonality did not show
a significant difference (P > 0.05) between seasons, indicating no influence on Campylobacter
spp. contamination. In the second article, alternative methods TEMPO® CAM and real-time
PCR (rtPCR) Biotecon® were evaluated in comparison to the ISO 10272-2:2017 reference
methodology. 416 samples were analyzed over 12 months. The TEMPO® methodology using
the TEMPO® CAM kit did not yield satisfactory results in any of the evaluations when compared
to the reference methodology through Kruskal-Wallis and Bland-Altman tests, however, when
compared to rtPCR Biotecon®, the performance was satisfactory, albeit with a limited
guantification condition in the range of 100 CFU/g. From this study, it was possible to conclude
that contamination levels of Campylobacter spp. in chilled and frozen turkey meat were low.
Freezing was favorable in reducing the microorganism, and the effect of climatic seasonality
was inconclusive. The use of the alternative methodology TEMPO® with the TEMPO® CAM kit
in turkey meat matrix couldn’s be recommended, nevertheless, for the rtPCR Biotecon®
methodology the performance was satisfactory, and its use is recommended for the turkey meat
matrix.

Keywords: Campylobacter. ISO 10272-2. real time PCR. TEMPO CAM. turkey meat.
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1 INTRODUCAO

Durante o ano de 2022, a producéo brasileira de carne de peru foi de 162 mil toneladas.
Deste montante, 63,5% foram destinados ao mercado interno e 36,5% foram destinados ao
mercado externo. Nas exportacdes, 0s cortes de carne de peru representam 95,9% do volume
seguido pelas aves inteiras que representam apenas 0,2% e os industrializados com 3,9% do
volume. Neste cenario, o estado do Rio Grande do Sul manteve a primeira colocacdo entre 0s
trés estados brasileiros em exportacdo de carne de peru, sendo responsavel por uma parcela de
46,4% das exportacdes (ABPA, 2023).

O mercado de carne de peru do Brasil continua demonstrando seu potencial de
crescimento, com um desempenho so6lido em exportacdes e diversificacdo de destinos. Com o
aumento da demanda internacional, o crescimento da cadeia avicola também esta em constante
expansdo com objetivo de produzir alimentos cada vez mais seguros. Com a qualidade
reconhecida da carne de peru brasileira, o setor esta posicionado para continuar seu crescimento
nos proximos anos. Atualmente um dos grandes desafios € o controle de bactérias do género
Campylobacter, que estdo entre as mais notificadas em relatos de gastroenterites bacterianas
nos Estados Unidos e o principal agente causador de gastroenterite relatado na Unido Europeia
nos Gltimos anos, tendo as aves como fonte principal.

A inocuidade dos alimentos de origem animal destinados ao consumo humano
transformou-se em um elemento essencial dos debates sobre satde publica tanto nacional como
internacional (Oliveira et al., 2008). Perante a enorme responsabilidade de produzir alimentos
em grandes quantidades e com qualidade, esse trabalho foi elaborado para gerar dados e
informagdes que venham a disponibilizar referéncias sobre a contaminagdo de Campylobacter
spp. em cortes de peru. Este microrganismo, além de ser um dos principais agentes de infeccbes
alimentares associadas a produtos de origem avicola, ja estd sendo amplamente discutido em
féruns internacionais que abordam seguranca alimentar, sob os aspectos de inocuidade
alimentar e comércio internacional.

A ocorréncia de Campylobacter spp. faz parte da microbiota das aves e, portanto,
poderia ser interpretado como um agente natural, sem risco a satde. A incidéncia e a quantidade
desse microrganismo nas aves variam conforme as condi¢cGes de manejo durante a criacdo e
com os cuidados higiénico-sanitarios nas operacgdes de abate e posterior manipulacdo. Para os
controles bioldgicos sdo tomadas medidas mitigatdrias para o controle bacteriano desde as
primeiras fases do ciclo de producéo das aves, passando pelo transporte, abate, processamento,

embalagem, armazenagem e distribuicao.
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Eliminar a contaminacg&o bacteriana das carcagas durante o abate € uma tarefa complexa,
ja que a tecnologia de abate ndo tem meios de eliminar completamente uma contaminacéo ja
existente. As contaminacdes podem ocorrer tanto por contato entre aves sadias e aves
contaminadas, como por contaminacdo cruzada durante o processo de abate e subsequente
manipulacgdo das carcacas.

Com o expressivo aumento dos casos s de doencas veiculadas por alimentos (DTA) em
humanos devido a presenca de Campylobacter spp., este agente passou a ser considerado para
o0 controle em um nivel de importancia equivalente ao da Salmonella spp. No Brasil, por existir
apenas 0 Memorando N° 06/2018 (Brasil, 2018), que é um programa de monitoramento de
Campylobacter spp. em carne de frango apenas para plantas habilitadas para Europa em
atendimento ao Regulamento (UE) 2017/1495 (Comissao Europeia, 2017) e por nao existirem
dados disponiveis para carne de peru, é fundamental que sejam avaliados os indices de
contaminacédo por Campylobacter spp. da carne de peru brasileira.

De acordo com o Ministério da Sadde (Brasil, 2020), no Brasil, Campylobacter spp.
tem sido apontado em carne de frango e outros alimentos de origem animal, no entanto, apenas
oito surtos de doenca de alimentos envolvendo Campylobacter spp. foram notificados ao
Ministério da Saude entre os cerca de 14.000 surtos que ocorreram no periodo de 2000 a 2019.
A campilobacteriose pode fazer parte das doencas de origem alimentar sub-reportadas no
Brasil, tal como sdo raramente identificadas (Brasil, 2020). Durante a presente pesquisa néo
foram encontrados artigos cientificos ou literatura nacional que descreva de forma precisa
algum surto por Campylobacter spp. em humanos ocasionado por consumo de carne de aves.

Para manutencdo da qualidade dos produtos e atendimento as exigéncias dos mercados
internacionais, o Brasil dispde de legislacbes, onde se destacam o Regulamento de Inspecéo
Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal — RIISPOA (Brasil, 2017), padrdes
microbioldgicos para alimentos através da Instru¢cdo Normativa 161/2022 (BRASIL, 2022) e,
mais especificamente para aves, o Programa de Reducdo de Patogenos através da Instrucéo
Normativa 20/2016 (Brasil, 2016). Estas normas sdo as publica¢cGes mais atuais que estdo em
vigor e tem por objetivo assegurar a qualidade sanitaria da carne de aves que sdo constituidas
de uma série de medidas que visam diminuir a contaminacdo bacteriana durante o
processamento de abate.

Perante o exposto, a quantificacdo de Campylobacter spp. € fundamental para estimar a
extensdo da carga do agente para a carne de peru. Estas avaliagdes servem de subsidio para a
avaliacdo do nivel de seguranga alimentar apresentado pela carne de peru. Este trabalho

cientifico tem como objetivo principal avaliar o nivel de contaminagéo entre os cortes resfriados
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e 0s possiveis efeitos do congelamento e da sazonalidade climética sobre os indices encontrados
em UFC/g de Campylobacter spp. em cortes de peru resfriados através do uso de metodologia
de referéncia 1SO 10272-2:2017. Os demais propdsitos deste trabalho cientifico estdo em
avaliar dois métodos alternativos pareados a metodologia de referéncia através da avaliacdo do
nivel de contaminac¢do em UFC/g de Campylobacter spp. em cortes de carne de peru resfriados
e congelados.

Os materiais e metodos, resultados e discussdo deste estudo serdo apresentados em
forma de artigo cientifico. O Artigo Cientifico I intitulado: “Avaliacdo do nivel de
contaminacdo de Campylobacter spp. em cortes de peru produzidos na regido nordeste do
estado do Rio Grande do Sul, Brasil”, descreve o estudo sobre avaliagdo do nivel de
contaminacdo entre os cortes resfriados e os possiveis efeitos do congelamento e da
sazonalidade climatica sobre os indices encontrados em UFC/g de Campylobacter spp. em
cortes de peru resfriados e congelados. O Artigo Cientifico II intitulado: “Quantificagdo de
Campylobacter spp. usando metodologia de referéncia, metodologia alternativa TEMPQO® e
PCR em tempo real em cortes de peru resfriados e congelados produzidos no Brasil”, descreve
0 estudo sobre a avaliacdo de dois métodos alternativos pareados ao método de referéncia
através da quantificacio em UFC/g de Campylobacter spp. em cortes de carne de peru
resfriados e congelados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A revisao de literatura esta estruturada abordando o tema referente aos principais riscos
envolvidos nas doencas veiculadas por alimentos, dando énfase ao patégeno Campylobacter
spp. e seus efeitos sobre a saude humana, os principais veiculos de transmissdo e metodologias
aplicaveis para a quantificacdo do agente nos alimentos, em especial a carne de peru.

Perante a necessidade de monitorar Campylobacter spp. na avicultura e o peru sendo
uma ave que no Brasil ainda ndo possui um controle especifico, a auséncia de um programa de
monitoramento, nem tdo pouco existem dados mais completos para avaliacao do nivel de risco
desta ave, é fundamental avaliar e quantificar Campylobater spp., favorecendo o conhecimento
da extensdo da contaminacdo e contribuindo para melhorar a qualidade dos produtos de carne
de peru comercializados, para garantir futuros mercados. Por outro lado, é importante buscar
metodologias alternativas que possam ser utilizadas em substituicio a metodologia de
referéncia, possibilitando dar maior fluidez na execucgdo dos ensaios com resultados mais
rapidos que podem auxiliar de maneira mais efetiva na tomada de acdes de melhoria para o0s

casos em gue o agente possa colocar em risco a seguranca alimentar.

2.1 Doencas veiculadas por alimentos (DTA)

Né&o é conhecido exatamente na historia da humanidade, a era em que 0 homem tomou
conhecimento da existéncia de microrganismos e da sua importancia para os alimentos. Apds
um periodo no qual o ser humano tinha a sua alimentacdo baseada apenas nos abundantes
recursos da natureza, 0 homem passou a plantar, criar animais e produzir seu proprio alimento.
Com o surgimento de alimentos preparados, comegaram a ocorrer 0s problemas relacionados
com as doencas veiculadas pelos alimentos e com a rapida deterioracdo devido principalmente
a conservacdo inadequada dos alimentos (Franco; Landgraf; Destro, 2008, p. 1).

Por milhares de anos, todos os agentes patogénicos de origem alimentar desenvolveram-
se de forma eficiente com estratégias eficazes, que exploram no todo ou em parte, os alimentos
como um veiculo para transferir de um hospedeiro humano para outro, ou de um animal para
um humano (Newell et al., 2010). Os mecanismos envolvidos sdo complexos e variados, mas
todos sdo capazes de sobreviver aos periodos de intervencdo no ambiente, e depois evitar as
defesas intestinais humanas inatas para colonizar e multiplicar-se rapidamente antes de permitir
uma dispersdo eficaz, frequentemente através de fezes liquidas, de volta ao ambiente para

progredir novamente ao longo do ciclo (Newell et al., 2010). E bem reconhecido que os agentes
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patogénicos bacterianos de origem alimentar estdo evoluindo em resposta aos desafios
ambientais e, ao fazé-lo podem exibir novas propriedades de viruléncia e ocupar novos nichos
(Newell et al., 2010).

Bhunia (2008, p. 4) define que um agente patogénico € um organismo capaz de causar
danos celulares ao estabelecer-se em tecidos, o que resulta em sinais clinicos com um resultado
de morbidade (definido pelo sofrimento geral) ou mortalidade. Mais especificamente, um
agente patogénico é caracterizado pela sua capacidade de replicar-se num hospedeiro, pela sua
persisténcia continua de quebrar (ou destruir) barreiras celulares ou humorais que normalmente
restringem e expressam determinantes de viruléncia especificos para permitir a um micro-
organismo estabelecer-se dentro de um hospedeiro para transmissdao a um novo hospedeiro
susceptivel (Bhunia, 2008, p. 4).

Os progressos realizados no sentido de se compreender a natureza das doencas
veiculadas por alimentos foram sempre bastante lentos (Franco; Landgraf; Destro, 2008, p. 1).
A maioria das doengas de origem alimentar causa distdrbios gastrointestinais agudos
(Behravesh, 2011). O sintoma mais comum nas doencas de origem alimentar é a diarreia.
Dependendo da patogenicidade do microrganismo envolvido no processo e das condigdes
gerais do individuo afetado, a doenca pode ser aguda e, neste caso, normalmente autolimitada,
como também pode se tornar cronica e oferecer um risco maior (Franco; Landgraf; Destro,
2008, p. 34). A maioria das pessoas recuperam-se relativamente depressa, sem cuidados
médicos. As mortes por doencas agudas de origem alimentar ocorrem sobretudo, entre 0s mais
jovens incluindo fetos, os idosos e as pessoas com sistemas imunoldgicos comprometidos
(Behravesh, 2011).

Consumir certos tipos de alimentos pode causar doencas veiculadas pelos mesmos e até
levar a morte em individuos, além de sintomas como diarreia, dor de cabeca, vomitos, nauseas
e coOlicas abdominais (RKI, 2011). Recentemente, surtos de origem alimentar se tornaram mais
graves devido a globalizacéo e ao comércio ativo de alimentos entre os paises (RKI, 2011). Os
produtos fabricados a partir de proteinas animais séo considerados a principal causa de doengas
bacterianas veiculadasdas por alimentos (Heredia; Garcia, 2018).

A obtenc&o de estimativas precisas da incidéncia real de doencas de origem alimentar é
muito importante para a gestdo da seguranca alimentar (Kim et al., 2015). A medida que
ocorrem surtos de doencas de origem alimentar em todo o mundo e afetam muitos individuos,
sdo consideradas uma doenga de saude publica que preocupa globalmente (Newell et al., 2010)
e representam mundialmente elevados custos a satde publica e a cadeia produtiva de alimentos
(Perlin et al., 2016).
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Alimentos inseguros para o0 consumo humano causam 600 milhdes de casos de doencas
veiculadas por alimentos, resultando em cerca de 420.000 mortes a cada ano, de um total de 56
milhdes de pessoas que morrem anualmente (Lee; Yoon, 2021). As 420.000 mortes sdo quase
equivalentes a 31,1% das mortes anuais causadas por acidentes de transito (1,35 milhdes) em
todo o mundo (WHO, 2020).

2.2 Principais doencas veiculadas por alimentos

Globalmente, as doengas veiculadas por alimentos causados por bactérias foram mais
comuns do que as causadas por virus e parasitas (WHO, 2015). Nos Estados Unidos, dos 25.479
casos de infec¢des relatadas durante o ano de 2022, 9.751 casos foram relacionados ao género
Campylobacter, consequentemente a incidéncia de infeccdo foi maior para Campylobacter spp.
(19,2 casos por 100.000 habitantes. Em comparacdo com as incidéncias anuais médias
especificas do patdgeno durante o periodo de 2016 a 2018, as incidéncias de infec¢do por
Campylobacter spp. foi estdvel. No entanto, quando limitada a infec¢bes adquiridas
internamente no pais, a incidéncia de Campylobacter spp. foi maior durante 2022 (Delahoy et
al., 2023).

Em 2020 na Europa, a primeira e a segunda zoonoses mais relatadas em humanos foram
campilobacteriose e salmonelose, respectivamente. A tendéncia da Uni&o Europeia (UE) para
casos humanos confirmados dessas duas doencas foi estavel de 2016 a 2020 (EFSA, 2021). A
yersiniose foi a terceira zoonose mais relatada em humanos, com dez vezes menos casos
relatados de salmonelose, seguida pelas infec¢Ges por Escherichia coli (STEC) e Listeria
monocytogenes (EFSA, 2021)

Com mais de 246.000 casos ocorridos em humanos anualmente, a campilobacteriose é
a doenca veiculada por alimentos mais frequentemente relatada na UE. No entanto, acredita-se
que o numero real de casos seja mais préximo de nove milhdes a cada ano. O custo da
campilobacteriose para o sistema publico de saude e para a perda de produtividade na Unido
Europeia € estimado pela EFSA em cerca de 2,4 bilhdes de euros por ano (EFSA, 2021).

Nos paises em desenvolvimento, as informac6es sobre doencas veiculadas por alimentos
sdo escassas devido aos dados inadequados fornecidos pelos sistemas de vigilancia sanitéaria.
Além disso, as informacdes sobre surtos sdo frequentemente infundadas porque as autoridades
de salde ndo possuem recursos para deteccdo de doencgas que causam diarreia (Zaidi et al.,
2008), e a carne de peru possui potencial de transmissao e, segundo literatura, ja apresentou

envolvimento com surtos alimentares (Silva; Vidal; Junior, 2017). Cada pais tem seus
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regulamentos de seguranca alimentar e controle de doencas veiculadas por alimentos, embora
o nivel de controle varie de acordo com as condi¢@es econdmicas (Lee; Yoon, 2021).

Embora as estatisticas brasileiras sejam precérias, acredita-se que a incidéncia de
doencas microbianas de origem alimentar em nosso pais seja bastante elevada. Mesmo em
paises desenvolvidos, nos quais o abastecimento de géneros alimenticios é considerado seguro
do ponto de vista de higiene e saude publica, a ocorréncia de doencas desta natureza é
significante e vem aumentando, apesar dos avancos tecnoldgicos nas areas de producédo e
controle de alimentos (Franco; Landgraf; Destro, 2008, p. 33).

De 2009 a 2018, foram reportadas no Brasil 6903 surtos de doencas de origem alimentar,
sendo Escherichia coli (24%), Salmonella spp. (11,2%) e Staphylococcus aureus (9,5%) os
microrganismos mais frequentemente identificados (Brasil, 2019). Ndo ha relatos de
Campylobacter spp. neste periodo. No Brasil, Campylobacter spp. tém sido notificado em carne
de frango e outros alimentos de origem animal, no entanto, apenas oito surtos de doenca de
alimentos envolvendo Campylobacter spp. foram notificados ao Ministério da Salde entre os
cerca de 14.000 surtos que ocorreram no periodo de 2000 a 2019 (Brasil, 2020). Supdem-se que
a campilobacteriose possa fazer parte das doencas de origem alimentar sub-reportadas no

Brasil, tal como séo raramente identificados.

2.3 Género Campylobacter

Campylobacter spp. é amplamente distribuido no meio ambiente e coloniza o trato
gastrointestinal de animais selvagens e domésticos. As aves, especialmente as aves de criacdo
industrial, sdo consideradas reservatorios naturais dessas bactérias em seus intestinos, muitas
vezes ndo apresentando nenhum sintoma da doenga (CDC, 2013).

A Figura 1 representa os possiveis reservatorios de Campylobacter spp. e que as aves
de criacdo tais como frangos e perus podem infectar-se. As aves silvestres, insetos roedores e
animais de producdo podem contaminar-se pela ingestdo de agua ou alimentacéo contaminada
ou através do contato direto entre os animais. Fontes de agua com a presenca de biofilmes
formados por Campylobacter spp. ou a sua associagdo com protozodrios permitem a
manutencdo da contaminacdo. ApoOs as aves de criagdo serem contaminadas, tornam-se a
principal fonte de contaminacao para humanos (Okoh, 2019).

Campylobacter spp. sdo considerados microrganismos oxidase positiva e microaerofilos
(Igwaran; Okoh, 2019), gram-negativos, ndo esporulados formando uma curva em forma de

espiral, que coloniza as superficies mucosas dos tratos intestinais, cavidades orais ou tratos
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urogenitais da maioria dos animais de sangue quente (Humphrey; O’ Brien; Madsen, 2007). A
maioria das espécies de Campylobacter spp. € mdvel causada por um flagelo polar presente em
uma ou ambas as extremidades da célula (Facciola et al., 2017). A presenca desse unico flagelo
confere movimentagdo a bactéria em forma de “saca rolha” ou “vai e vem” (Humphrey; O’

Brien; Madsen, 2007).

Figura 1 - Ciclo e fontes de transmissdo da infeccdo por Campylobacter spp.

Fonte: Igwaran; Okoh, 2019

O microrganismo pode ser cultivado em pH que varia de 6,5 a 7,5 e temperatura entre
37°C e 42°C (Silva, et al., 2011), desta forma Campylobacter spp. sdo considerados
microrganismos termofilos e as aves tém sido amplamente consideradas como hospedeiros
naturais desses microrganismos. Eles s@o incapazes de crescer em temperaturas acima de 55°C
ou abaixo de 30°C (Facciola et al., 2017). As espécies patogénicas para os seres humanos
possuem melhor crescimento a 42° C e sdo denominadas termofilos ou termotolerantes
(Humphrey; O’ Brien; Madsen, 2007). Possuem um bom crescimento em atividade de agua de
0,997 e ndo crescem em atividade de agua inferior a 0,987 (Silva et al., 2011). Adicionalmente,
ndo crescem em meios com concentragdo acima de 3,5% de cloreto de sodio ou a 25°C, além

disso sdo microaeroéfilos, o que faz com gque necessitem de pequenas quantidades de oxigénio
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(3 a 6%) e concentracdo de 2 a 10% de dioxido de carbono para seu desenvolvimento
(Humphrey; O’ Brien; Madsen, 2007).

A carne de aves cruas parece ser uma fonte de contaminacdo de Campylobacter spp.,
uma vez que a bactéria pode viver nos intestinos de aves saudaveis, sendo também encontrado
em suinos e bovinos. O consumo de carne de frango cozida de forma inadequada ou alimentos
prontos para consumo que estiveram em contato com a carne de frango crua (contaminagéo
cruzada), € a fonte mais comum de infecgdo (EFSA, 2021). Em suas avalia¢des, a EFSA (2021)
considera que frangos e carne de frango podem responder diretamente por 20 a 30% dos casos
humanos. Campylobacter jejuni e Campylobacter coli sdo responsaveis em cerca de 90% de
todas as campilobacterioses diagnosticadas em humanos na Unido Europeia (Bolton, 2015),
sendo uma das mais comuns gastroenterites bacterianas humanas no mundo desenvolvido e séo
responsaveis por mais de 95% da campilobacteriose humana (Garcia-Sanchez et al., 2017).

Campylobacter spp. esta entre os "patdgenos prioritarios" que representam a maior
ameaca a saude humana, para 0s quais novos antibidticos sdo urgentemente necessarios
(EFSA/ECDC, 2018). A patogénese da infeccdo por Campylobacter spp. é complexa e mal
compreendida (Koolman et al., 2015) sendo a principal causa de gastroenterite em todo o
mundo e é um dos agentes causadores mais difundidos de doencas infecciosas do século
passado (Karki. Wells; Fakhr, 2019).

2.4 Campilobacteriose

Globalmente, Campylobacter spp. é a principal causa de gastroenterite bacteriana
(Alaboudi et al., 2020). A campilobacteriose humana é uma gastroenterite autolimitante que
dura aproximadamente cinco a sete dias e € caracterizada por diarreia agquatica e as vezes
sangrenta, febre, colicas abdominais e vomitos (Skarp; Hanninen; Rautelin, 2016).
Complicacbes graves pos-infeccdo podem ocorrer, tais como artrite reativa, bacteremia e
sindrome de Guillain-Barré (Theoret et al., 2012). Embora a maioria dos casos de
campilobacteriose seja autolimitante com a dose infecciosa tdo baixa quanto 500 a 800
bactérias, ela representa uma causa significativa de satde publica (Huang et al., 2015).

Considerada a infeccéo gastrointestinal mais comumente relatada em humanos na Uniéo
Europeia, e assim tem sido desde 2005. Em 2019, o numero de casos confirmados de
campilobacteriose humana foi de 220.682, correspondente a uma taxa de notificagcdo de 59,7
por 100.000 habitantes, o que é uma diminuicdo em 6,9% em comparacdo com a taxa em 2018
que foi de 64,1 por 100.000 habitantes (EFSA, 2021). Ao contrario dos paises europeus, 0S


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002016310449#bib8
https://www-sciencedirect.ez45.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0023643821009841?via%3Dihub#bib5
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002016310449#bib38
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0740002016310449#bib41
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713517301536#bib9

21

relatos sobre campilobacteriose humana em paises asiaticos, incluindo a Coreia do Sul, sdo
limitados, possivelmente devido a baixa prevaléncia de doencas ou a natureza esporédica das
infeccbes (Kim et al., 2019). Apesar da alta incidéncia de Campylobacter spp. em todo o
mundo, os fatores microbianos que levam a colonizagéo intestinal e a patogénese desta espécie
ndo foram completamente caracterizados até o0 momento (Gao et al., 2017).

Embora o Brasil permanega sendo o maior exportador de carne de aves do mundo
(ABPA, 2023) a campilobacteriose é uma doenca negligenciada e ndo ha dados suficientes para
estimar a incidéncia desse patdégeno no pais (Biasi et al., 2011). No Brasil, como na maioria
dos paises em desenvolvimento, sdo escassos 0s estudos e os dados epidemiolégicos sobre
campilobacteriose. Provavelmente isso ocorra porque 0s programas nacionais de vigilancia
alimentar ndo incluem a analise de Campylobacter spp., sendo dificil estimar a extensdo da
doenca (Silva et al., 2018). A partir do Memorando N° 06/2018 (Brasil, 2018), o Brasil passou
a exercer um controle de Campylobacter spp. em carne de frango apenas para abatedouros que
exportam para Europa, na qual necessitam cumprir ciclos de controle de Campylobacter spp.
que contemplem o Regulamento (UE) 2017/1495 (Comissao Europeia, 2017).

A maioria dos esforcos para reduzir os casos de campilobacteriose esta focada no
controle de Campylobacter spp. na cadeia de producdo de carne de frango, uma vez que 0 risco
de campilobacteriose humana estd associado a carne de frango altamente contaminada
(Calloicot et al., 2008). Aves de criagdo industrial sdo o principal contribuinte para a
campilobacteriose humana e ainda é uma das doencas pandémicas mais infecciosas e uma
ameaca previsivel para os consumidores nos proximos anos (Myintzaw; Jaiswal; Jaiswal,
2021).

2.5 Mecanismos de viruléncia

O esforco para reduzir as infeccbes por Campylobacter spp. em humanos esta
diretamente ligado a uma melhor compreensdo dos mecanismos de viruléncia deste patdogeno
(Dasti et al., 2010). No entanto, pouco se sabe sobre os fatores de viruléncia
de Campylobacter spp. (Wafaa; Mekky; Enany, 2019), embora alguns genes tenham sido
reconhecidos como responsaveis pela expressao da patogenicidade (Oliveira et al., 2019).

Campylobacter spp. tem um mecanismo complexo e ndo completamente conhecido de
sobrevivéncia para conquistar as barreiras do hospedeiro e causar doengas em humanos (Silva
et al., 2018) e sdo reconhecidos como principais fatores de viruléncia a adesao e invasdo de

células epiteliais do hospedeiro e a producdo de toxinas (Ferrero; Lee, 1988). A adesdo as
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células epiteliais é a etapa inicial para que ocorra a infeccdo. Elementos estruturais como o
flagelo, algumas proteinas da membrana externa e lipossacarideos permitem a travessia do
muco intestinal e adesdo da bactéria a célula epitelial por meio de adesinas presentes nesses
elementos (Fernandez, 2008).

Campylobacter spp. abriga diversos genes relacionados a viruléncia responsaveis por
sua motilidade, aderéncia celular, colonizacdo, invasdo, absor¢do de ferro, producdo de
citotoxinas, secrecdo e expressdo da sindrome de Guillain-Barré (Koolman et al., 2015). Apds
ingestdo, Campylobacter spp. atinge a parte inferior do trato gastrintestinal e invade as células
epiteliais no ileo distal e no célon, resultando em danos celulares e inflamacéo grave. Os passos
na patogénese (Figura 2) incluem primeiro a quimiotaxia e motilidade, posteriormente a
aderéncia, invasao e crescimento dentro do vacuolo, e no final, producéo de toxinas citoletais
(CDT). Como resultado, os danos celulares e a inflamacéo levam a perda de fluidos e diarreia
(Bhunia 2008, p. 220).

Figura 2 - Passos da patogénese do Campylobacter spp. em células danificadas.
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(Fonte: Bhunia 2008, p. 220)

Semelhante a outras bactérias gram-negativas, Campylobacter spp. tem a capacidade de
produzir uma variedade de toxinas, como as toxinas distensoras citoletais (CDT) pertencentes
a multiplas subunidades de uma familia de citotoxinas proteicas termolabeis (CdtA, CdtB
e CdtC) (Ghorbanalizadgan et al., 2019); no entanto, a extensdo de sua contribuicdo para a
patogénese e viruléncia de Campylobacter spp. ndo é totalmente compreendida. O CdtB € a

subunidade ativa, mas para que a toxina esteja funcionalmente ativa, todos os trés produtos
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genéticos (CdtA, CdtB e CdtC) sdo necessarios (Koolman et al., 2016). Sabe-se que a CDT
perturba a maturagdo de células criptograficas em células epiteliais funcionais de vilosidades,
cessando assim temporariamente a fungéo de absorcéo para induzir a diarreia (Bhunia 2008, p.
221).

A resisténcia antimicrobiana em cepas de Campylobacter spp. provenientes de
alimentos de origem animal tornou-se uma grande preocupacao de salde publica, e ha uma
clara correlacdo entre o uso de antimicrobianos na producédo animal e cepas resistentes isoladas
em humanos (Wieczorek; Osek, 2013). Um numero crescente de isolados de Campylobacter
spp. tem desenvolvido resisténcia as fluoroquinolonas nos ultimos anos limitando seu uso para
o tratamento de campilobacteriose (Shen et al., 2018). Isso é preocupante, uma vez que as
fluoroquinolonas incluem os antimicrobianos mais usados para tratamento de diarreia

bacteriana aguda (Lovine, 2013).

2.6 Prevaléncia de Campylobacter spp. em carne de aves

Muitas espécies de aves domésticas tais como galinhas, perus, patos, gansos e aves
selvagens estdo frequentemente infectadas com Campylobacter spp. termdfilos, principalmente
Campylobacter jejuni e Campylobacter coli (Sahin et al., 2015). Os patégenos tém sido
extensivamente estudados em galinhas, mas pouca informacdo estad disponivel para perus
(Crespo et al., 2016). Apesar do aumento da producdo e do consumo de carne de peru nos
ultimos anos e das altas prevaléncias de Campylobacter spp. (65,3 %) detectadas em carne de
perus comerciais na Europa (EFSA & ECDC, 2017), a maioria das pesquisas sobre
epidemiologia de Campylobacter spp. tem focado principalmente na producdo de frangos de
corte (Skarp; Hanninen; Rautelin, 2016) e as fontes de contaminacdo de carcacgas de peru sdo
semelhantes as de frango, entretanto, os relatos sobre o envolvimento da carne de peru em
doencas veiculadas por alimentos e seu risco a satde publica sdo escassos (Silva; Vidal; Junior,
2017).

Szosland-Fattyn et al. (2018) avaliaram a prevaléncia de Campylobacter spp. na carne
de aves polonesa, onde foi isolado de 64% da carne de aves avaliada. Dentro dos tipos de carne
testada, a maior prevaléncia de Campylobacter spp. foi encontrada em carne de pato (80%),
seguido por frango (70%), ganso (60%) e peru (38%).

Nos Estados Unidos, através do Food Safety and Inspection Service (EUA, 2021) possui
um programa de monitoramento de Campylobacter spp. em aves que contempla frangos e

perus. Na Europa ndo foram encontrados programas que monitorem Campylobacter spp em
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carne de peru, apenas carne de frango através do Regulamento (UE) 2017/1495 (Comissédo
Europeia, 2017). No Brasil também ndo existe programa nacional para controle de
Campylobacter em aves, porém € exigido o atendimento ao Regulamento (UE) 2017/1495
(Comisséo Europeia, 2017) para os abatedouros frigorificos de frango que estdo habilitados a

exportarem para Europa.

2.7 Efeitos da sazonalidade climatica para incidéncia de Campylobacter spp.

De acordo com Smith et al. (2019), a literatura recente sugere que o clima pode
desempenhar um papel na prevaléncia dos patégenos E. coli, Salmonella spp. e Campylobacter
spp. ao longo da cadeia alimentar. A sazonalidade parece desempenhar um papel significativo
na contaminacao de Campylobacter spp. e ha uma associacdo estatistica com a temperatura em
uma variedade de escalas entre as configuracdes de produtos (Smith et al., 2019).

Campylobacter spp. é sensivel as condi¢cGes secas, a alta umidade relativa e/ou
precipitacdo contribui para a sobrevivéncia de Campylobacter spp. no ambiente (Patrick,
2004). Segundo Semenza, et al. (2012), tendéncias sazonais também foram identificadas para
doencas atribuidas para Campylobacter spp. e Salmonella spp., que tém sido mostradas
elevacdes de pico durante os meses de verdo em paises de clima temperado ao redor do mundo.
A colonizacéo de lotes de frangos de corte com Campylobacter spp. aumenta rapidamente com
0 aumento das temperaturas. O risco de campilobacteriose esta positivamente associado a
temperaturas sazonais médias, embora a forca da associacdo ndo seja consistente em todos 0s
estudos (ECDC, 2022).

Em pesquisa realizada por Smith et al. (2019), a relagdo sazonal mais forte entre 0s
patdgenos investigados e o clima foi observada para Campylobacter spp. Esse achado foi
observado entre amostras de carne de frango e de suinos em ambientes de varejo e abatedouros
frigorificos. Ishihara et al. (2017), concluiram em sua pesquisa que a alta temperatura € a
umidade do ar promovem a colonizac¢do de Campylobacter spp. em frangos de corte no Japéo.
Em frangos criados durante periodos de temperatura crescente, a alta temperatura do ar
aumentou a colonizagdo de Campylobacter spp. independentemente da idade das aves.

Estudo realizado por Kalupahana et al. (2018) em Sri Lanka demonstrou que 0s niveis
de contaminacao de Campylobacter spp. de frangos de corte no abate apresentaram correlagdes
significativas com variaveis meteoroldgicas como temperatura, chuva e umidade relativa, com

alguns limiares para efeitos diferenciais (lineares e ndo lineares) dessas variaveis
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meteoroldgicas, sugerindo que eles podem influenciar o potencial de Campylobacter spp. para

colonizar seu hospedeiro preferido e/ou sobreviver no ambiente.

2.8 Processos tecnoldgicos que mitigam Campylobacter spp.

Perus e outros animais sdo reservatorios para Campylobacter spp. por infeccdo
assintomatica no trato gastrointestinal. As fontes de contaminacéo fecal nas carcacas do peru
sdo semelhantes as descritas para aves de criacdo industrial durante o processamento,
principalmente na etapa de escaldagem e evisceracdo (Pacholewicz et al., 2016). As rotas de
transmissdo de Campylobacter spp. em granjas de peru permanecem amplamente
desconhecidas. Consequentemente, estratégias eficazes de prevencao e controle ainda ndo estédo
disponiveis. Por isso é necessaria uma melhor compreensdo das fontes e rotas de transmisséo
de Campylobacter spp. em granjas de criagdes comerciais de peru (Piccirillo et al., 2018).

Os processos de congelamento e refrigeracdo sdao os métodos comuns utilizados para
proteger os alimentos, diminuindo o crescimento dos microrganismos que causam doencas
veiculadas por alimentos (Albrecht et al., 2019; Hammad et al., 2019), sendo os métodos mais
utilizados para conservar a carne. Manter carcacas de aves em um estado congelado é conhecido
por reduzir a contagem de Campylobacter spp. (Burffot et al., 2016). O relatério da EFSA
(EFSA, 2011), descreve que o0 armazenamento congelado diminui o numero
de Campylobacter spp. em 1 logio depois de alguns dias e por aproximadamente 2 logio depois
de 3 semanas.

Segundo Gouvéa et al. (2016), a contagem de microrganismos aerobios mesofilos € um
dos indicadores mais importantes para avaliar o frescor da carne. As bactérias geralmente
precisam de tempo e condicdes ideais, como fonte de energia, oxigénio, umidade relativa e
temperatura adequada para sobreviverem e se reproduzirem. O crescimento dos
microrganismos desacelera em temperatura de refrigeracdo. Da mesma forma, o congelamento
também interrompe o crescimento do microrganismo até certo ponto, mas a eliminagédo
completa de microrganismos nao é possivel especialmente para bactérias formadoras de esporos
(Gouvéa et al., 2016).

Em estudo realizado por Alter et al. (2005), durante o processo de congelamento
diversos fatores incluindo a formacdo do gelo e a desidratacdo levam a injaria do
microrganismo, além do estresse oxidativo, que pode levar a morte da célula, reduzindo
significativamente sua sobrevivéncia no alimento. Microrganismos termofilos e alguns

mesofilos tém seu crescimento diminuido a partir da reducdo da temperatura do ambiente. A
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imobilizacdo da &gua na forma de gelo e 0 aumento na concentracdo de solutos reduzem a
atividade de &gua diminuindo a possibilidade de crescimento microbiano (Bhaduri; Cottrell
2004).

Coombs et al. (2017) em seu estudo, indica que o nimero de bactérias diminuiu no
congelamento de carnes com o aumento do periodo de armazenamento. Embora a queda de
temperatura tenha efetivamente reduzido a populacdo da maioria dos microrganismos, a
presenca de bactérias resistentes ao frio ativas a baixa temperatura pode causar deterioragdo nos
alimentos, resultando em perdas econémicas e ameacando a satde dos consumidores (Stahl et
al., 2015). O congelamento de carcagas de aves positivas para Campylobacter spp. sugere

proporcionar beneficios para a reducéo do patdégeno (Georgsson et al., 2006).

2.9 Métodos de ensaio para quantificacdo de Campylobacter spp. e suas variaveis

A quantificacdo de Campylobacter spp. é desafiadora e uma das principais razfes é o
fato de que esse agente perde a viabilidade de cultivo bacteriano devido ao estresse pelo frio ou
de oxigénio durante o armazenamento da carne no varejo (Pacholewicz et al., 2018). Embora a
metodologia de cultura convencional continue sendo um pilar para a deteccdo e quantificacdo
de Campylobacter spp., a consisténcia e a confiabilidade em vérias matrizes de producgdo de
aves sdo problematicas. Devido a variabilidade nos fenotipos e genotipos das espécies de
Campylobacter spp., caracterizacbes mais informativas sdo necessarias para fornecer uma
avaliacdo mais completa do potencial de risco (Ricke et al., 2019).

Embora demorado, 0 método de enumeragdo em placas é o padrdo de referéncia para
enumeracdo de Campylobacter spp. em pele de frango. No entanto, nem todas as células podem
ser recuperadas por técnicas de cultivo convencionais devido a requisitos especiais de
crescimento (Papic et al., 2017). O isolamento de Campylobacter spp. deve ser mais preciso do
que para 0s outros patdgenos transportados por alimentos devido a sua alta sensibilidade ao
oxigeénio e aos radicais oxidantes, a atividade da agua, as mudancas de temperatura e a presenca
de formas viaveis, mas ndo cultivaveis (Silva et al., 2011).

A eficiéncia da quantificacdo dependente do cultivo é influenciada pelas condigdes de
crescimento e pelo estado fisioldgico das bactérias que impactam sua capacidade de crescer em
uma placa como Unidades Formadores de Col6nias - UFC (Kriger et al., 2014). Recentemente
algumas publicacbes tem demonstrado que a auséncia de Unidades Formadoras de Col6nias
(UFC) em determinadas condicgdes laboratoriais ndo reflete necessariamente a auséncia de

capacidade de crescimento ou potencial infeccioso (Baffone et al., 2006; Chaisowwong et al.,
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2012; Wulsten; Galeeu; Stingl, 2020). No entanto, o uso de métodos de detec¢do e quantificacdo
validados € absolutamente necessario para o cumprimento harmonizado e legal (Stingl et al.,
2021).

Outra limitacdo importante da quantificacdo de patdgenos em amostras naturalmente
contaminadas, como pele de pescogo de frango, € a baixa concentracao de organismos alvo que
podem impedir a detec¢édo e quantificagdo confidveis (Papic et al., 2017), no entanto 0s métodos
moleculares de identificacdo e deteccdo de patdgenos veiculados por alimentos tornaram-se
mais sensiveis a medida que dados gendmicos abrangentes continuam a ser gerados a partir de
patdgenos veiculados por alimentos (Baker et al., 2016).

Segundo Eberle e Kiess (2012), os métodos tradicionais de cultura microbioldgica
evoluiram ao longo do tempo para incluir o uso de meios seletivos, a otimizacao das condicdes
de crescimento e do apoio de antibidticos para reduzir espécies de microrganismos
acompanhantes. As diretrizes de uso de meios exigem a temperatura elevada de incubacao
(42°C) e uma atmosfera de microaerofilia para favorecer o crescimento do Campylobacter spp.
termofilo. Além disso, podem ser empregados varios antibioticos que reprimem o crescimento
de espécies que ndo sdo do género Campylobacter, a0 mesmo tempo em que apoiam 0
crescimento de isolados de Campylobacter spp. naturalmente resistentes a antibiéticos (Eberle;
Kiess, 2012).

Novas tecnologias de testes bacteriol6gicos com maior rendimento foram recentemente
introduzidas, entre outras, pelas industrias alimenticias e cosméticas como forma de intervir
mais rapidamente em sua cadeia produtiva através de métodos com resultados mais rapidos
(Yossaet al., 2019). Os resultados dos métodos de referéncia para enumeragao do nimero mais
provavel (NMP) nos alimentos sdo geralmente considerados precisos em comparagao com 0S
resultados obtidos com métodos de referéncia padrdo em baixos niveis de contaminacdo. O
sistema TEMPO® elimina as desvantagens da metodologia do nimero mais provavel (NMP) e,
ao mesmo tempo, permite resultados precisos em UFC/g (Torlak; Akan; Gokmen, 2008).

Comparaveis as técnicas tradicionais de microbiologia e enriquecimento, 0os métodos
moleculares tém o potencial de ter maior sensibilidade e especificidade, bem como a velocidade
de obtencgdo de dados (Ricke et al., 2019). O PCR em tempo real foi descrito como um dos

métodos mais sensiveis para a deteccdo de Campylobacter spp. (Reis et al., 2018).
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2.9.1 Metodologia de referéncia para quantificacdo de Campylobacter spp.

O método de referéncia para deteccdo de Campylobacter spp. é geralmente projetado
com plagueamento em agar especifico apos etapa de enriquecimento seletivo, apesar das opcoes
refinadas para o isolamento do microrganismo, permanecem desafios que reduzem a eficiéncia
dessas metodologias (Al et al., 2019). Ao contrério de outros patdgenos veiculados por
alimentos como Salmonella spp., Campylobacter spp. exibe caracteristicas fisioldgicas e
metabolicas dindmicas e maleaveis que podem interferir ativamente na sensibilidade e
especificidade dos métodos dependentes da cultura (Al et al., 2019).

O crescimento excessivo da microbiota competitiva em placas de &gar Modified
Charcoal Cefoperazone Deoxycholate (mCCD) ap6s 0 enriquecimento pode causar uma
confirmacdo falso-negativa de uma amostra positiva. Portanto, no caso de amostras contendo
um alto nivel de microbiota de fundo, como produtos de carne de frango, é recomendado o0 uso
de um método de enriquecimento e plaqueamento direto em paralelo para obter a melhor
estimativa da prevaléncia de Campylobacter spp. (Repérant et al., 2016). A atmosfera
microaerobica para incubacdo de Campylobacter spp. é descrita como tendo um teor de
oxigénio de 5% + 2%, diéxido de carbono 10% + 3%, hidrogénio opcional <10%, com o
equilibrio de nitrogénio (Biesta-Peters et al., 2019). Estudo colaborativo realizado por Biesta-
Peters et al. (2019) fornece dados sobre a aceitabilidade do protocolo, conforme descrito na
metodologia de referéncia ISO 10272-2:2017, para a enumeracdo de Campylobacter spp. em
diferentes matrizes.

Embora demorado, 0 método de enumeragdo em placas é o padrdo de referéncia para
contagem de Campylobacter spp. em pele de frango. No entanto, nem todas as células podem
ser recuperadas por técnicas de cultivo convencionais devido a requisitos especiais de
crescimento e estado de células vidveis, mas ndo cultivaveis (VMNC). Outra limitacédo
importante do método de contagem de placas é a incapacidade de distinguir entre diferentes
especies do microrganismo alvo, sem aplicacao de etapas adicionais de identificacdo (Papic et
al., 2017).

No ambito da legislagdo de higiene alimentar, a Unido Europeia (UE) faz a
recomendacdo de métodos validados padronizados que sdo referidos na legislacdo, a fim de
apoiar a politica alimentar da UE. O Regulamento (CE) 2073/2005 (Comisséo Europeia, 2005),
sobre critérios microbioldgicos para alimentos contém disposi¢cdes que requerem o uso de
métodos analiticos padrdo na cadeia alimentar. Em 2017 este regulamento foi alterado pelo

Regulamento (UE) 2017/1495 (Comisséo Europeia, 2017) no qual recomenda que para o ensaio
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de Campylobacter spp. seja utilizada a metodologia de referéncia ISO 10272-2, que tem por
objetivo quantificar Campylobacter spp. termotolerantes relevantes para a salide humana.

O método I1SO 10272-2:2017 consiste inicialmente com a pesagem de uma aliquota de
amostra para que possa ser diluida na proporcéo de 1:10 para dilui¢do inicial em agua peptonada
tamponada a 1%. Uma porg¢do de 1mL da amostra é inoculada sobre agar mCCD e incubada a
41,5°C em ambiente de microaerofilia por 48 horas. Apds incubagéo as col6nias suspeitas sao
repicadas em 4gar sangue e submetidas ao teste de oxidase. Sendo oxidase positivo é dada
continuidade das confirmaces através dos testes de motilidade, morfologia e de aerobiose ou,

com confirmacdes diretas das colbnias via PCR.

2.9.2 Meétodo automatizado TEMPQ®

Novas tecnologias para testes bacteriolégicos com maior rendimento foram
recentemente introduzidas, entre outras, pelas inddstrias alimenticias e cosméticas como forma
de intervir mais rapidamente em sua cadeia produtiva (Yossa et al., 2019). Os resultados dos
métodos tradicionais de enumeracdo do numero mais provavel (NMP) nos alimentos séo
geralmente considerados precisos em comparagdo com os resultados obtidos com métodos de
referéncia em baixos niveis de contaminac&o. O sistema TEMPO® elimina as desvantagens da
metodologia do NMP tradicional e, a0 mesmo tempo, permite resultados precisos em UFC/g.
O niimero de tubos miniaturizados nos cartdes TEMPO® aumenta as faixas de enumeracéo e a
precisdo dos resultados em comparagcdo com uma metodologia tradicional de NMP. Assim, o
sistema TEMPO® pode fornecer resultados ao longo de uma ampla faixa de enumeracéo
(Torlak; Akan; Gokmen, 2008).

Baseado na técnica de NMP, o sistema TEMPO® é composto por um cartdo, um frasco
contendo meio de cultura e um indicador fluorescente. As amostras sdo adicionadas a frascos
de meio desidratado e introduzidas nos cartbes em uma camara de vacuo automatizada
(TEMPO® Filler) onde o meio inoculado é transferido automaticamente para o cartdo contendo
48 pocos de trés volumes diferentes (16 x 225uL, 16 x 22,5uL e 16 x 2,25uL). Os cartdes séo
entdo removidos da camara de vacuo e incubados conforme apropriado para cada
microrganismo. Durante a incubagdo o microrganismo hidrolisa o substrato presente no meio
de cultura, produzindo assim um sinal fluorescente que ¢é detectado pelo TEMPO® Reader que
calcula o nimero de pocos positivos e expressa os resultados em UFC/g (Torlak; Akan;
Gokmen, 2008; Owen; Willis; Lamph, 2010).
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O sistema TEMPO® é um equipamento facil de usar com minimizacéo e simplificacdo
das etapas subsequentes de analise. A separacao da estacao de preparacgdo e da estacdo de leitura
garante as operacdes de segurancga engquanto trabalha com material potencialmente contaminado
(Kunicha, 2007). Estudo direcionado por Yoruk (2018), descreve que a vantagem mais
importante do método TEMPO® em comparacdo com as metodologias de referéncia é o
fornecimento de resultados em um tempo menor. Além disso, 0 tempo gasto para 0
processamento das amostras pela equipe é significativamente menor se comparado ao método
NMP.

Estudo realizado por Owen, Willis e Lamph (2010), relatam que o TEMPO® EB é um
método adequado para a analise de Enterobacteriaceae em alimentos de rotina, laticinios e
amostras ambientais. O sistema TEMPO® é cada vez mais utilizado na industria alimenticia,
gue aproveita seu processo semiautomatizado, com scanner de amostras embutido para fins de
rastreabilidade e sua velocidade em alcancar a contagem bacterioldgica e identificacdo sem
testes adicionais de identificacdo (Tallent; Hait; Ferguson, 2018).

O cartdio TEMPO® CAM é uma das opcdes para ensaio de quantificacio de
Campylobacter spp. e tem por objetivo quantificar Campylobacter spp. termofilos. O cartdo é
composto por um frasco de meio de cultura para a contagem do microrganismo teste. Uma
aliquota da amostra é adicionada ao meio de cultura e a mistura é transferida para o cartdo que
contém 48 pocos equivalentes a 3 dilui¢bes que correspondem aos volumes de 2,25, 22,5 e 225
pL. O cartdo é selado automaticamente e posteriormente incubado em ambiente de
microaerofilia. No decorrer da incubacdo, 0s microrganismos presentes na amostra degradam
0 substrato do meio de cultura permitindo o aparecimento de um sinal fluorescente detectado
pelo sistema TEMPO® Reader. De acordo com o nimero de pogos positivos, o sistema
TEMPO® quantifica em UFC/g o nimero de microrganismos presente inicialmente na amostra
através de um céalculo do software do sistema TEMPO®, ndo havendo necessidade de

confirmacdes adicionais.

2.9.3 Método PCR em tempo real (rtPCR)

Comparaveis as técnicas tradicionais de microbiologia e enriquecimento, 0os métodos
moleculares tém o potencial de ter maior sensibilidade e especificidade, bem como a velocidade
de obtencédo de dados (Ricke et al., 2019). Dentre as técnicas baseadas em biologia molecular,
a PCR (Reagdo em Cadeia de Polimerase) trouxe enormes beneficios e desenvolvimentos

cientificos, demonstrando ser um excelente caminho para a rapida deteccdo de patdgenos, até



31

mesmo aqueles de dificil cultivo (Valones et al., 2009). A PCR é um processo de replicacao de
DNA que permite a amplificacdo exponencial do DNA alvo na presenca de primers de
oligonucleotideos sintéticos e uma polimerase de DNA termoestavel (Wang; Lai-King;
Farber, 2001).

Ensaios de reacdo em cadeia de polimerase tém sido rotineiramente utilizados para
deteccdo rapida, identificacdo e diferenciacdo de patdgenos veiculados por alimentos. Eles tém
sido utilizados em areas como clonagem de DNA, diagndstico de doencas hereditarias e
infecciosas, identificacdo de impressGes genéticas e deteccdo e diagndstico de doencas
infecciosas. A técnica de PCR desempenha um papel importante na identificacdo de cepas
bacterianas tipicas que existem em formas cocoides viaveis, mas ndo cultivaveis (por
exemplo, Campylobacter spp.) que muitas vezes sdo perdidas pelo método de referencia
(Magistrado; Garcia; Raymundo, 2001).

O uso de PCR também evita situacdes em que caracteristicas fenotipicas sdo ambiguas
e interpretadas erroneamente, como por exemplo, a ocorréncia de cepas Campylobacter
jejuni negativas (Adzitey; Corry, 2011). A introducdo e o desenvolvimento de métodos
moleculares como a PCR aumentaram as capacidades diagndsticas da inddstria alimenticia para
identificar a presenca de patdgenos veiculados por alimentos durante a producdo de aves (Ricke
et al.,2019).

A técnica de PCR tornou-se muito difundida e bastante utilizada para o diagndstico
laboratorial de Campylobacter spp., principalmente pelas vantagens da alta sensibilidade e
especificidade, além da facilidade de sua execucdo. Nesta técnica, sequencias pré-determinadas
de DNA podem ser amplificadas em milhdes de cdpias pelo uso de dois fragmentos especificos
e complementares de DNA denominados iniciadores ou primers (Butzler, 2004), no entanto, a
incapacidade de diferenciar entre células viaveis e mortas, dificulta seu uso na industria
alimenticia (Ricke et al., 2019).

Derivado da PCR convencional, a rtPCR demonstra-se como uma inovacao tecnoldgica
e vem conquistando espaco nos diagnosticos clinicos e nos laboratorios de pesquisa por
apresentar a capacidade de gerar, além de resultados qualitativos e quantitativos, uma opcao
mais rapida e precisa (Valones et al., 2009).

PCR em tempo real é um processo de reacdo em cadeia de polimerase no qual o DNA
alvo é amplificado e quantificado simultaneamente dentro de uma reacdo. A rtPCR emprega
conjunto de primer especifico, uma ou duas sondas e/ou corante fluorescente para melhorar os
sinais de deteccdo (Dhanasekaran; Doherty; Kenneth, 2010; Shi; Long; Suo, 2010). O DNA
amplificado é detectado em tempo real a medida que a reacdo progride em vez de ser no final
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da reacdo. A rtPCR reduz o tempo de deteccdo em comparacdo com o PCR padrdo e pode
determinar o numero absoluto ou relativo de bactérias em varias amostras (Shi; Long;
Suo, 2010). Além disso, ndo ha processamento de produtos apos PCR, leva a alto rendimento e
reduz o risco de contaminacdo de amplicons nos ambientes laboratoriais (Wong;
Medrano, 2005; Shi; Long; Suo, 2010).

Segundo Pacholewicz et al. (2018), a rtPCR apresenta sensibilidade suficiente para ser
aplicado a quantificacdo de 20 a 40 células viaveis/ml em agua de lavagem de frango. A rtPCR
foi descrito como um dos meétodos mais sensiveis para a deteccdo de Campylobacter spp.
(Reis et al., 2018), no entanto, o uso rotineiro da metodologia é particularmente dificil nos
paises em desenvolvimento, onde representa um custo importante que ndo pode ser suportado
por todos os laboratorios.

Perdoncine et al. (2022), indicam que na microbiologia convencional, o NMP e a rtPCR
apresentam resultados semelhantes e podem ser utilizados para monitorar a presenga
de Campylobacter spp. em abatedouros frigorificos. Independentemente do método escolhido
pela industria avicola, os métodos e protocolos especificos precisam ser escolhidos com base
em matrizes alimentares, conveniéncia, tempo e custo (Ricke et al.,2019).

O método rtPCR da Biotecon® consiste inicialmente com a pesagem de uma aliquota de
amostra na proporc¢do de 1:10 para diluicdo inicial em &gua peptonada onde é retirada uma
aliquota para extracdo do DNA. A amostra extraida é adicionada ao primer especifico e levada
ao termociclador para amplificacdo juntamente com os padrGes de quantificacdo Foodproof
Biotecon® que irdo gerar a curva padrdo. O resultado da amostra é plotado sobre a curva padrio
para que o software possa quantificar qualquer espécie de Campylobacter presente na amostra.
Simultaneamente durante o processo de quantificagdo do microrganismo, o mesmo Kit detecta
a presenca de espécies de Campylobacter termotolerantes de maior relevancia para saude
publica, possibilitando a detec¢do de Campylobacter coli, Campylobacter lari, Campylobacter

jejuni e Campylobacter upsaliensis.
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4 CONCLUSAO

Em resposta aos objetivos do presente estudo, a partir do artigo | € possivel concluir que
0s niveis de contaminacdo por Campylobacter spp. da carne de peru resfriada e congelada foram
baixos. A avaliacdo da temperatura de armazenamento da carne de peru permitiu concluir que
0 congelamento favoreceu para redugdo do microrganismo em decorréncia da utilizacdo de
amostras pareadas. O efeito da sazonalidade climética ndo foi conclusivo porque durante o
periodo do verdo o microrganismo ndo foi quantificado e nas demais estacdes por terem
apresentado baixa frequéncia de contaminacdo, sendo necessaria uma avaliagdo por um periodo
maior. A partir do artigo 11 foi possivel concluir que a metodologia TEMPO® com o uso do kit
TEMPO® CAM ao ser comparada com a metodologia de referéncia através dos testes de
Kruskal-Wallis e Bland-Altman ndo apresentou resultados satisfatorios em nenhuma das
avaliaces e por isso ndo € recomendada para uso em matriz de carne de peru. Na comparacéao
do rtPCR Biotecon® o desempenho foi satisfatdrio ja que ocorreu uma boa correlago de dados
especialmente aos que ndo obtiveram quantificacdo e seu uso é recomendado para matriz de
carne de peru, porém por ter apresentado uma condicdo limitada de quantificacdo na faixa
exponencial de 102 UFC/g, é um fator limitante que necessita ser avaliado pelo usuario antes
da implantagdo. Como medida de seguranca e confiabilidade, é sugerido que amostras com
quantificacdo de Campylobacter spp. no rtPCR sejam confirmadas posteriormente pela

metodologia de referéncia.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo fornece dados primordiais sobre os niveis de contaminagdo de
Campylobacter spp. em cortes de carne de peru resfriados e congelados. Os dados e as
informagdes apresentadas poderéo ser Uteis para 0 gerenciamento de risco na industria avicola
(perus de corte criados em sistema intensivo), dando énfase a carne de peru que ainda € pouco
estudada, e para orgaos regulamentadores que fiscalizam e aplicam a legislacdo vigente de
higiene alimentar em nivel nacional. Para o Ministério da Agricultura e Pecuaria que ja possui
0 programa de monitoramento de Campylobacter spp. em carne de frango, ao pretender
expandir um controle futuro em outras cadeias de producédo, podera utilizar este estudo como
uma base de dados para a definicdo de diretrizes do respectivo controle.

Apesar do baixo indice de quantificacdo de Campylobacter spp. encontrados nos cortes
de peru estudados, a presenca do patdégeno ndo pode ser subestimada. Por fornecer risco aos
consumidores, principalmente por contaminagdo cruzada com alimentos que seréo consumidos
crus, € recomendavel que seja realizada uma avaliacdo mais abrangente de toda cadeia
produtiva de perus para um mapeamento dos pontos mais criticos que possam ameagcar as atuais
condigdes higiénico sanitérias que a industria vem mantendo. Também é importante avaliar 0s
niveis de contaminacdo nas carcacgas de peru antes e apds o periodo de resfriamento em camara
fria por ser uma das possiveis etapas com influéncia positiva para reducdo do microrganismo
antes da carcaca de peru ser cortada e embalada.

Os préximos passos para a continuidade dos estudos estdo na busca por mais
metodologias alternativas que possam ser fidedignas a metodologia de referéncia, por serem
fundamentais para celeridade dos resultados, facilitam e aumentam a capacidade analitica
permitindo que ac¢Bes no processo fabril possam ser planejadas com maior antecedéncia em
casos de resultados insatisfatorios, aléem de contribuirem diretamente com as operacoes
logisticas da industria. As metodologias alternativas principalmente o rtPCR sdo uma tendéncia
que vem crescendo a cada ano e para isso € necessario continuar buscando alternativas que
possam estar atendendo os limites de quantificacdo mais proximos das metodologias de
referéncia para garantir uma equivaléncia mais adequada.

Também é necessaria uma avaliacdo mais heterogénea na matriz amostral a partir da
carne de outras espécies de animais e que estejam possivelmente contaminadas naturalmente
como uma alternativa de aumentar a probabilidade de quantificacio. E importante que
matrizes carneas de outras espécies animais sejam avaliadas, principalmente a carne de frango

por possuir um historico favoravel para contaminacéo de Campylobacter spp.
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APENDICE A

Avaliacdo do limite de quantificacéo e da precisédo das metodologias utilizadas

Para a avaliacdo do limite de quantificacdo (LQ) dos métodos que corresponde a menor
quantidade de analito que pode ser quantificada com exatid&do e precisao, foi utilizado amostra
fortificada com material de referéncia certificado (MRC) da espécie Campylobacter jejuni
subsp. jejuni (Microbiologics®), lote nimero 111-60, nimero de referéncia ATCC 33560, com
1 passagem de referéncia e validade até 31/05/2023. Para ambos os LQ foram utilizados as
menores diluicdes possiveis a partir de uma cultura de trabalho estacionaria com concentracao
conhecida. Foram realizadas diluigdes sucessivas para obtencdo de concentragcbes mais
préximas de 1,0 até 3,0 log1o. Os resultados foram satisfatérios para as concentracdes aplicadas,
sendo que os métodos I1SO e TEMPO® apresentaram LQ na faixa de 1,0 logl UFC, porém o
método de PCR apresentou o LQ mais adequado na faixa de 2,0 logio UFC.

Na avaliagdo da precisdo dos métodos alternativos foi aplicado o teste de Cochran
comparando o método 1SO versus Método TEMPO® e método ISO versus Método PCR. O
teste foi aplicado a partir do uso de cultura de trabalho do MRC com as respectivas dilui¢cdes
definidas. Os resultados obtidos a partir do teste de Cochran possibilitaram avaliar a
homogeneidade das variancias dos métodos TEMPO® e PCR perante os valores especificados
na tabela de valores criticos para teste de Cochran (Lopes, 2003).

Foram realizados ensaios com 12 amostras de MRC diluido em concentracdes
conhecidas dentro da faixa de trabalho e do nivel de contaminacao esperados. As concentracdes
variaram de 1,48 logioa 3,18 logio UFC/g. Em todas as dilui¢bes os valores calculados foram
menores que o valor tabelado, tornando conclusivo que os valores calculados para os métodos
de ensaios TEMPO® e PCR foram menos variaveis, comprovando que foram precisos e que
nenhuma das variancias encontradas deveria ser descartada, resultados que corroboraram para
que ambos os métodos fossem aprovados para serem utilizados para o estudo. Os valores e 0s

resultados obtidos para interpretacéo e aprovacao estdo descritos na Tabela 1 e Tabela 2.
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Tabela 1 - Valores do teste de Cochran calculados para 0 método 1SO 10272-2 versus método
TEMPO® CAM a partir dos resultados de contagem de Campylobacter spp. obtidos
com MRC da espécie Campylobacter jejuni subsp. jejuni diluido em concentragdes
conhecidas dentro da faixa de trabalho e do nivel de contaminacao esperados

Método 1SO Método TEMPO®

Amostra Relsultado Resultado Diferenca Varidancia ~ Cochran Cochran
0910 10910 ($? Tabelado Calculado
MRC 1 3,18 3,96 -0,7800 0,3042 - -
MRC 2 3,08 3,65 -0,5700 0,1625 - -
MRC 3 2,69 2,75 -0,0600 0,0018 0,967 0,649
MRC 4 2,69 2,92 -0,2300 0,0265 0,906 0,053
MRC 5 2,48 2,76 -0,2800 0,0392 0,841 0,073
MRC 6 2,72 2,64 0,0800 0,0032 0,781 0,006
MRC 7 1,70 1,65 0,0500 0,0013 0,727 0,002
MRC 8 1,60 1,65 -0,0500 0,0012 0,680 0,002
MRC 9 1,48 1,32 0,1600 0,0128 0,638 0,023
MRC 10 1,78 1,86 -0,0800 0,0032 0,602 0,006
MRC 11 1,00 1,00 -1,0000 0,5000 0,570 0,474
MRC 12 0,00 1,00 -1,0000 0,5000 0,541 0,321

Fonte: o proprio autor
Legenda: - MRC Campylobacter jejuni subsp. jejuni, marca Microbiologics®, lote nimero 111-60, nimero de
referéncia ATCC 33560, com concentragdes variadas; - Valor critico através do teste de Cochran para a

comparacao de dois métodos a partir do terceiro resultado, a um nivel de significancia de 95%.

Tabela 2 - Valores do teste de Cochran calculados para 0 método ISO 10272-2 versus método
rtPCR a partir dos resultados de contagem de Campylobacter spp. obtidos com MRC
da espécie Campylobacter jejuni subsp. jejuni diluido em concentra¢des conhecidas
dentro da faixa de trabalho e do nivel de contaminacédo esperados

(continua)
Meétodo ISO Método rtPCR
Amostrat Rels(;Jg:tlido Rels:;tlzdo Diferenca  Variancia (S?) TC;?)Z?E;ZEZ C(;(I)((::SI?(?O
MRC 1 3,18 3,54 -0,3600 0,0648 - -
MRC 2 3,08 391 -0,8300 0,3445 - -
MRC 3 2,69 2,92 -0,2300 0,0265 0,967 0,791
MRC 4 2,69 2,73 -0,0400 0,0008 0,906 0,002
MRC 5 2,48 1,94 0,5400 0,1458 0,841 0,250

MRC 6 2,72 2,30 0,4200 0,0882 0,781 0,132
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Tabela 2 - Valores do teste de Cochran calculados para 0 método ISO 10272-2 versus método
rtPCR a partir dos resultados de contagem de Campylobacter spp. obtidos com MRC
diluido em concentra¢fes conhecidas dentro da faixa de trabalho e do nivel de
contaminacéo esperados

(concluséo)

Método 1SO Meétodo rtPCR

amosta PP Mge  Difeensa Varincia(s) IR o et
MRC 7 1,70 3,41 -1,7100 1,4621 0,727 0,686
MRC 8 1,60 3,45 -1,8500 1,7113 0,680 0,445
MRC 9 1,48 3,38 -1,9000 1,8050 0,638 0,320
MRC 10 1,78 3,30 -1,5200 1,1552 0,602 0,170
MRC 11 1,00 1,00 0,0000 0,0000 0,570 0,000
MRC 12 0,00 2,79 -2,7900 3,8921 0,541 0,364

Fonte: o proprio autor
Legenda: - MRC Campylobacter jejuni subsp. jejuni Microbiologics®, lote nimero 111-60, nimero de referéncia
ATCC 33560, com concentracdes variadas; - Valor critico através do teste de Cochran para a comparacao de dois

métodos a partir do terceiro resultado, a um nivel de significancia de 95%.



