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RESUMO

Campylobacter é o agente etiologico mais prevalente em gastroenterites de causa alimentar no
mundo. Apesar de o leite cru ser fonte de infecgdo, pouco se conhece sobre as consequéncias
da recontaminacao do leite. A viabilidade de Campylobacter jejuni foi avaliada em leites pasteurizados
e UHT mantidos sob refrigeracdo. Ambos os leites foram divididos em cinco porg¢oes de 100 mL,
inoculados com 10" UFC.mL" de C. jejuni e mantidos de 4 °C a 7 °C por 48 horas. Repetiu-se
o procedimento, utilizando-se inoculagoes de 10%, 10° e 10* UFC.mL'. As aliquotas foram
analisadas imediatamente apds inoculagio e depois de 24 e 48 h quanto a viabilidade de C. jejuni.
O micro-organismo manteve-se vidvel em todas as amostras, porém no leite pasteurizado houve
redugdo de 1 ciclo log nas contagens apds 24 h e baixas contagens apés 48 h. Provavelmente,
a redugdo ocorreu pela presenca de microbiota neste leite, que competiu ou inibiu o crescimento
de C. jejuni. O leite UHT ofereceu boas condigdes de sobrevivéncia em todos os periodos.
O consumo de leite contaminado, mesmo em armazenamento refrigerado, pode ser fonte de infec¢éo.
O micro-organismo manteve-se mais vidvel no leitt UHT quando comparado ao pasteurizado,
provavelmente pela auséncia de outros micro-organismos competidores.

Palavras-chave. Campylobacter jejuni, leite, contaminac¢io experimental, viabilidade, baixa temperatura.

ABSTRACT

Campylobacter is the most prevalent etiologic agent of foodborne gastroenteritis worldwide.
Although raw milk is an important source of infection, little is known about the consequences
of milk recontamination. This study aimed at verifying the viability of Campylobacter jejuni in
pasteurized and UHT milks stored under refrigeration. Both samples were divided into five portions
of 100 mL, inoculated with 10" CFU.mL" of C. jejuni and stored at 4 °C - 7 °C for 48 h. The procedure
was repeated using inoculations of 10% 10* and 10* CFU.mL™. Aliquots were analyzed immediately
after inoculation and after 24 and 48 h to evaluate C. jejuni viability. The microorganism their viability
in all of samples. In pasteurized milk a reduction of 1 log cycle occurred after 24 h and low counts
after 48 h. Probably, the reduction happened due to the occurrence of microbiota in this milk, which
caused competition or inhibition of microorganism growth. UHT milk offered good conditions for
bacteria survival in all of the periods. The consumption of contaminated milk, even stored under
refrigeration  might be a source of infection. Microorganism were more viable in UHT milk than
in pasteurized one, probably owing to the absence of competing microorganisms.
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INTRODUCAO

Campylobacter ¢é atualmente o agente
etiologico  bacteriano mais envolvido nos
casos de gastroenterite humana na Europa e
nos Estados Unidos, sendo a espécie C. jejuni
a mais prevalente. Campylobacter jejuni ¢é a
espécie mais associada aos casos de infeccdo
humana, sendo o0 micro-organismo mais
isolado de pacientes com intoxicagdo alimentar,
excedendo cerca de trés a quatro vezes outros
patégenos entéricos como a Salmonella ou a
Escherichia coli'.

Segundo a Organizagio Mundial de
Saude?, a campilobacteriose é uma zoonose,
geralmente assintomdtica nos animais, mas que
em humanos pode provocar gastrenterite com
muco e sangue, febre, nduseas, além de dores
de cabeca e musculares. Em alguns casos,
podem  gerar  complicagbes  consideradas
raras, porém severas, como a Sindrome de
Guillain-Barré (SGB) e outras neuropatias.

As aves seguidas dos suinos, realmente
sdo os principais reservatorios das espécies de
Campylobacer, no entanto sabe-se que nao sdo
as Unicas fontes de infeccdo para os humanos,
uma vez que os bovinos também sdo reservatorios
importantes deste micro-organismo. Estes podem
gerar uma via de contaminagao para o leite, que
quando ingeridos, podem ser potencialmente
infectantes aos humanos’.

Ha relatos de surtos associados a
transmissdo de C. jejuni pelo leite, tanto no
Brasil quanto no exterior. No Brasil houve um
surto associado ao consumo de leite nao
pasteurizado que infectou estudantes que
visitaram uma fazenda produtora de leite no
estado de Minas Gerais, resultando em 57,6 %
de infectados entre os que consumiram o
alimento®. Outro caso recente envolvendo
infeccao por C. jejuni pelo consumo de leite
ocorreu no estado do Alaska, nos Estados
Unidos, em 2013, no qual foram notificados
24 casos de campilobacteriose’.

O leite pasteurizado e o Ultra
High  Temperature (UHT), se beneficiados
corretamente, devem estar livres de patdgenos.
No entanto, pode ocorrer recontaminagao,

por meio de manipulagio e armazenamento
inadequados ou a partir do contato com outros
alimentos ou fomites que podem ser vias de
contaminagdo cruzada®.

Este experimento objetivou determinar
a viabilidade de C. jejuni experimentalmente
inoculada em leites pasteurizado e leite UHT
apo6s armazenamento sob refrigeracao.

MATERIAL E METODOS

Desenho do estudo

O estudo foi conduzido no Laboratdrio de
Biotecnologia Animal Aplicada da Universidade
Federal de Uberlandia (LABIO-UFU).

Quatro  frascos contendo 100 mL
de leite pasteurizado, retirados assepticamente
de embalagens de leite de 1L, adquiridas
no comércio local e provenientes de lotes
diferentes, foram experimentalmente contaminados
com C. jejuni. Utilizou-se para a inoculagéo,
uma cepa de Campylobacter jejuni ATCC (33291),
que foi isolada de fezes humanas e ¢é utilizada
como cepa controle em pesquisas cientificas.
Devido a falta de estudos prévios de contaminagao
experimental ~ou  natural na literatura
(que cita somente o leite in natura), nos
baseamos inicialmente na dose infectante de
500 células, aproximadamente 10> UFC/mL.
Posteriormente, por tratar-se de um estudo
inédito, e ndo conhecendo a sobrevivéncia
desta espécie em refrigeragio ou numero de
células que podem ser comumente possiveis de
acontecer na contaminagdo pds-processamento,
incluimos novas concentragdes, padronizando
quatro inoculos, que resultaram nas seguintes
concentragoes: 10', 10%, 10° e 10* UFC/mL de
leite, em  seguida as amostras foram
homogeneizadas e mantidas em refrigerador
doméstico com temperatura variando entre
4-7 °C mensurada por termdmetro digital
(Prolab®) por até 48 h.

Aliquotas de 1 mL para a amostra
nao diluida e 0,lmL de suas respectivas
dilui¢oes seriadas, foram amostradas
imediatamente apo6s inoculagio (0 hora) e
depois de 24 e 48 h para quantificagdo de C. jejuni.
Paralelamente, foi utilizado um controle negativo
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(sem inocula¢io).

Foram analisadas um total de 12 parcelas
(1 variedade de leite x 4 in6culos x 3 tempos de
analise) as andlises foram feitas em triplicata,
da qual foram calculadas as médias para obtencdo
do resultado para quantificagdo de C. jejuni.
A estatistica aplicada aos resultados foi descritiva,
com o uso de médias e porcentagens. O mesmo
experimento foi repetido utilizando leite UHT.

Preparo do indculo de Campylobacter jejuni

Foi utilizada a cepa de Campylobacter
jejuni  ATCC 33291 em segundo repique.
A cepa liofilizada foi reativada em 10 mL de
caldo Bolton (Oxo0id®) incubado em condigdes
de microaerofilia a 37 °C por 4 a 6 h e 41,5 °C
por 44 + 4 h. A cultura foi quantificada em PCR
real time (Bax System®) e submetida a diluigdes
decimais seriadas em 9 mL de agua peptonada
0,1 % estéril até atingir a concentragao desejada’.

Analises

As amostras de leite pasteurizado e
UHT utilizadas no estudo foram avaliadas
previamente quanto a possiveis interferentes

para  manuten¢ao da  viabilidade  do
micro-organismo inoculado, sendo eles: presenga
de residuos de antibidticos beta lactamicos e
tetraciclinas, quantificagio de coliformes totais,
termotolerantes, bactérias heterotroficas mesoéfilas,
além do teste prévio de presenga/auséncia para
Campylobacter spp.

A presenga de residuos de antibioticos
betalactamicos e de tetraciclinas nos leites foi
verificada com auxilio dos kits para ensaios
imunoenzimaticos SNAP NBL (Idexx Lab.?),
com o intuito de garantir que o micro-organismo
testado ndo sofresse morte ou inibi¢io por
acdo de antibidticos. Esse kit é capaz de detectar
os seguintes antibidticos (limite de deteccdo):
Penicilina G (3 ug/Kg), Cefapirina (11,7 pg/
Kg), Ceftiofur (12 ug/Kg), Ampicilina (5,8 pg/
Kg), Amoxicilina (7,3 pg/Kg) e o Snap TETRA

(Idexx  Lab.®):  Clortetraciclina (100  pg/
Kg), Oxitetraciclina (50 pg/Kg), Tetraciclina
(50 pg/Kg). Estes sdao kits de resultado

imediato, de visualizagdo facil e rapida,
importante no caso desse experimento, para

282

saber das condigdes da amostra pré-indculo. Os
procedimentos foram realizados conforme o
protocolo recomendado pelo fabricante.

O protocolo para andlises de coliformes
totais e termotolerantes foi realizado conforme
descrito por Silva et al®, utilizando a técnica
do NMP (Numero Mais Provavel) em tubos
contendo 5 mL dos caldos Verde Brilhante Bile
2 % (Difco™) e caldo EC Medium (Difco™),
respectivamente.

Para quantificagdo de bactérias
heterotroficas mesodfilas, foi utilizada a técnica
de inoculagio de 1 mL da amostra pura e
de suas diluicoes seriadas, em profundidade em
Plate Count Agar (PCA) (Difco™)%.

Para garantir que os leites pasteurizado
e UHT utilizados no estudo apresentavam
auséncia de Campylobacter spp., as amostras foram
analisadas conforme protocolo descrito na ISO’
para presenga/auséncia em 25 mL.

A contagem de Campylobacter spp.
foi realizada nas amostras dos dois tipos de
leite  inoculados  experimentalmente,  apods
0, 24 e 48 h de armazenamento refrigerado a
4-7 °C (temperatura de armazenamento de
alimentos).

O protocolo de andlise utilizado foi
conforme recomendagdes da ISO°.

Apds diluicdo decimal seriada, aliquotas
de 0,1 mL das diluicbes foram distribuidas,
com o auxilio da alga de Drigalski, em placas
de m-CCDA (Oxoid®). Para a concentracao de
10° (amostra nao diluida), 0,25 mL da amostra
sem diluir foi distribuida em quatro placas
do agar seletivo m-CCDA (Oxoid®), adicionado
ao suplemento antibidtico (cefoperazone e
anfotericina) (Oxoid®). A incubagdo foi realizada
a 415° C por 44 + 4 h em jarras para
anaerobiose em condicoes de microaerofilia
(Probac do Brasil®).

Colonias com morfologia suspeita de
pertencerem ao género Campylobacter foram
contadas e confirmadas pelas provas de oxidase
e morfologia tipica de bastonetes curvos e
espiralados ou em “asa de gaivota” na coloragao
de Gram modificada (uso da carboxifuccina
substituindo a safranina).

Os resultados

foram tabulados e
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discutidos baseados em andlise estatistica
descritiva, com utilizagio de médias e
porcentagens.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nio foram detectados residuos de
antibioticos betalactamicos e de tetraciclinas
ou presenca de Campylobacter spp. em nenhuma
das amostras de leite pasteurizado ou UHT
utilizados para o estudo.

Em todas as amostras do leite UHT nao
houve  crescimento dos  micro-organismos
bioindicadores. Esses resultados eram esperados,
uma vez que o leite UHT ¢é submetido a alta
temperatura e embalado assepticamente, o que
garante longa vida na prateleira, mesmo sem
refrigeragao.

Das quatro amostras de leite pasteurizado,
uma delas (25 %) apresentou contagem para
coliformes totais e quatro (100 %) para
bactérias  mesoéfilas, porém, dentro  dos
limites permitidos pela legislacio que é de, no
maximo 4,0 NMPmL' e 8,0 x 10* UFC.mL",
respectivamente’.

As contagens médias (UFC.mL"') de
C. jejuni nos leites imediatamente apds a
inoculagdo experimental e apds armazenamento
refrigerado por 24 h e 48 h estdo na Tabela 1.

O numero de células vidveis de

C. jejuni diminuiu ao longo do armazenamento
refrigerado em ambos os tipos de leite. Porém,
a reducdo no leite UHT foi discreta se comparada
a do leite pasteurizado. No leite pasteurizado
houve  diminui¢do  de  aproximadamente
1 ciclo log nas primeiras 24 h e o numero de
células viaveis foi muito reduzido apds 48 h de
armazenamento.

O leite UHT ofereceu boas condi¢oes
de sobrevivéncia ao micro-organismo inoculado.
As contagens de C. jejuni, mesmo depois de
48 h em refrigerador se manteve em numeros
proximos aos inoculados, nao havendo redu¢ao
logaritmica. A  diminuigdlo nas contagens
de C. jejuni no leite pasteurizado ao longo
do armazenamento corrobora com a hipotese
de que a microbiota pré-existente no
leite pasteurizado interferiu nos niveis de
sobrevivéncia do micro-organismo inoculado,
provavelmente, por competi¢do ou inibi¢ao.

Segundo  Hussain e  colaboradores',
a  principal forma de transmissio de
Campylobacter spp. para humanos é por ingestdo
de alimentos contaminados. A contaminagdo
do leite pode ocorrer no laticinio produtor
apés o  beneficiamento, mas  também
pode acontecer nas residéncias, por meio
da manipulagio inadequada e contaminagao
cruzada, como o contato com outros alimentos
contaminados ou fomites'*

Tabela 1. Contagens médias' de C. jejuni nos leites pasteurizado e UHT, inoculados e armazenados sob refrigeragdo
(4°Ca7°C)por0,24e48h

L0¢ Pasteurizado 2,3x10%(+) 3,7x 10%(+) 3,0x10°(-)
UHT 8,2x10*(+) 3,2x 10%(+) 7,3x10°(+)
10° Pasteurizado 2,3x10%(+) 3,0x 10%(-) 6,3x10°(-)
UHT 8,5x10%(+) 6,9 x 10° (+) 3,6 x 10°(+)
10? Pasteurizado 4,9 x 10%(+) 4,2 x10'(-) 2,7 x10°(-)
UHT 2,0x10°(+) 2,2x10°(+) 2,9x 10%(+)
1o} Pasteurizado 9,2x10'(-) 4,0 x 10'(-) 1,3x 10'(-)
UHT 2,7 x 102(-) 1,6 x 10%(-) 1,0x 10%(-)

'média de trés repeti¢des; (+): superior; (-): inferior a dose infectante de 4,0 a 5,0 x 10?
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Existem na literatura  relatos de
campilobacteriose humana pelo consumo de
alimentos contaminados de forma cruzada
em  cozinhas  domésticas e  comerciais.
Em 1996, em um restaurante em Oklahoma,
houve um surto de doenca alimentar causado
por Campylobacter jejuni pela ingestdio de
lanches que continham alface contaminada
por esta bactéria oriunda de frangos crus.
Isso enfatiza a necessidade de manter certos
alimentos e utensilios de cozinha separados
durante a manipulagdo e preparo da refeicdo'!.

A contamina¢do cruzada também ¢é
possivel na manipulagio e armazenamento
doméstico inadequados de leite e outros
alimentos a base de leite. Considerando os
resultados obtidos neste estudo, a situacdo se
torna de maior risco quando os alimentos sdo
submetidos a cocgdo, eliminando a microbiota
acompanhante, mas sao posteriormente
contaminados.

Chai e colaboradores” relataram que a
contaminagdo de alimentos por Campylobacter
pode ocorrer por meio das maos, saliva,
utensilios ou contato direto e indireto com
outros alimentos. Assim, praticas de manipula¢ido
e higienizacdo inadequadas podem aumentar a
probabilidade de contaminagdo dos alimentos, e
consequentemente, os casos de campilobacteriose
humana.

De acordo com Hazeleger e
colaboradores', as espécies de Campylobacter
classificadas como gastroentéricas sao
termotolerantes, com crescimento 6timo em

temperaturas entre 37 °C a 42 °C, porém,
sobrevivem por um longo periodo a 4 °C.
Este fato foi comprovado em estudos precursores
e também durante a realizagdo deste experimento
no leite UHT, no qual C. jejuni sobreviveu e
se manteve em numeros relativamente constantes
mesmo depois de 48 h quando armazenado em
geladeira.

Pode-se inferir que a bactéria desenvolve
estratégias que permitem sua sobrevivéncia,
neste caso, o estresse a baixa temperatura.
Garénaux e colaboradores' mostraram que
Campylobacter possui respostas de adaptagdo
efetivas as situagcdes de estresse que podem
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permitir sua sobrevivéncia em  condigoes
adversas, como a variagio da temperatura,
como por exemplo, reduzindo sua dimensao
celular e alterando sua morfologia tipica
de bacilos curvos para formas cocdides em
periodo transitério, o que pode resultar nas
formas viaveis nao cultivaveis.

Além disso, o leite também possui
propriedades crioprotetoras que auxiliam na
sobrevivéncia do micro-organismo'®. A autora
demonstrou que o leite pode ser utilizado
como crioprotetor em laboratério conservando
Campylobacter em temperatura de congelamento
e garantindo a manuten¢do de sua viabilidade
por mais tempo, comparado ao método
tradicional de  conservagio em  glicerol.
Sendo que esse efeito crioprotetor do leite
pode ser devido a alteragio na fluidez da
membrana da célula ou pela contribuicao do
calcio na estabilidade das enzimas celulares'.

Segundo a Advisory Committee on
the Microbiological Safety of Food'®, a ingestio
de 4,0 a 50 x 10° UFC do micro-organismo ¢
o suficiente para gerar um quadro de infeccao
por Campylobacter spp. Assim, é possivel inferir
a partir dos resultados obtidos, que existem
riscos de infeccdo alimentar por C. jejuni na
situagdo experimental testada (Tabela 1).

Os resultados obtidos neste estudo,
aliado aos dados disponiveis na literatura,
demonstram a importincia da implementacio
de boas praticas de higiene na manipulagdo e
armazenamento do leite pods-beneficiamento
visando prevenir a sua contaminagdo e de
outros alimentos por C. jejuni. Estes cuidados
devem ser constantes também no ambiente
doméstico.

O  armazenamento  de  quaisquer
embalagens de leite, sendo este pasteurizado
ou UHT, deve ser realizado evitando a
proximidade com outros alimentos de origem
animal que possam estar contaminados com
Campylobacter spp.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo
demonstram que C. jejuni é capaz de sobreviver
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em leite pasteurizado e UHT mantidos
sob refrigeracio por até 48 h. A viabilidade
de C. jejuni foi maior no leite UHT,
provavelmente devido a auséncia de outros
micro-organismos competidores e/ou inibidores
nesta variedade, comparada ao leite pasteurizado
que possui uma microbiota natural.
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