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Utilizacao decaldoBolton noenriquecimento seletivoem comparacao
ao plaqueamento direto na pesquisa de Campylobacter spp. em
carcagas resfriadas de frango

Use of Bolton broth for selective enrichment and comparative analysis
of its performance with direct plating methodology for isolating
Campylobacter spp. from chilled chicken carcasses
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi comparar o enriquecimento seletivo e o plaqueamento direto no isolamento das
espécies termofilicas de Campylobacter spp. em 30 amostras de carcagas de frango resfriadas adquiridas
em supermercados, feiras livres e abatedouros no municipio do Rio de Janeiro, no periodo de julho de
2009 a julho de 2010. Foi realizada a enxaguadura da carcaga com agua peptonada tamponada a 1%
para recuperac¢do das bactérias. Para o plaqueamento direto, foram utilizados dgar carvao cefoperazone
desoxicolato modificado e agar campy-cefex. Para o enriquecimento seletivo, foi empregado o caldo
Bolton em concentragdes simples e dupla. Foi detectada a presenca de Campylobacter spp. em 21 amostras
(70%), sendo 6 (28,6%) de abatedouros (3 com Servico de Inspegao Estadual e 3 sem inspecdo), 8 (38,1%)
de supermercados e 7 (33,3%) de feiras livres. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os
resultados obtidos nesses estabelecimentos. As 21 amostras positivas foram isoladas do plaqueamento
direto, 2 (9,5%) foram isoladas também no caldo Bolton simples e nenhuma no caldo Bolton duplo. O
plaqueamento direto foi considerado o método mais rapido e eficiente, e apresenta menor custo que o
enriquecimento seletivo na recuperagao de Campylobacter spp. em carcagas resfriadas de frango.
Palavras-chave. Campylobacter spp., caldo Bolton, mCCDA, Campy-Cefex.

ABSTRACT

This study aimed at comparing the use of selective enrichment and direct plating for isolating the
thermophilic species of Campylobacter spp. from 30 samples of chilled chicken carcasses purchased in
supermarkets, marketplaces and slaughterhouses in the Rio de Janeiro city, from July 2009 to July 2010.
Chicken carcasses were rinsed out with 400 mL of 1% buffered peptone water for bacteria recovering.
Charcoal Cefoperazone Deoxycholate agar and Campy Cefex agar were used for direct plating. Selective
enrichment was performed employing Bolton broth in single and double concentrations. The presence
of Campylobacter spp. was detected in 21 samples (70%), being 6 (28.6%) from slaughterhouses (3 with
State inspection service and 3 without inspection), 8 (38.1%) from supermarkets and 7 (33.3%) from
marketplaces. No statistically significant differences were found among the results obtained from different
establishments. Of 21 positive samples, 2 (9.5%) were isolated from single Bolton broth and none of them
was positive in double Bolton broth. Therefore, the direct plating was considered easier, faster and more
cost-effective than the selective enrichment methodology for recovering Campylobacter spp. from chilled
chicken carcasses.

Keywords. Campylobacter spp., Bolton broth, nCCDA, Campy-Cefex.
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INTRODUCAO

Nas ultimas quatro décadas, as espécies de
Campylobacter spp. tém sido reconhecidas como
patogenos emergentes e despontaram como importantes
agentes de gastrenterites de origem alimentar em varias
partes do mundo'. Dados de paises desenvolvidos
apontam que as infec¢es causadas por algumas espécies
do género Campylobacter tém sido relatadas como uma
das principais causas de gastrenterites em grande parte
dos paises europeus?. Nos Estados Unidos, ocorrem cerca
de 2,4 milhoes de casos por ano’.

O género Campylobacter pertence a familia
Campylobacteraceae e ¢é constituido de bastonetes
delgados, curvos espiralados, gram-negativos e
microaerofilos. Nao formam esporos, nao sdo hemoliticos
e possuem uma motilidade caracteristica em forma de
saca-rolhas, produzida por um flagelo polar em uma
ou ambas as extremidades da célula®. As espécies do
género Campylobacter estao amplamente distribuidas na
natureza, e a maioria esta apta a habitar o trato intestinal
de animais de sangue quente, sendo encontradas
frequentemente em aves domésticas, bovinos, suinos,
ovinos, roedores, passaros, caes e gatos’. Campylobacter
jejuni, C. coli, C. lari e C. upsaliensis representam o
grupo de bactérias denominadas termofilicas, devido a
temperatura 6tima de crescimento oscilar entre 42 °C e
43 °C, sendo que C. jejuni e C. coli constituem as espécies
mais frequentemente isoladas de enterites humanas?’.

A campilobacteriose no homem ocorre em
decorréncia da ingestdo de alimentos impropriamente
manipulados ou mal cozidos. A grande maioria dos
casos ocorre de forma isolada, com eventos esporadicos,
ndo caracterizando um surto®. Os frangos sdo os
maiores reservatorios dessas bactérias, e as espécies
termofilicas estao mais associadas a doenga, por suportar
a temperatura do trato intestinal das aves, que é em torno
de 41 °C. A contaminagao de carcagas de frangos em
abatedouros e o consumo de alimentos a base de frango
mal cozido, além da contamina¢do cruzada durante a
manipulagdo de alimentos crus, sdo considerados os
principais fatores de risco para infec¢des™®”.

A doenga ¢é caracterizada por diarreia aguda, dor
abdominal e codlica, podendo ocasionalmente ocorrer
diarreia sanguinolenta contendo leucécitos e muco.
Calafrios, nduseas e febre também representam uma
sintomatologia da doenga, mas os vOmitos sdo raros.
Um fator agravante na transmissio da doenga é que
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pacientes convalescentes podem continuar excretando
0 micro-organismo nas fezes durante duas semanas a
um més®. Infecgdes por C. jejuni podem levar a sérias
consequéncias pos-infecciosas, dentre as quais se destaca
a Sindrome de Guillain-Barré, que consiste em uma
polineuropatia inflamatéria desmielinizante, resultando
em paralisia neuromuscular aguda®.

Esses organismos microaerdfilos sdo mais
exigentes e possuem crescimento mais lento que outros
enteropatogenos bacterianos e requerem condigoes
especiais de crescimento, uma vez que sdo sensiveis ao
oxigénio, caracteristica que dificulta o seu cultivo’. As
células de Campylobacter spp. respondem ao estresse
causado pela presenca de oxigénio, temperatura baixa
ou falta de nutrientes, mudando a sua morfologia
para formas cocoides, entrando em um estado viavel
ndo cultivavel e sendo incapazes de crescer em meios
seletivos de isolamento, mas podendo ser transmitidas
e causar infeccdo em humanos'®!. Trés fatores sido
fundamentais para o seu isolamento: o uso de meios
seletivos, a incuba¢do em atmosfera de microaerofilia e a
temperatura de 42 °C no isolamento primario'2.

O uso de suplementos, como sulfato ferroso,
metabissulfito de sodio e piruvato de sddio, aumenta
a aerotolerancia do micro-organismo por meio da
redugdo dos componentes téxicos derivados do oxigénio,
como perdxido de hidrogénio, oxigénio simples e ions
superdxido. Muitos meios seletivos contém alguns ou
todos esses compostos em concentragdes variadas'®.

Existem vdarios métodos descritos para a
pesquisa de Campylobacter em alimentos, incluindo
ou nio etapas de enriquecimento seletivo seguido
de inoculagdo em dgares seletivos”. A maioria dos
meios de enriquecimento para Campylobacter contém
uma base rica em nutrientes, antibidticos para inibir
competidores e ingredientes para amenizar os efeitos
toxicos do oxigénio'. O Compendium of Methods for
the Microbiological Examination of Foods® recomenda a
utiliza¢ao do plaqueamento direto e do enriquecimento
seletivo com o caldo Bolton em concentra¢ao dupla,
o Bacteriological Analytical Manual" e a Norma ISO
10.272-1:2006" recomendam a utilizagdo do caldo
Bolton em concentragao simples.

O objetivo deste trabalho foi comparar o
isolamento de Campylobacter spp. por plaqueamento
direto e pela utilizagdo de enriquecimento seletivo
com caldo Bolton em concentrag¢ao simples e dupla em
carcagas resfriadas de frango.
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MATERIAL E METODOS

Amostras

Foram adquiridas trinta amostras de carcagas
resfriadas de frango, de diferentes marcas comerciais
oferecidas para consumo no Municipio do Rio de Janeiro,
no periodo de julho de 2009 a julho de 2010. A coleta foi
realizada no dia anterior ou no mesmo dia da andlise, em
trés tipos de estabelecimentos comerciais: supermercados
(n = 10), feiras livres (n = 10) e abatedouros (n = 10),
sendo quatro com Servi¢o de Inspegao Estadual (SIE) e
seis sem inspe¢dao. No momento da coleta, as amostras
encontravam-se dentro das especificagdes (temperatura,
validade, embalagem) estabelecidas pela legislagdo
vigente para esse tipo de produto, definidas pela
Resoluc¢do RDC n° 259, de 20 de setembro de 2002'¢, com
exce¢ao das amostras de abatedouros sem inspegio e as
adquiridas em feiras livres, que nao possuiam rotulagem
e ndo estavam refrigeradas.

As amostras foram transportadas em recipiente
isotérmico contendo gelo e mantidas entre 2-8 °C
até o momento da andlise. A analise das amostras foi
realizada no Setor de Alimentos do Departamento de
Microbiologia do INCQS/Fiocruz.

Preparo da amostra

A pesquisa de Campylobacter spp. foi realizada
de acordo com a metodologia descrita no capitulo
31 do Compendium of Methods for the Microbiogical
Examination of Foods’, com a inclusdo do caldo Bolton
em concentragao simples'*'.

No preparo inicial da amostra, foi utilizada a
técnica da enxaguadura com um volume de 400 mL de
agua peptonada 1% tamponada.

Plaqueamento direto

Foi realizado o plaqueamento por esgotamento
em estria de uma alga bacterioldgica diretamente da agua
da enxaguadura das amostras. Foram utilizadas placas
em duplicata com os meios agar Carvao Cefoperazone
Desoxicolato modificado (mCCDA-Oxoid) e dagar
Campy-cefex'” (BBL), e incubados em atmosfera de
microaerofilia utlizando o gerador CampyGen (Oxoid)
a 42 °C por 48 horas.

Enriquecimento seletivo

Foram utilizados 25 mL do caldo Bolton (Oxoid)
em dupla concentragdo, com suplemento seletivo
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contendo cefoperazona, trimetoprim, vancomicina e
cicloheximida e 5% de sangue lisado de cavalo adicionado
de 25 mL da agua da enxaguadura. Em paralelo, foi
utilizado 45 mL de caldo Bolton em concentra¢ao simples
com os mesmos suplementos seletivos, adicionado
de 5 mL da agua da enxaguadura. Apds a incubagio a
42 °C por 48 horas em atmosfera de microaerofilia, o
crescimento de cada caldo foi semeado, com uma alca
bacterioldgica, em duas placas com os dgares descritos
na etapa anterior.

Todas as etapas foram realizadas paralelamente
com as cepas de Campylobacter jejuni INCQS 00262
ATCC 33560 (controle positivo) e Escherichia coli
INCQS 00033 ATCC 25922 (controle negativo), obtidos
da cole¢ao de culturas do INCQS.

Identificagao de Campylobacter spp.

Os isolados que apresentaram crescimento
sugestivo de Campylobacter spp. foram submetidos a
coloragao de Gram e as provas bioquimicas de oxidase
e catalase. A confirma¢do de género foi realizada pelo
teste de aglutinagdo em latex utilizando o kit Dryspot
Campylobacter (Oxoid).

Analise estatistica

As diferencas estatisticamente significativas entre
as amostras de supermercados (n = 10), feiras livres (n
= 10) e abatedouros (n = 10) foram calculadas pelo teste
de Cochran (bilateral) ao nivel de significincia de 0,05.
A analise comparativa entre as técnicas de plaqueamento
direto e enriquecimento seletivo e da recuperagdo entre
os agares mCCDA e campy-cefex foi determinada pelo
teste de Fisher seguido do célculo de Odds Ratio. Essas
analises foram realizadas no programa Bioestat 5.0
(2007).

RESULTADOS

Isolamento de Campylobacter spp. por plaqueamento
direto

O plaqueamento direto, a partir da agua de
enxaguadura, nos meios seletivos agar campy-cefex
e mCCDA, demonstrou a presenca de Campylobacter
spp. em 21 (70%) das carcagas de frango analisadas.
Destes 21 isolados, 13 (62%) foram obtidas no agar
campy-cefex e mCCDA concomitantemente, 3 (14%)
somente no campy-cefex e 5 (24%) somente no
mCCDA (Tabela 1).
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Tabela 1. Isolamento de Campylobacter spp. em amostras de carcagas resfriadas de frango

Enriquecimento seletivo

Total de amostras

. - a T

Procedéncia (caldo Bolton simples) Plaqueamento direto pos1t1.vas por meio de otal de
isolamento amostras

das amostras Amostras Amostras analisadas

+ mCCDA! + CC? . +mCCDA +CC . + mCCDA +CC
positivas positivas

Mercado 1 1 1 5 8 7 6 10

Abatedouro 0 1 1 3 6 5 4 10

Feira 0 0 0 6 7 6 6 10

Total 1 2 2° 17 14 21° 18 16 30

! 4gar carvao cefoperazone desoxicolato modificado; 2 4gar Campy-Cefex; *® valores significativamente diferentes (teste de Fisher, p <0,0001).

Isolamento de Campylobacter spp. por enriquecimento
seletivo

Das 21 amostras contaminadas com Campylobacter
spp. somente 2 (9,5%) foram obtidas a partir do caldo Bolton
simples e nenhuma do caldo Bolton em dupla concentragio
(Tabela 1). A etapa de enriquecimento seletivo com caldo
Bolton nas concentragdes simples e dupla seguida de
esgotamento em agar mCCDA e campy-cefex apresentou
abundante crescimento de microbiota acompanhante.

Identificacao de Campylobacter spp.

A colora¢ao de Gram demonstrou a presenga de
bastonetes Gram negativos, delgados e em forma de asas
de gaivota nos 21 isolados, que também apresentaram a
producdo das enzimas catalase e oxidade. Os 21 isolados
foram confirmados como Campylobacter spp. pelo teste
de aglutinagao em latex.

Analise estatistica

Nio  houve  diferenca  estatisticamente
significativa entre as amostras de supermercados (n =
10), feiras livres (n = 10) e abatedouros (n = 10). Das
21 amostras analisadas que apresentaram contaminagio
por Campylobacter spp., 8 (38,1%) foram provenientes
de carcacgas coletadas em supermercados, 7 (33,3%)
em feiras livres e 6 (28,6%) em abatedouros. Das 6
amostras positivas obtidas em abatedouros, 3 foram de
estabelecimento com SIE e 3, sem inspe¢do. Em relagdo
ao plaqueamento direto e enriquecimento seletivo, foi
demonstrado que as técnicas sdo significativamente
diferentes (teste de Fisher, p < 0,0001). O célculo de
Odds Ratio foi 30, ou seja, as chances de isolamento
pelo plaqueamento direto foram 30 vezes superiores as
chances de isolamento pelo enriquecimento seletivo.
Na compara¢do da recuperagao dos dgares mCCDA e
campy-cefex, foi demonstrado que nao houve diferenga
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significativa entre os referidos meios seletivos (teste de
Fisher foi de 0,6965, ou seja, p > 0,05).

DISCUSSAO

A recuperagio de Campylobacter spp. em
carnes resfriadas de frango depende da sensibilidade da
metodologia adotada. Neste estudo, a recuperagdo de
Campylobacter spp. foi significativamente superior (p
< 0,05) pelo método do plaqueamento direto em dagar
campy-cefex e mCCDA, em relagdo ao enriquecimento
seletivo. Enquanto a recuperacéo pelo plaqueamento direto
detectou Campylobacter spp. em 70% (21/30) das amostras,
o enriquecimento seletivo revelou a presenca dos mesmos
em apenas 6,6% (2/30). Resultado semelhante foi obtido
por Medeiros'®, que utilizou o plaqueamento direto em agar
mCCDA e o enriquecimento seletivo em caldo Bolton duplo
e isolou 70% de Campylobacter spp. apenas por meio do
plaqueamento direto. Outros autores também verificaram
que a recuperagdo por plaqueamento direto em mCCDA
foi significativamente superior (41%) comparada com o
enriquecimento seletivo em caldo Bolton simples (24,2%)".

Resultados contraditérios foram observados por
Franchin et al.*’, que conseguiram isolar Campylobacter
spp. em 91,7% das amostras utilizando enriquecimento
com o caldo Bolton em concentragdo simples, assim como
Johnsen et al.”!, que isolaram Campylobacter spp. em 100%
dasamostrasdefrango de corteanalisadas utilizando o caldo
Bolton seguido pelo isolamento no agar mCCDA. Outro
estudo, porém, demonstrou a presenca de Campylobacter
spp. em carcagas de frango pelos dois métodos, com excegao
de duas carcagas que sé apresentaram esses contaminantes
apos o enriquecimento em caldo Bolton'. Esse dado foi
reforcado pela andlise comparativa entre esses métodos,
demonstrando que ambos foram homogéneos e sensiveis
para deteccdo de Campylobacter spp. em amostras de
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carcagas de frango. Entretanto, devido a antecipagdo
dos resultados em 24 horas, os autores recomendam a
utilizagdo do plaqueamento direto®.

Os resultados obtidos neste estudo revelaram a
presenca de crescimento abundante de outras bactérias
acompanhantes apos o enriquecimento em caldo Bolton
simples e duplo, o que prejudicou a visualizagdo de
colonias tipicas de Campylobacter spp. Outros estudos
confirmaram essa observacio ao demonstrarem o
crescimento excessivo de Escherichia coli e outras bactérias
intestinais, apds a utilizagdo do caldo Bolton, mascarando
avisualizagao das colonias de Campylobacter nas placas de
agar mCCDA»?*, Esse grupo de pesquisadores levantou
a hipdtese de que o caldo Bolton contém quantidades
limitadas de compostos seletivos, sendo insuficiente para
inibir a microbiota acompanhante de Campylobacter
spp. em amostras muito contaminadas, uma vez que
Campylobacter spp. tém uma taxa de crescimento menor
que outras espécies bacterianas e sao considerados fracos
competidores fora do nicho intestinal®.

No presente estudo, ndo houve diferenga
estatisticamente significativa entre os meios deisolamento
utilizados. O mesmo foi observado em um estudo
onde foram avaliados seis meios sdlidos para detecgdo
de Campylobacter e nao foram verificadas diferengas
significativas entre cinco deles, incluindo campy-cefex
e mCCDA?®. Os autores também observaram que a
utilizagdo de meios de isolamento contendo grande
nimero de antibiéticos como o dgar campy-line pode
prejudicar a recuperagdo de Campylobacter spp.”.

Em relacdo aos locais de coleta, niao houve
diferenca significativa no isolamento de Campylobacter
spp. entre as amostras de feiras livres, hipermercados e
abatedouros. Dados similares foram obtidos por outros
autores a partir do isolamento de Campylobacter spp. em
carcagas e miudos de frango coletadas em abatedouros
clandestinos, feiraslivresesupermercados,eemsobrecoxas
resfriadas provenientes de hipermercados e feiras livres,
respectivamente’®?”. Outra evidéncia foi a detecgao
de Campylobacter spp. em carne de frango oriunda de
estabelecimentos contendo Servigo de Inspe¢do Federal
ou Estadual®®. Esses dados podem estar relacionados com
os diferentes mecanismos de colonizagio e com a enorme
variedade de fontes de Campylobacter spp.”. Outro fator
que pode estar relacionado com esses dados é a presenca
de aves no abatedouro com penas e pele, contendo
fezes devido a aglomeragdo durante o transporte. Essas
aves carreiam micro-organismos para o ambiente
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de processamento, o que pode levar a contaminagio
cruzada. Esses sao alguns dos fatores que podem justificar
a detecgdo desses micro-organismos em diferentes tipos
de produtos e estabelecimentos.

No que se refere a variabilidade na recuperagao
de Campylobacter spp., os resultados apresentados,
acrescidos de dados daliteratura, sugerem que os métodos
de analise influenciam consideravelmente, uma vez que
existem muitos fatores envolvidos no favorecimento e
ou inibi¢do do isolamento'>'*2!. Percentuais superiores
e inferiores aqueles encontrados nesta investigacdo tém
sido relatados?»***%*. Fatores como a susceptibilidade
as condigoes adversas como congelamento, aditivos,
microbiota acompanhante e tensdo de oxigénio podem
interferir na recuperagao de Campylobacter spp.*°. Além
disso, o aumento na concentragio de cloro na agua de
processamento das aves, aliado a melhora das condig¢oes
de higiene, promovem a diminui¢do da contaminagao®"*.
Por outro lado, algumas cepas podem apresentar
resisténcia aos antimicrobianos usados na desinfeccido e
contaminar as carcagas durante o processamento™.

CONCLUSAO

O método do plaqueamento direto em meios
seletivos mCCDA e campy-cefex foi superior na
recuperagdo de Campylobacter spp. em carcagas resfriadas
de frango em comparagao com o enriquecimento seletivo.
Por isso, o plaqueamento direto oferece resultados mais
rapidos e de menor custo para os laboratdrios.

Niao foi verificada diferenca significativa no
isolamento de Campylobacter spp. entre os agares
mCCDA e campy-cefex. Em relagao a procedéncia, nao
foram observadas diferengas significativas quanto a
presenca de Campylobacter spp. nos trés locais de coleta.
O mesmo ocorreu em relagao aos estabelecimentos com
inspecao sanitdria ou isento desse servico.
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