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RESUMO

As infecgbes de origem alimentar no homem, causadas por Campylobacter spp.,
resultam em grandes perdas econbémicas e estao relacionadas a producédo e o abate
de frangos, etapas importantes na disseminagcdo dessas bactérias. Baseando-se na
importancia do Campylobacter spp. na saude publica e tendo em vista os dados
constantes na literatura de que as aves comercializadas estdo constantemente
contaminadas com esse agente, sentiu-se a necessidade de realizar um estudo
envolvendo a criacdo e o abate de frangos na regido amazénica para que medidas
profilaticas e de controle possam ser adotadas. O trabalho teve como objetivo estudar a
ocorréncia de Campylobacter spp. em granjas e abatedouro avicolas na mesorregiao
metropolitana de Belém — PA; isolar e identificar as espécies de Campylobacter spp. e
identificar as fontes de contaminacao nas granjas e os pontos criticos no abate. Foi
coletado um total de 120 amostras em trés granjas avicolas: 30 amostras de “swab”
cloacal, 30 amostras de cama de frango, 30 amostras de racao e 30 amostras de agua
dos bebedouros. No abatedouro, foram colhidas 126 amostras: 36 amostras de agua
em 12 pontos diferentes da linha de abate e mais 30 amostras de pele do conjunto
peito/ pescoco, 30 amostras de figado e 30 amostras de moela. As amostras foram
colhidas entre os meses de janeiro e maio de 2007 para o isolamento e identificacao
das espécies de Campylobacter spp. As amostras foram processadas na Secao de
Bacteriologia e Micologia do Instituto Evandro Chagas — IEC da Secretaria de Vigilancia
em Saude (SVS), Ministério da Saude, Ananindeua — PA. Campylobacter spp. foi
isolado em 33,3% (40/120) das amostras das granjas. Nao houve diferenca significativa
(p>0,05) entre os percentuais de isolamentos positivos entre as trés granjas
pesquisadas. Ao analisar as freqliiéncias dos isolados de Campylobacter spp. para cada
tipo de amostra das granjas, observou-se que 96,6% (29/30) das amostras de “swab”
cloacal, 33,3% (10/30) das amostras de cama e 3,3% (1/30) das amostras de agua
foram positivas para Campylobacter spp. Nao foi isolada a bactéria nas amostras de
racdo. Campylobacter jejuni foi identificado bioquimicamente em 82,5% (33/40) das
cepas isoladas nas granjas. No abatedouro, todas as cepas isoladas foram identificadas
como C. jejuni., sendo isolado a bactéria em 8,73% (11/126) das amostras provenientes
da linha de abate. Ao analisar as freqiéncias dos isolados de C. jejuni para cada tipo de
amostra do abatedouro, observou-se que 27,8% (10/36) das amostras de agua foram
positivas para C. jejuni, seguido pela moela com 3,3% (1/30) das amostras positivas.
Nao foi isolado Campylobacter spp. nas amostras de figado e de pele do conjunto peito/
pescoco. Houve diferenca significativa (p<0,0001) entre os isolamentos positivos,
negativos e os tipos de amostras processadas nas granjas € no abatedouro. As
principais fontes de contaminacado nas granjas foram o “swab” cloacal, a cama e, em
menor escala, a agua. Os principais pontos criticos observados no abatedouro foram a
agua, seguido pela moela. C. jejuni foi identificado em elevado percentual entre as
cepas isoladas nas granjas e em todas as cepas do abatedouro.

Palavras-chave: Campylobacter spp. Campylobacter jejuni. Frango. Abatedouro.



SUMMARY

The human infections of food origin caused by Campylobacter spp. result in high
economic losses and these infections are correlated to poultry flock and slaughter,
important steps in Campylobacter spp. dissemination. Based on the importance of this
microorganism in public health and in the literature data that show the high poultry
contamination by Campylobacter spp., we realize a study involving the flock and the
poultry slaughter in Amazon region for adoption of prophylactic and control measures.
The objective of this work was to investigate the occurrence of Campylobacter spp. in
poultry flock and slaughterhouse in Amazon region and to isolate and to identify the
Campylobacter species and to identify the sources of infection in the flock and the
critical points in the slaughterhouse. We collected 120 samples in three flocks: 30
cloacal swab samples, 30 poultry litter samples, 30 feed samples and 30 water samples.
In the slaughterhouse, 126 samples were collected: 36 water samples from 12 different
points in the abattoir, 30 neck/ chest skin samples, 30 liver samples and 30 gizzard
samples. The samples were collected from January to May 2007. The samples were
processed in the Bacteriology and Micology Laboratory in Evandro Chagas Institute —
Health Surveilance Office — Brazil's Health Ministery. Campylobacter spp. was isolated
in 33,3% (40/120) flock samples. There was no significant difference (p>0,05) between
positive isolates in the three flocks. Campylobacter spp. was isolated in 96,6% (29/30)
cloacal swab samples, 33,33% (10/30) poultry litter samples and 3,3% (1/30) water
samples. There were no positive samples in the feed. Campylobacter jejuni was
identified by biochemistry reactions in 82,5% (33/40) of isolates from flocks. In the
slaughterhouse, all isolates were identified as C. jejuni. This microorganism was isolated
in 8,73% (11/126) of slaughterhouse samples. C. jejuni was isolated in 27,8% (10/36)
water samples and in 3,3% (1/30) gizzard samples. Campylobacter spp. was not
isolated in liver samples neather in neck/ chest skin samples. There was significant
difference (p<0,0001) between positive, negative isolates and among all kinds of
samples collected in the flocks and at the slaughterhouse. The infections sources
identified in the flocks were the cloacal swab, the poultry litter and the water. In the
slaughterhouse, the critical points identified were the water and the gizzard. C. jejuni
was identified in high levels in the flocks and in all isolates from the slaughterhouse.

Key words: Campylobacter spp. Campylobacter jejuni. Poultry. Slaughterhouse.
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1. INTRODUCAO

As zoonoses que ocorrem com maior freqliiéncia nos paises industrializados
sao as infecgdes de origem alimentar causadas por espécies dos géneros Salmonella e
Campylobacter, sendo os principais patdégenos associados aos produtos de origem
avicola (BRYAN & DOYLE, 1995).

Varios fatores contribuem para o aumento da contaminacdo da carne de
frango: a alta densidade populacional no criatério e as elevadas taxas de abate no
abatedouro, onde as carcagas permanecem muito proximas umas das outras. Tais
condicOes favorecem uma rapida disseminacao de qualquer patdégeno que possa ter
acesso ao criatério (MEAD, 2004).

Campylobacter jejuni estd amplamente distribuido no trato intestinal de aves
domeésticas e selvagens. Entretanto, de acordo com Butzler (1984), nem todas as aves
apresentam Campylobacter jejuni na microbiota sapréfita do intestino e algumas cepas
podem ser patogénicas e causar hepatite e enterite nas aves.

A contaminacdo da carne de frango por patégenos configura-se como um
sério problema para saude publica, pois causa reducdo de produtividade e aumenta os
custos com a rede de saude coletiva. Nos paises em desenvolvimento, o problema
torna-se mais grave devido ao baixo padrao sanitario da populacao (MEAD, 2004).

O primeiro isolamento de Campylobacter spp. em fezes de pacientes com
diarréia foi realizado por microbiologistas belgas em 1972. O desenvolvimento de meios
seletivos de crescimento na década dos anos de 1970 permitiu que mais laboratérios
isolassem Campylobacter spp (ALTEKRUSE et al, 1994). A partir desta década, vem
aumentando o isolamento de Campylobacter spp. em amostras humanas, de animais,
agua e alimentos (BUTZLER, 2004).

As infeccoes de origem alimentar, causadas por Campylobacter spp.,
resultam em grandes perdas econdmicas e estao relacionadas a producao e abate de
frangos, etapas importantes na disseminacdo dessas bactérias para o homem.
Portanto, linhas de pesquisas envolvendo a cadeia de producdo avicola sao
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fundamentais para que medidas de profilaxia e de controle possam ser adotadas
(HARTNETT et al., 2002).

Baseando-se na importdncia do Campylobacter spp. na saude animal e
coletiva e tendo em vista os dados da literatura que apontam as aves comercializadas
prontas para o consumo como contaminadas com esse agente, sentiu-se a
necessidade de realizar um estudo envolvendo a cadeia de producdo do frango de
corte, para que medidas profilaticas e de controle possam ser adotadas.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Estudar a ocorréncia de Campylobacter spp. em granjas e
abatedouro avicolas na mesorregiao metropolitana de Belém -
PA.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» [solar e identificar as espécies de Campylobacter spp;

» |dentificar as fontes de contaminac¢ao no criatorio;

» |dentificar os pontos criticos no abate.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 DADOS DA PRODUGAO AVICOLA

O Brasil é o terceiro maior produtor de carne de frango no mundo, porém se
encontra como 0 maior exportador mundial, superando as exportacdes dos Estados
Unidos da América a partir de 2004. Prevé-se que o Brasil seja, em 2007, responsavel
por quase 50% das exportacdes mundiais de carne de frango (Tabelas 1 e 2) (ABEF,
2007). Em 2005, o estado do Para foi responsavel por mais de 50% da producao
avicola da Regidao Norte e, no mesmo ano, a regiao metropolitana de Belém englobou
42,63% da producao estadual (Tabela 3) (IBGE, 2007).

Tabela 1 - Producdo mundial de carne de frango no periodo de 1999 a 2007, segundo

0S principais paises produtores.

Mil toneladas

ANO EUA CHINA BRASIL UE MEXICO MUNDO
1999 13.367 8.550 5.526 6.614 1.784 47.554
2000 13.703 9.269 5.977 7.606 1.936 50.097
2001 14.033 9.278 6.736 7.883 2.067 52.159
2002 14.467 9.558 7.517 7.788 2.157 54.000
2003 14.696 9.898 7.843 7.439 2.290 54.067
2004 15.286 9.998 8.494 7.656 2.389 55.846
2005 15.869 10.200 9.200 7.736 2.498 59.092
2006* 16.162 10.350 9.336 7.425 2.610 60.090
2007* 16.413 10.520 9.700 7.530 2.724 61.162

Nota:* Preliminar ** Previsao.
Fonte: www.abef.com.br
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Tabela 2 — Exportagdo mundial de carne de frango no periodo de 2000 a 2007,

segundo 0s principais paises exportadores.

Mil toneladas

UNIAO R

ANO BRASIL EUA i ropEia TAILANDIA CHINA  MUNDO
2000 907 2.231 774 333 464 4.856
2001 1.265 2,520 726 392 489 5.527
2002 1.625 2.180 871 427 438 5.702
2003 1.960 2.232 788 485 388 6.023
2004 2.470 2.170 813 200 241 6.055
2005 2.846 2.360 755 240 331 6.791
2006* 2.713 2.454 620 280 350 6.470

2007** 3.203 2.508 685 280 365 6.737

Nota:* Preliminar ** Previsao.

Fonte: www.abef.com.br

Tabela 3 — Efetivo de aves (galos, frangas, frangos e pintos) do Brasil, Regido Norte,

estado do Pard e mesoregides.

Pais, Estado, Mesoregiao Ano
2002 2003 2004 2005

Brasil 703.718.166 737.523.096 759.512.029 812.467.900
Norte 17.529.974 22.721.489 18.648.006 18.219.721
Para 10.767.321 13.981.176 9.801.586 9.918.115
Baixo Amazonas 879.384 867.980 897.177 903.225
Marajo 132.858 162.088 149.440 139.370
Metropolitana de Belém 3.832.712 4.604.010 3.966.029 4.228.900
Nordeste Paraense 3.489.911 6.245.706 2.872.082 2.795.151
Sudoeste Paraense 794.962 737.953 695.423 605.782
Sudeste Paraense 1.637.494 1.363.439 1.221.435 1.245.687

Fonte: www.ibge.com.br
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3.2 CAMPYLOBACTERIOSE

3.2.1 Historico

Os relatos das implicac6es da campilobacteriose em saude publica remontam
ao final do século XIX. Em 1886, Escherich observou organismos semelhantes ao
Campylobacter spp em fezes de criangas e gatos com diarréia. Escherich denominou as
bactérias observadas bacterioscopicamente de Vibrio felinus (FERNANDEZ & FARACE,
2003).

Em 1913, McFaydean e Stockman identificaram espécies microaerofilas
semelhantes morfologicamente as espécies do género Vibrio em tecidos fetais de
ovelhas e vacas que haviam abortado, denominando-as de Vibrio fetus. Em 1931,
Jones e Little isolaram a partir de bovinos com disturbios intestinais, um
microorganismo microaerdéfilo que denominaram de Vibrio jejuni. Em 1944, Doyle
descreveu um microorganismo isolado no intestino de cervideos com diarréia,
denominando-os de Vibrio coli (FERNANDEZ & FARACE, 2003).

Em 1957, King descreveu o isolamento de Vibrio em amostras de sangue de
criangas com diarréia. Sébald e Veron sugeriram em 1963 a criagdo do género
Campylobacter. Em 1972, microbiologistas clinicos na Bélgica isolaram Campylobacter
spp. em amostras de fezes de pacientes com diarréia (FERNANDEZ & FARACE, 2003).
Skirrow (1977), confirmou os achados dos microbiologistas belgas, descrevendo uma
técnica simples para cultivo de C. jejuni e C. coli de amostras de fezes, o que permitiu
uma difusdo ainda maior do isolamento de Campylobacter.

Na Inglaterra e nos Estados Unidos, o numero de casos de gastroenterite
causado por Campylobacter spp. supera os casos de salmonelose (LACEY, 1993;
ALTEKRUSE et al., 1999).
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3.2.2 Etiologia

O género Campylobacter agrupa bactérias em forma de bastonetes delgados,
Gram-negativos, curvos ou em espiral (Figura 1), microaeréfilas e com movimento de
“saca-rolha”. Todas as espécies denominadas Campylobacter e os grupos taxondmicos
relacionados pertencem ao mesmo grupo filogenético, nomeado superfamilia VI de
rRNA. Na atualidade, essa superfamilia contém cinco géneros: Campylobacter,
Arcobacter, Helicobacter, Wolinella e Flexispira. A presenca ou auséncia de uma
catalase permite uma primeira distincao entre as diferentes espécies de Campylobacter.
As espécies catalase-positivas se distinguem em dois grupos quanto as temperaturas

6timas de crescimento:

e As espécies que se desenvolvem a 25°C, como € o caso do C.
fetus, responsavel por abortos em bovinos;

e As espécies que se desenvolvem a 42°C, chamadas de
Campylobacter termotolerantes, responsaveis por
gastroenterites em humanos. Sao representadas, em sua
maioria, pelas seguintes espécies: C. jejuni, C. coli, C. lari, C.
upsaliensis, C. hyoilei, C. hyointestinalis e C. showae. Em
alimentos, duas espécies predominam: C. jejuni, responsavel
por 80-90% dos isolados e C. coli (SKIRROW, 1990; PILET et
al, 1997; KONEMAN et al., 2001).
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e

Figura 1 — Bastonetes delgados Gram-negativos com formas tipicas de Campylobacter

spp. Aumento: 1000X.
Fonte: Instituto Evandro Chagas, 2007.

3.2.3 Patogénese

A patogénese da campilobacteriose envolve fatores relacionados ao
hospedeiro e ao patéogeno. O estado sanitario do hospedeiro, a idade e a imunidade
humoral especifica para Campylobacter spp. devido a prévia infeccao, influenciam no
surgimento ou ndo dos sinais clinicos (ALTEKRUSE, 1999). Em um estudo voluntario
com pacientes, C. jejuni causou infeccao apds ingestao de 800 células. As taxas de
infeccdo aumentaram com a elevacao da quantidade de células ingeridas e quando as
células foram fornecidas em uma suspensao tampao que reduzia a acidez gastrica
(BLACK et al., 1988). Isto significa que um nimero muito pequeno de células que esteja
presente na agua ou no alimento pode representar um risco em potencial para a saude
publica (YANG, et al., 2003).
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Muitos determinantes de viruléncia podem contribuir para a patogénese da
infeccdo por Campylobacter spp. Suspeita-se que 0s mecanismos de patogenicidade
incluem: quimiotaxia, motilidade e o flagelo que é utilizado para aderéncia e colonizagcéao
no epitélio intestinal. Uma vez ocorrida a colonizacao, outros possiveis determinantes
de viruléncia sédo: aquisicdo de ferro, invasdo de células do hospedeiro, producao de
toxina, inflamacéo, atividade secretora e ruptura epitelial com extravasamento de fluido
seroso (KETLEY, 1997).

A diarréia aquosa profusa observada em algumas infecgdes por
Campylobacter pode indicar que as cepas sejam enterotoxigénicas. Algumas cepas de
C. jejuni produzem uma toxina imunologicamente semelhante a toxina da célera (CT) e
a toxina termolabil de Escherichia coli (LT). A toxina produzida por Campylobacter induz
mudancas em culturas de células via estimulacdo da producdo da adenosina
monofasfato ciclico (AMPc). O papel da citotoxina na campilobacteriose ainda nao esta
definido, mas animais desafiados com cepas que produzem citotoxinas tém uma
diarréia mais severa do que aqueles inoculados com cepas que ndo produzem
citotoxinas. A presenca de citotoxinas também esta relacionada com pacientes que
apresentam diarréia sanguinolenta (DOWNES & ITO, 2001).

3.2.4 Epidemiologia

As espécies de Campylobacter spp. vém se tornando uma causa comum de
gastroenterite e enterocolite em humanos, principalmente nos paises em
desenvolvimento. As principais espécies que acometem o homem, demais mamiferos e
os passaros sao C. jejuni e C. coli, sendo que as aves, geralmente, sdo assintomaticas.
Evidéncias epidemiolédgicas tém sugerido os produtos de origem animal, especialmente
os produtos avicolas, como principal veiculo para infeccdo humana. (HARRIS et al,,
1986; RAMPLING et al., 1989; ALTERKRUSE et al., 1994; MACHADO, et al., 1994;
TRESIERRA-AYLA et al., 1995; SALEHA et al., 1998).

O trato intestinal das aves domésticas tem sido demonstrado como o principal

reservatoério de C. jejuni e de 30 a 100% das aves transportam este agente no intestino.
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Durante as etapas de abate, as carcacas e visceras comestiveis podem ser
contaminadas com o material fecal e o agente pode ser detectado no produto acabado
e pronto para o consumo (ALMEIDA & SERRANO, 1987; DOYLE, 1988; SAKUMA et
al., 1992; CARVALHO & COSTA, 1996; CARVALHO, 1998).

De acordo com Bailey (1993), as principais fontes de contaminacao das aves
sd0 a racdo contaminada, a transmissdo horizontal e o ambiente de criacdo
contaminado, envolvendo vetores como roedores, insetos, passaros silvestres, animais

domeésticos e 0 homem.

Fatores responsaveis pela introdugéo e disseminacéao de C. jejuni em aves de
producdo comercial foram determinados, sugerindo a cama, pés dos tratadores e a
agua como os principais veiculadores do agente (BERNDTSON et al. 1996).

Jacob-Reitsma et al. (1995) lembram que as aves contaminadas podem
eliminar de 10°a 10° UFC/g de fezes, indicando o material fecal como potencial fonte de
introducao e disseminacado do agente dentro do lote. Aliado a estes fatores, o habito
coprofagico das aves auxilia na rapida disseminacdo do Campylobacter no lote
(STERNE, et al., 1988) e, uma vez isolado no bando, a propagacéao é rapida e elevada

proporcao de aves excretara Campylobacter até o abate (DOYLE, 1988).

Carvalho et al. (2002) investigaram a presenca de C. jejuni nas diferentes
etapas da linha de abate durante o processamento industrial de um abatedouro avicola
de pequeno porte, localizado na regidao Nordeste do estado de Sao Paulo e isolaram o
agente em amostras de agua do tanque de escaldamento, agua de lavagem das
carcagas apds evisceracdo, carcagas poés-evisceracdo, fezes frescas obtidas na
plataforma de recebimento dos frangos, figado e penas colhidas ap6s a depenacéo.

Na Europa, a infeccdo humana de origem alimentar mostra-se geralmente
como uma enfermidade sazonal com picos nos meses do verdao (NYLEN et al.,, 1998;
ALTEKRUSE et al., 1999). As espécies de Campylobacter spp. tém sido reconhecidas
como as principais fontes de infecgdo gastrointestinal em humanos nos Estados Unidos
da América, Inglaterra, Suica e provavelmente em todo o mundo (ALTEKRUSE et al.,
1999; ANONYMUS, 2001; FREDIANI-WOLF & STEPHAN, 2002).
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A campilobacteriose é a causa mais comum de gastroenterite bacteriana nos
Estados Unidos da América com aproximadamente 2,5 milhées de casos anualmente. A
taxa de isolamento de C. jejuni em estudantes dos “campi’ de universidades dos
Estados Unidos é de 10 e 46 vezes superior as taxas de isolamento de Salmonella e
Shigella, respectivamente (TAUXE et al., 1985).

A maioria dos casos de campilobacteriose ocorre de forma isolada, sendo
incomum a ocorréncia de surtos por Campylobacter spp (SKIRROW et al, 1992). Na
Gra-Bretanha, a maioria dos surtos notificados, ocorre pela manipulacdo deficiente de
alimentos em estabelecimentos comerciais (FROST, et al., 2002).

A contaminacédo cruzada de outros alimentos causada pela carne crua de
frango durante a preparacao de refeicoes tem se tornado importante em locais com
grande producdo de alimentos. Varios estudos conduzidos em paises desenvolvidos
vém demonstrando que os principais fatores de risco para infeccdo no homem sao a
manipulacéo e o consumo da carne e visceras de frango. A infeccao por Campylobacter
spp. resulta em grandes perdas econdémicas, exigindo o surgimento de pesquisas que
investiguem toda a cadeia de producgado avicola (HARRIS, 1986; FRIEDMAN et al.,
2000).

Os principais grupos de risco em adquirir campilobacteriose através do
contato direto com animais sdo os fazendeiros, veterinarios, trabalhadores de
abatedouros e acgougueiros. Estes profissionais geralmente adquirem imunidade ao
Campylobacter spp. apés repetidas exposicoes (BLASER et al., 1983). Outra importante
forma de contagio por contato direto com animais, ocorre através da manipulacao de
filhotes de caes e gatos com diarréia causada por Campylobacter spp. Apesar destas
formas de contagio serem relevantes em estudos de casos de campilobacteriose,
apenas uma minoria dos casos de infeccoes por Campylobacter spp. ocorre por essa
via. A principal forma de contadgio ocorre através da ingestdo de alimentos
contaminados (SKIRROW, 1991).

Um estudo de caso controle nos Estados Unidos da América demonstrou que
cerca de 50% dos casos de campilobacteriose humana é veiculada pelo consumo de
carne de frango. A producdo de frangos livres de Campylobacter spp. ainda é

impraticavel, mas com incentivos governamentais e da prépria industria avicola é
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possivel reduzir significativamente os riscos da campilobacteriose humana (SKIRROW,
1991).

Outros alimentos podem veicular Campylobacter em menor escala, como,
leite cru, peixe, carne vermelha, mariscos e cogumelos, além daqueles que podem

sofrer contaminacao cruzada durante o preparo de refeicdes (SKIRROW, 1991).

3.2.4.1 Fontes de Contaminagao na Granja.

Levi e Ricciardi (1982) isolaram C. jejuni de 108 (64,2%) amostras fecais de
galinhas comercializadas na cidade do Rio de Janeiro, sugerindo que as aves possam

ser reservatérios potenciais para o homem.

Tressierra-Ayla et al. (1995) isolaram espécies termotolerantes classicas de
Campylobacter em 44,5% das amostras de “swab” cloacal de frangos confinados e nao
confinados em lquitus - Peru. Na populacdo de frangos nado confinados a taxa de
isolamento foi de 54%, sendo C jejuni (21%), a espécie mais freqiente. Na populacédo
de frangos confinados, a taxa de isolamento foi menor (35%), sendo também C. jejuni a
espécie mais isolada (16%), havendo uma diferenca significativa entre as duas
populacdes estudadas (p<0,05).

Carvalho et al. (2001) isolaram Campylobacter spp. em amostras de “swab”
cloacal (16,7%), cama (1,8%), racao (0,6%) e fezes (17,7%). Campylobacter spp. foi
isolado a partir do 28° dia de alojamento das aves; as amostras de fezes foram
positivas para Campylobacter spp. a partir do 35° dia de vida das aves e a partir do 42°
dia foi isolado Campylobacter spp. em amostras de cama, fezes e “swab” cloacal. A
bactéria ndo foi isolada nas amostras de agua, demonstrando que o mecanismo de

cloragdo da agua é eficaz na inativagdo do microorganismo.

Gomes et al. (2006) isolaram C. jejuni em 21 (5,2%) amostras de “swab”
cloacal de frangos criados em 26 propriedades localizadas em pelotas-RS, observando
que frangos criados em estabelecimentos ndo industriais e sem condi¢des sanitarias

podem albergar C. jejuni no trato intestinal, colaborando com a cadeia de transmisséo.
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O papel da cama na transmissao e no estabelecimento perpétuo da infeccao
por C. jejuni foi demonstrado por Montrose et al. (1985) em aves de capoeira, através
da infeccao artificial das aves e o agente foi detectado na cama pelo menos 63 dias
apos a infeccao. Doyle e Roman (1982) justificaram a baixa taxa de isolamento de
Campylobacter spp. na cama, devido a elevada sensibilidade da bactéria as condi¢des
adversas deste tipo de amostra.

3.2.4.2 Pontos Criticos no Abate

Em pesquisa realizada na Califérnia, Wempe et al. (1983) isolaram C. jejuni
em 18,3% das amostras de penas, 27,8% da amostra de agua de escaldamento, 100%
das amostras de agua da evisceracao, 100% da agua de resfriamento e 80,6% da agua
final de lavagem das carcacas.

Dias et al. (1990), isolaram C. jejuni em 19 (38%) amostras de carcagas de
frango de abatedouros n&o industriais em Belo Horizonte-MG. Em abatedouros
industriais da mesma cidade, isolaram C. jejuni em uma (2%) amostra de carcaca de
frango. Houve uma diferenca significativa (p=0,000002) entre os isolamentos de C.
jejuni em abatedouros industriais e néo industriais, provavelmente devido as baixas

condicOes sanitarias presentes nos abatedouros ndo industriais.

Carvalho e Costa (1996) isolaram Campylobacter jejuni em cinco (8,3%)
amostras de carcaca de frango colhidas em abatedouros com instalacdes adequadas e
com controle higiénico sanitario permanente. No mesmo trabalho, foi isolado C. Jejuni
em quatro (6,6%) amostras de peito de frango, duas (3,3%) amostras de coxa e uma
(1,6%) amostra de asa, colhidas ao nivel comercial, indicando que o frango pode sair
da industria ja contaminado e no comércio pode ocorrer uma potencializacdo da

contaminacao, pondo em risco a saude da populagao.

Zanetti et al. (1996) isolaram Campylobacter em 12 (37,5%) amostras de
peito de frango sem pele, vendidas em estabelecimentos italianos, confirmando a
hipétese de que as carcacas podem se contaminar facilmente com o conteudo intestinal

durante o processo de abate.
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Ao investigar a presenca de C. jejuni em linha de abate industrial, Carvalho et
al. (2002) detectaram a presenca da bactéria em amostras do tanque de escaldamento
(26,6%), agua de lavagem das carcacas apés a evisceracgao (61,29%), carcacas apoés a
evisceracao (36%), fezes frescas obtidas na plataforma de recebimento dos frangos
(42%), figado (38%) e penas colhidas ap6s a depenacao (38%) e sugeriram as etapas
de evisceracao e depenac¢do como pontos importantes de contaminacao.

A depenacdo e a evisceragao tém sido mencionadas como pontos criticos na
contaminacao cruzada das carcacas durante o abate e, eventualmente, a contaminacao
pode ser disseminada através do equipamento, maos dos manipuladores, pelo ar, luvas
e utensilios (MACHADO et al, 1994).

3.2.4.3 Reservatdrios e Campilobacteriose em Outras Espécies

A ecologia de C. jejuni envolve reservatorios silvestres, particularmente aves
silvestres, e animais domésticos. Espécies silvestres que carreiam C. jejuni incluem,
principalmente, aves migratérias. Na maioria das vezes, o hospedeiro é um carreador
que nao exibe sintomas, que pode ter adquirido imunidade através de uma infeccao
anterior por Campylobacter spp. O microorganismo € encontrado em roedores e
insetos, que também podem carrear a bactéria no exoesqueleto (NACKAMKIN et al.,
1992; ALTEKRUSE et al., 1999).

Rodrigues et al. (1998) pesquisaram Campylobacter nas fezes de ratos pretos
com taxas de isolamento de 57,45% e demonstraram a importancia destes como

reservatérios do agente.

O habitat primario das espécies de Campylobacter spp. é o trato intestinal de
animais de sangue quente. Colite causada por Campylobacter spp. ja foi diagnosticada
em caes, gatos, “ferrets” e “hamsters”, causando uma diarréia suave e colite branda
(ALTEKRUSE et al., 1994).

C. jejuni é um organismo comensal do trato intestinal de bovinos. Animais

jovens sdo mais comumente colonizados em relacdo a animais adultos e bovinos

confinados apresentam uma maior taxa de isolamento de Campylobacter spp. em
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relagdo aos bovinos criados em sistemas extensivos. As vacas também podem
apresentar mastite causada por C. jejuni (LANDER & GILL, 1980; GIACOBONI et al.,
1993).

Sala et al. (1986) observaram diarréia em suinos quando inoculados
experimentalmente com C. coli por via oral, ocorrendo disseminagdao bacteriana nos

pulmdes, rins e figado.

3.2.5 Ocorréncia de Campilobacteriose em Aves

De acordo com Butzler (1984), muitos casos de infeccdo por C. jejuni em
aves nao sao acompanhados por sinais 6bvios da doencga. Entretanto, varios estudos
conduzidos nas décadas de 50 e 60 do século XX relatam hepatite aviaria em matrizes
adultas e galinhas poedeiras causadas por C. jejuni (GENIGEORGIS, 1987). Nos
galpdes, a taxa de mortalidade pode variar entre poucas mortes a até 100% de
mortalidade do lote. A principal lesdo ocorre no figado, que pode se encontrar palido e
amarelado. Pode ocorrer petéquias e inflamacao difusa no intestino. De acordo com
Peckman (1975), a bile é a amostra mais apropriada para o islamento de
Campylobacter.

Bertchinger (1965) reportou o isolamento de Campylobacter spp. em 21% das
amostras de bile em aves com hepatite necrética, entretanto Acevedo (1987) isolou a
bactéria em somente duas (1,24%) amostras de 161 amostras de bile estudadas.

Carvalho et al. (1997) pesquisaram C. jejuni em figado, baco e bile de aves
com diarréia e perda ponderal em fazendas da regidao de Ribeirdo Preto — SP. Foi
isolado C. jejuni em duas (6,89%) amostras de bile, em 12 (35,29%) amostras de bacgo
e em 40 (54,79%) amostras de figado. Foi observado também, no mesmo trabalho,
amostras de figado com coloracdo pdlida e zonas amareladas. Todas as aves
estudadas apresentavam petéquias hemorragicas em pelo menos uma das trés
porcdes intestinais pesquisadas. Na maioria dos casos, as petéquias se encontravam

na primeira por¢ao do intestino.



29

3.2.6 Campilobacteriose Humana

A apresentacgao clinica mais comum é a enterocolite que pode afetar pessoas
de todas as idades. A gastroenterite aguda causada por Campylobacter se caracteriza
por uma rapida elevacao da temperatura, acompanhada de mal-estar geral, cefaléia,
dores musculares e abdominais, que precedem a diarréia. A enfermidade &
acompanhada também de nauseas, vémitos, ruidos hidroaereos, anorexia e tenesmo. A
diarréia, aquosa ou mucosanglinolenta tem inicio 24 horas apds ter iniciado os
sintomas. A enfermidade € auto-limitante, alcangando maior expressao entre o segundo
e quarto dia, com cura apds o sétimo dia. Porém, as manifestacées clinicas variam,
desde uma forma leve de curta duragdo, a um quadro mais severo e prolongado
(FERNANDEZ & FARACE, 2003).

C. jejuni e C. coli ttm sido associados com doengas extra-intestinais, que
incluem meningites, endocardites, artrite séptica, osteomielite, pneumonia, abortos e
septicemia neonatal. A mais importante seqliela da infec¢ao por C. jejuni é a sindrome
de Guillain-Barré (SGB), uma enfermidade caracterizada por uma desmielinizagdo, que
resulta em uma paralisia neuromuscular aguda. E estimado que ocorra um caso de
SGB para cada 1.000 casos de campilobacteriose. Acima de 40% dos pacientes com
SGB apresentaram infeccdo recente por Campylobacter spp. Cerca de 20% dos
pacientes com SGB permanecem com sequelas por toda a vida e cerca de 5% morrem
devido a complicacdes respiratérias (ALLOS, 1997; ALLOS et al., 1998; NACHAMKIM,
et al., 1998; ALTEKRUSE et al., 1999; McCARTHY et al., 1999).

A campilobacteriose também estd associada com a sindrome de Reiter,
caracterizada por uma artropatia reativa. Mdultiplas articulacbes podem estar afetadas,
particularmente a articulagdao fémur-tibial. O paciente pode sentir dores e ficar
incapacitado por meses ou, ainda, tornar-se crénica (ALTEKRUSE et al., 1999).
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3.2.7 Diagnostico Laboratorial

Varias técnicas podem ser utilizadas para melhor caracterizacao das cepas
de Campylobacter spp., como: identificacdo bioquimica (HUNT et al, 2001),
sorotipagem (FROST, et al., 1998), fagotipagem (FROST et al., 1999), eletroforese em
gel com campo pulsatil (PFGE) (GILPING, et al, 2006), genotipagem (WASSENAAR,
2000) e reacado em cadeia mediada pela polimerase (PCR) (YANG et al., 2003).

Entre as técnicas de sorotipagem incluem-se: hemaglutinacdo passiva (70
sorotipos) e aglutinacdo em lamina (100 sorotipos). A técnica de fagotipagem apresenta
76 fagotipos. Emprega-se, também, a técnica de ribotipagem com a aplicacdo de
eletroforese e PCR (FILGUEIRAS, 2003)

3.2.7.1 Isolamento Bacteriano

Se as amostras forem imediatamente processadas, elas devem ser
encaminhadas ao laboratdrio em recipientes estéreis. Caso ocorra uma demora no
processamento das amostras, pode-se coloca-las sob refrigeracdo em meio de
transporte, como: Cary-Blair e caldo tioglicolato (CARVALHO, 2001; BUTZLER, 2004).

A enterite por Campylobacter spp. pode ser diagnosticada através do exame
direto das fezes frescas em microscopio de contraste de fase e com o auxilio da
coloracao de Gram. A bactéria pode ser distinguida de outros microorganismos através
da motilidade em forma de saca-rolha e da morfologia em espiral ou curva (BUTZLER,
2004).

C. jejuni e C. coli podem ser isolados facilmente das fezes através de um
plagueamento direto em meio seletivo com agar sangue por 48-72 horas a 42°C em
atmosfera de microaerofilia (SKIRROW, 1977).

Tem-se utilizado com freqliéncia a técnica da membrana filtrante que
aproveita duas propriedades do género Campylobacter, que o diferencia dos
contaminantes: o tamanho pequeno e a grande mobilidade do Campylobacter spp. As

bactérias deste género passam através dos poros de 0,45um de didametro. Esta técnica
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€ utilizada ha muito tempo para amostras de origem fecal e esta recebendo inimeras
aplicagdes em amostras de origem alimentar. A membrana é colocada sobre a placa
com agar e algumas gotas da amostra (fezes liquidas ou amostras pré-incubadas em
caldo) sdo depositadas sobre a membrana, que é retirada apés um tempo variavel e,
posteriormente, a placa é incubada (SCOTTER et al., 1993; PILET et al, 1997).

Os padrées minimos para identificacdo do género Campylobacter depois do
isolamento primario, baseia-se na morfologia colonial, coloracdo de gram, motilidade e
no teste de oxidase. O teste de hidrélise do hipurato diferencia as cepas de C. jejuni
das outras bactérias do género (BOLTON, 2001). Para outras espécies, exceto C. jejuni
e cepas atipicas de C. jejuni, sdo necessarios testes bioquimicos adicionais (Tabela 4)
(BUTZLER, 2004). Segundo Wallace (1997), cerca de 10% das cepas de C. jejuni ndo
hidrolisa o hipurato.

O género Campylobacter é geralmente inativo em muitos testes bioquimicos
convencionais e a identificacdo baseia-se em poucos fatores morfoldgicos e
bioquimicos. Em algumas cepas, a identificacdo da espécie é baseada no resultado de
apenas um teste bioquimico e, em alguns casos, a identificacdo definitiva nao é
possivel com os testes laboratoriais utilizados pela metodologia convencional
(DOWNES & ITO, 2001).
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Tabela 4 — Caracteristicas bioquimicas de Campylobacter spp. termotolerante.

Testes C.jejuni C.jejuni C.coli. C.lari C. upsaliensis
subsp. subsp.
Jejuni Doylei
H.S (TSI) - - D - -
Oxidase + + + + +
Catalase + + + + - ou fraca reacéao
Motilidade +(81%) + + + +
Hidrolise do hipurato + + - - -
Reducéo do nitrato + - + + +
Acido nalidixico s¢ S S R S
Cefalotina R R R R S

+: reacao positiva em 90% ou mais das cepas; -:rea¢dao negativa em 90% ou mais das
cepas; D: 11-89% das cepas sdo positivas; R: resistente; S: sensivel; ¢foram reportadas
cepas de C. jejuni resistentes ao acido nalidixico.

Fonte: Hunt et al. (2001).

3.2.8 Prevencao e Controle

Apoés ter relacionado as diferentes fontes de infeccdo por Campylobacter, é
necessario citar as medidas apropriadas de prevencao e controle. O tratamento da
agua é, obviamente, a medida mais eficaz e corriqueiramente utilizada. Apesar da
importancia em educar a populacdo em boas praticas higi€nicas e na manipulacdo da
carne crua, a medida mais efetiva de controle seria a eliminagdo ou reducdo da
contaminacao da carne de frango por Campylobacter spp. nos estabelecimentos
comerciais (SKIRROW, 1991).

Como nao ha evidéncias da transmissao vertical (FONSECA et al., 2006),
presume-se que a bactéria seja introduzida nas aves através de uma fonte externa em
algum momento durante o curto periodo de 6-7 semanas de vida das aves. A
introducdo de Campylobacter na granja através das botas dos trabalhadores, pequenos

passaros, roedores e suprimentos de agua tém sido descritos por Humphrey (1989). As
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boas praticas agropecuarias reduziriam significativamente a colonizacdo das aves
(SKIRROW, 1991)

A introducéo de “sprays” de resfriamento no lugar de tanques de resfriamento
e a introducdo de maquinarios de facil higienizacdo no abatedouro podem reduzir
significativamente a contaminacdo cruzada (HUMPHREY, 1989). Porém, se aves
abatidas apresentarem uma grande quantidade de bactérias, a contaminagao cruzada é
praticamente inevitavel (SKIRROW, 1991).

A irradiacdo em baixas doses da carne de frango é efetiva na destruicao de
Campylobacter spp. e outros patdégenos, porém esta técnica de desinfeccdo nao é
muito aceita pelos consumidores (SKIRROW, 1991; BUTZLER, 2004 ). Observa-se
também uma queda brusca de células viaveis de Campylobacter spp. ap6s o
congelamento e descongelamento (STERN, et al., 1985).

Vacinas contra a campilobacteriose tém-se mostradas promissoras em
animais de laboratério (SCOTT, 1997; LEE, et al., 1999). A determinacéo da seqiéncia
do genoma do C. jejuni (PARKHILL, et al., 2000) facilitara o desenvolvimento de uma
vacina segura e eficaz para a possivel aplicacdo na prevencao da diarréia causada por
Campylobacter (BUTZLER, 2004).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

O estudo foi realizado em trés granjas avicolas e um abatedouro de frangos,
localizados na mesorregido metropolitana de Belém - PA. As granjas estudadas
apresentavam a mesma assisténcia veterinaria e recebiam as aves e o0s insumos de
uma mesma fonte. As trés granjas fornecem os frangos de corte para o abatedouro
envolvido no estudo, que funciona sob Inspecao do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento — MAPA.

As amostras provenientes das possiveis fontes de contaminacéo no criatorio
e aquelas oriundas de provaveis pontos criticos no abate constituiram o material objeto

do estudo que foi desenvolvido no periodo de janeiro a maio de 2007.

4.1.1 Amostras

4.1.1.1 Fontes de Contaminagéo no Criat6rio

Para a identificacdo das fontes de contaminacao por Campylobacter spp. no
criatério, foram colhidas amostras na ultima semana de criagdo das aves (CARVALHO
et al., 2001). Em cada granja foram colhidas 10 amostras de agua do bebedouro, 10
amostras de swab cloacal, 10 amostras de racdo e 10 amostras de cama de frango.
Com um total de 40 amostras por granja, perfazendo um total de 120 amostras nas trés
granjas estudadas. As amostras foram colhidas entre os meses de janeiro e margo de
2007 (Tabela 5).
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Tabela 5 — Numero e tipo de amostras colhidas em cada granja avicola.

Tipo de

amostra Granja1 Granja2 Granja3 Total
Agua 10 10 10 30
Swab cloacal 10 10 10 30
Racéo 10 10 10 30
Cama 10 10 10 30
Total 40 40 40 120

4.1.1.2 Pontos Criticos no abate

Para a identificacdo de pontos criticos no abatedouro, foram colhidas 36
amostras de agua em 12 pontos diferentes da linha de abate e mais 30 amostras de
pele do conjunto peito/pescoco, 30 amostras de figado e 30 amostras de moela, que
indicariam a contaminacao relacionada aos pontos criticos referidos, totalizando 126
amostras (CARVALHO et al., 1998; CARVALHO et al., 2002; ROSENQUIST, 2006)
(Tabela 6). Todas as amostras do abatedouro foram colhidas entre os meses de abril e
maio de 2007.

Tabela 6 — Numero e tipo de amostras colhidas no abatedouro.

Tipo de amostra Numero de
amostras
Agua 36
Pele do conjunto peito/ 30
pescogo
Figado 30
Moela 30

Total 126
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4.2 METODOS

4.2.1 Obtencao e Processamento das Amostras

4.2.1.1 Swab Cloacal

As amostras cloacais foram colhidas através de “swabs” estéreis
diretamente das cloacas de frangos de corte (género: Gallus) (Figura 2) e
imediatamente depositadas em tubos contendo 5 mL de caldo tioglicolato pH 7,2 e
mantidas em temperatura de 5°C por 12 horas. (CARVALHO et al., 2001). Foi realizada
contengdo manual da ave para coleta do “swab” cloacal. Esta contencao foi realizada
de preferéncia pelo tratador das aves para minimizar o estresse durante o
procedimento.

Figura 2 — Colheita de amostra de “swab” cloacal em frango de corte (género: Gallus).

Fonte: Instituto Evandro Chagas, 2006.

4.2.1.2 Cama e Racéao

As amostras de cama (Figura 3) e ragéo (Figura 4) foram colhidas em sacos
plasticos estéreis, transportadas ao laboratério e, em seguida, pesadas. Para cada 5
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gramas das amostras, adicionou-se 45 mL de caldo tioglicolato pH 7,2, mantendo-as
por 12 horas a temperatura de 5°C (CARVALHO et al., 2001).

Figura 3 — Colheita de amostra de cama de frango em saco plastico estéril.

Fonte: Instituto Evandro Chagas, 2007.

Figura 4 — Colheita de amostra de racao diretamente do comedouro em saco plastico

estéril.

Fonte: Instituto Evandro Chagas, 2007.
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4.2.1.3 Agua

As amostras de agua da granja e do abatedouro foram colhidas num volume
de 500 mL e mantidas em caixas isotérmicas com gelo e processadas imediatamente
apds a chegada ao laboratério. Foi adicionado 2,5 mL de tiosulfato de sddio ao frasco
coletor de agua antes da coleta (CARVALHO et al., 2001; HUNT et al., 2001).

A granja 1 apresentava bebedouro por gotejamento (Figura 5) e as granjas 2
e 3 apresentavam bebedouros pendulares (Figura 6).

No abatedouro, as amostras de agua foram coletadas nos seguintes pontos
da linha de abate: escaldadeira (Figura 7), calha de evisceracdo das carcacgas (dois
pontos diferentes) (Figura 8), calha de evisceracao do figado, calha de evisceracado da
moela, calha de evisceragdo do coracdo, calha do conjunto cabega — pescoco, mini-
tanque de resfriamento do figado, mini-tanque de resfriamento da moela, mini-tanque
de resfriamento do conjunto cabeca — pescoco (Figura 9), tanque de pré-resfriamento

da carcaca (Figura 10) e tanque de resfriamento da carcaca (Figura 11).

Figura 5 — Bebedouro por gotejamento presente na granja 1.

Fonte: Instituto Evandro Chagas, 2007.



Figura 6 — As granjas 2 e 3 apresentavam bebedouros do tipo pendular.

Fonte: Instituto Evandro Chagas, 2007.

Figura 7 — Escaldadeira — ponto de colheita de agua no abatedouro.

Fonte: Instituto Evandro Chagas, 2007.

39
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Figura 8 — Calha de escoamento da agua de evisceragdo das carcagcas — ponto de
colheita de agua no abatedouro.

Fonte: Instituto Evandro Chagas, 2007.

Figura 9 — Mini-tanques de resfriamento da moela, figado e do conjunto

cabeca/pescoco - pontos de colheitas de agua no abatedouro.

Fonte: Instituto Evandro Chagas, 2007.



Figura 10 — Tanque de pré-resfriamento das carcagas — ponto de colheita de agua no
abatedouro.

Fonte: Instituto Evandro Chagas, 2007.

Figura 11 — Tanque de resfriamento das carcagas — ponto de colheita de agua no
abatedouro.

Fonte: Instituto Evandro Chagas, 2007.

4.2.1.4 Pele do Conjunto Peito/Pescoco, Figado e Moela.

No abatedouro, foi colhido pele do conjunto peito/pescoco apos o

resfriamento das carcagas. O figado e a moela foram colhidos dos mini-tanques de

41



42

resfriamento e acondicionados em sacos plasticos estéreis, sendo encaminhados ao
laboratério sobre refrigeracao (1-5°C). As amostras de pele do conjunto peito/pescoco,
figado e moela foram trituradas com auxilio de pinga e tesoura esterilizadas (Figura 12);
em seguida, 25 gramas de cada amostra foram colocadas em 225 mL de caldo
tioglicolato pH 7,2 e mantidas por 12 horas a temperatura de 5°C (CARVALHO et al.,
2001).

Figura 12 — Trituragdo de amostra de figado com auxilio de pinga e tesoura

esterilizadas.

Fonte: Instituto Evandro Chagas, 2007.

4.2.2 — Isolamento de Campylobacter spp.

As amostras para o isolamento e identificacdo das espécies de
Campylobacter foram processadas na Secao de Bacteriologia e Micologia do Instituto
Evandro Chagas — IEC da Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS), Ministério da
Saude (MS).
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4.2.2.1 Amostras cloacais, de cama, racao, pele do conjunto peito/pescoco, figado e
moela.

Para o isolamento, aplicaram-se membranas filtrantes de 0,45 pm de
porosidade (SCOTTER et al, 1993; PILET et al, 1997) sobre placas com meio seletivo
para Campylobacter composto por agar brucella adicionado de suplemento FBP
(0,025% de sulfato ferroso, 0,025% de piruvato de sodio e 0,025% de metabissulfito de
s6dio) e 7 mL de sangue desfibrinado e estéril de carneiro em 100 mL do meio basico
(agar brucella) com pH final 7,2 (Figura 13) (KONEMAN et al., 2001).

Figura 13 — Meio seletivo para Campylobacter spp. com membrana filtrante de 0,45 pm
de porosidade.

Fonte: Instituto Evandro Chagas, 2007.

Decorrido o periodo de 12 horas a temperatura de 5°C, cerca de 10 gotas do
caldo das amostras cloacais, da cama, racao, pele do conjunto peito/pescoco, figado e
moela foram depositadas sobre a membrana filtrante (Figura 14). Apds 30 minutos, as
membranas foram retiradas e as placas incubadas a 42°C por 48-72 horas, em jarras
para cultivo em anaerobiose com atmosfera de microaerofilia (HUNT, 2001;
FERNANDEZ et al., 2003).
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Figura 14 — Meio seletivo para Campylobacter spp. com amostra inoculada sobre

membrana filtrante de 0,45 um de porosidade.

Fonte: Instituto Evandro Chagas, 2007.

4.2.2.2 Agua

Um total de 100 mL de cada amostra de agua foi centrifugado a 7.000 r.p.m.
durante 15 minutos. O sedimento e mais 2 mL do sobrenadante foram homogeneizados
e, em seguida, cerca de 10 gotas foram instiladas na membrana filtrante contida sobre
o meio de isolamento seletivo. Apés 30 minutos as membranas foram retiradas e as
placas incubadas a 42°C por 48-72 horas, em jarras para cultivo em anaerobiose com
atmosfera de microaerofilia (SCOTTER et al, 1993; PILET et al, 1997; CARVALHO et al.
2002).

4.2.3 - Identificacao de Campylobacter spp.

As col6nias tipicas ou suspeitas do género foram confirmadas e identificadas
(Figura 15) através da morfologia microscépica, pela coloracdo de Gram, motilidade em
microscépio de campo escuro, reacdes de catalase e de oxidase. Para identificacdo
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bioquimica das espécies, além das provas citadas para identificagdo do género, foram
realizados os testes de reducao de nitrato, produgdo de H>S em TSI (Triplice Sugar
Iron), hidrélise de hipurato (Figura 16) e resisténcia ao 4cido nalidixico e a cefalotina. O
protocolo de preparo de meios foi seguido de acordo com o anexo A. Os fluxogramas
para isolamento e identificacdo de Campylobacter nas diferentes amostras podem ser
observados nos anexos B, C e D (CARVALHO et al.,, 2001; DOWNES & ITO, 2001;
HUNT et al., 2001;).

Figura 15 — Meio seletivo para Campylobacter spp. com coldnias tipicas do género.

Fonte: Instituto Evandro Chagas, 2007.
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Figura 16 — Teste de hidrélise do hipurato. A esquerda, cepa de Campylobacter jejuni
que hidrolisou o hipurato (liquido com coloracdo violeta). A direita, cepa de
Campylobacter spp, que nao hidrolisou o hipurato (anel superior do liquido com

coloragao amarela e coluna inferior do liquido incolor)

Fonte: Instituto Evandro Chagas, 2007.

4.2.4 — Estudo Estatistico

Foi empregado o teste do qui-quadrado (x2) para comparacéo dos resultados
entre as diferentes granjas, entre tipos diferentes de amostras nas granjas, entre as
amostras do abatedouro e entre os isolados de C. jejuni e Campylobacter spp,
adotando como nivel se significancia o valor de 0,05 (SAS, 1993).

4.2.5 — Aspectos Eticos

O trabalho recebeu a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa com
Animais - CEPAN do |Instituto Evandro Chagas - |IEC (Parecer n°
0004/2007/CEPAN/IEC/SVS/MS e Protocolo CEPAN - n°0001/2007).

Os responsaveis pelas granjas e pelo abatedouro assinaram termo de

anuéncia, permitindo a entrada dos pesquisadores no estabelecimento para realizacao
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da pesquisa (APENDICE A e B). Para o levantamento epidemiolégico, foi preenchida
ficha epidemioldgica contendo as informagdes do estabelecimento e dados sobre o
manejo nas granjas (APENDICE C). Os dados dos estabelecimentos foram mantidos
em sigilo e os resultados somente foram utilizados com finalidade de pesquisa.

Os residuos das amostras foram acondicionados em sacos plasticos e

enviados para o incinerador do Instituto Evandro Chagas (IEC), onde foram
descartados.

4.2.6 — Armazenamento e estocagem das cepas

As cepas isoladas foram armazenadas em tubos de criopreservacao com 0,7
mL de caldo brucella e 0,3 mL de glicerol a temperatura de -70°C (LAURIA-
FILGUEIRAS & HOFER, 1998).
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5. RESULTADOS

5.1 FONTES DE CONTAMINAGAO NA GRANJA

As tabelas 7, 8, 9,10 e a figura 2 apresentam os resultados obtidos nas
granjas avicolas. Conforme os dados da tabela 7, Campylobacter spp. foi isolado em
33,33% (40/120) das amostras coletadas nas trés granjas, havendo diferenca
significativa entre isolamentos positivos e negativos (p<0,05).

Tabela 7 - FreqUéncia de isolamentos de Campylobacter spp. em trés granjas avicolas

localizadas na mesorregido metropolitana de Belém, estado do Para.

Resultados n %
Positivo 40 33,33
Negativo 80 66,67
Total 120 100,00

x2 =13,33 (p<0,05)

Campylobacter spp. foi isolado em 14 (11,67%) amostras provenientes da
granja 1, 14 (11,67%) amostras da granja 2 e 12 (10,00%) amostras da granja 3, nao
havendo diferenca significativa (p>0,05) entre os isolamentos positivos nas granjas
estudadas (tabela 8).

Tabela 8 — FreqUéncia de isolamento de Campylobacter spp. nas granjas 1,2 e 3

localizadas na mesorregido metropolitana de Belém, estado do Para.

Resultados
Granjas Negativo Positivo Total
n % n % n %
1 26 21,67 14 11,67 40 33,33
2 26 21,67 14 11,67 40 33,33
3 28 28,33 12 10,00 40 33,33
Total 80 66,67 40 33,33 120 | 100,00

x2 =0,30 (p>0,05)
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Em relacao aos tipos de amostras coletadas nas trés granjas, Campylobacter
spp. foi isolado em dez (8,33%) amostras de cama, 29 (24,17%) amostras de “swab”
cloacal, uma (0,83%) amostra de agua e em nenhuma das amostras de racdo. Houve
diferenga significativa (p<0,0001) entre os isolamentos positivos, negativos e o tipo de

amostra processada (tabela 9).

A amostra de agua positiva para Campylobacter spp. era proveniente da
granja 2, cujo bebedouro era do tipo pendular. Nao foi isolado Campylobacter spp. das
amostras de agua da granja 1 (bebedouro por gotejamento) e da granja 3 (bebedouro

pendular).

Tabela 9 - Frequéncia de isolamentos de Campylobacter spp., segundo os tipos de

amostras coletadas em trés granjas da mesorregiao metropolitana de Belém, estado do

Para.
Resultados
Amostras Negativo Positivo Total
n % n % n %
Cama 20 16,67 10 8,33 30 25,00
Racéo 30 25,00 0 0,00 30 25,00
“Swab” Cloacal 1 0,83 29 24,17 30 25,00
Agua 29 24,17 1 0,83 30 25,00
Total 80 66,67 40 33,33 120 | 10,00

x2 =81,30 (p<0,0001)

Analisando cada tipo de amostra coletada nas trés granjas pesquisadas,
Campylobacter spp. foi isolado em 96,6% das amostras de “swab” cloacal, 33,3% das
amostras de cama, 3,3% das amostras de agua e em nenhuma das amostras de racao.
Houve diferencga significativa (p<0,0001) entre os isolamentos positivos, negativos e o

tipo de amostra processada (Figura 17).
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x2 =81,30 (p<0,0001)

Figura 17 — Freqiéncia de isolados de Campylobacter spp. em cada tipo de amostra
coletada em trés granjas avicolas na mesorregiao metropolitana de Belém, estado do
Para.

Quanto a identificacao das espécies de Campylobacter spp. nas trés granjas
pesquisadas, 33 (82,50%) foram identificadas bioquimicamente como C. jejuni e em
sete (17,50%) cepas isoladas, nao foi possivel definir a espécie. Observou-se uma
diferenga significativa (p<0,05) entre os isolados de C. jejuni e aqueles isolamentos com

os quais nao foi possivel definir a espécie (tabela 10).

Tabela 10 - Freqléncia de isolamento de Campylobacter spp. em amostras
procedentes de trés granjas avicolas da mesorregido metropolitana de Belém, estado
do Para, segundo a espécie identificada.

Espécie Resultados
n %
Campylobacter jejuni 33 82,50
Campylobacter spp*. 7 17,50
Total 40 100,00

x2 =13,33 (p<0,05)

*Espécie ndo identificada.
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5.2 PONTOS CRITICOS NO ABATE

A tabela 11 e a figura 18 apresentam os resultados obtidos no abatedouro.
Todas as cepas isoladas no abatedouro foram identificadas bioquimicamente como C.
jejuni. A bactéria foi isolada em 11 (8,73%) amostras provenientes do abatedouro, das
quais uma (0,79%) amostra de moela, dez (7,94%) amostras de diferentes pontos de
coleta de agua e em nenhuma amostra de figado e de pele do conjunto peito/ pescoco.
Observou-se diferenca significativa (p<0,0001) entre o tipo de amostra processada e 0s
resultados obtidos.

Os pontos de coletas de agua positivos para Campylobacter spp. foram trés
amostras da agua da calha de evisceracdo da moela, quatro amostras da calha de
evisceracao das carcacgas, duas amostras da calha de evisceracdo do figado e uma
amostra da calha do conjunto cabeca/pescoco.

Nao foi isolado C. jejuni das amostras de agua dos mini-tanques de
resfriamento: da moela, do figado e do conjunto cabeca/ pesco¢co. Também nao foi
isolado C. jejuni das amostras de agua da escaldadeira, da calha de evisceracao do

coracéao e dos tanques de pré-resfriamento e de resfriamento das carcacas.

Tabela 11 - Freqiéncia de isolamentos de C. jejuni., segundo os tipos de amostras

coletadas em um abatedouro avicola da mesorregidao metropolitana de Belém, estado

do Para.
Resultados
Amostras Negativo Positivo Total
n % n % n %
Figado 30 23,81 0 0,00 30 23,81
Moela 29 23,02 1 0,79 30 23,81
Pele (peito/ 30 23,81 0 0,00 30 23,81
pescoco)
Agua 26 20,63 10 7,94 36 28,57
Total 115 91,27 11 8,73 126 | 100,00

X2 =85,84 (p<0,0001)
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Ao analisar as freqiéncias dos isolados de Campylobacter spp., para cada
tipo de amostra do abatedouro, observou-se que 27,8% (n=10) das amostras de agua
foram positivas para Campylobacter spp., seguido pela moela com 3,3% (n=1) das
amostras positivas. As amostras de figado e de pele do conjunto peito/ pescogo foram
negativas. Houve diferenga significativa (p<0,0001) entre os isolamentos positivos,
negativos e o tipo de amostra processada (Figura 18).

100 100 96.7 100

90
80 -
70
60 -
50 -
40
30 -
20

@ Positivo

%

m Negativo

10 1 n=0 n=0

Figado Moela Pele Agua
peito/pescogo

Tipo de amostra

x2 =85,84 (p<0,0001)
Figura 18 — Freqtiéncia dos isolados de C. jejuni em cada tipo de amostra colhida em
abatedouro avicola na mesorregidao metropolitana de Belém, estado do Para.
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6. DISCUSSAO

O isolamento de Campylobacter spp. em 40 (33,33%) amostras procedentes
de granjas (Tabela 7) foi superior aos resultados encontrados por Carvalho et al.
(2001), que isolaram a bactéria em apenas 5,60% das amostras de duas granjas
avicolas na regido de Ribeirdo Preto — SP, mesmo considerando-se os resultados
obtidos por granja (Tabela 8).

Nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre o numero de isolados
positivos das trés diferentes granjas (Tabela 8), provavelmente devido ao fato dos trés
estabelecimentos apresentarem semelhantes sistemas de manejos, aves e insumos
provenientes da mesma fonte.

Entre as 30 amostras de “swab” cloacal, 29 (96,66%) (Figura 17) foram
positivas para Campylobacter spp. Elevadas taxas de isolamento de Campylobacter
spp. em amostras de fezes de frango foram também demonstradas por outros autores.
Assim, Evans & Sayers (2000) isolaram o microorganismo em 91% das amostras de
“swab” cloacal de frangos da Gra-Bretanha e Rodrigo et al. (2005) isolaram
Campylobacter spp em 78,80% e 81,50% das amostras de “swab” cloacal de frangos
comercializados em acougues de médio e pequeno porte, respectivamente, em
Trindade e Tobago. Segundo Doyle (1988), 30,0 a 100,0% das aves albergam este
agente no intestino.

Resultados de isolamento de Campylobacter spp em amostras de “swab”
cloacal inferiores aqueles obtidos no presente trabalho, 96,6% (Figura 17) foram
demonstrados por Tresierra-Ayla et al. (1995) que isolaram C. jejuni em 27,00% de
amostras de “swab” cloacal’ de frangos criados por familias de baixa condicao
econdmica na cidade de lquitos—Peru. Carvalho et al. (2001) que isolaram, do mesmo
modo, Campylobacter spp. em 16,70% das amostras de “swab” cloacal coletadas em
duas granjas avicolas na regidao de Ribeirdo Preto-SP e Gomes et al. (2006) que
isolaram também C. jejuni em 19,80% de amostras de “swab” cloacal coletadas em
pequenas propriedades no Municipio de Pelotas—RS.

A taxa de isolamento de Campylobacter spp. has amostras da cama, 33,33%

(Figura 17) foi superior aos resultados encontrados por Carvalho et al. (2001), 1,8%.
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Os resultados obtidos para amostras de cama no presente trabalho, ndo estdo de
acordo com o que afirmaram Doyle & Roman (1982) e Smitherman et al. (1984), ao
justificarem a baixa taxa de isolamento como uma conseqiéncia da elevada
sensibilidade desta bactéria as condi¢cbes adversas desse material.

A elevada taxa de isolamento da cama de frango (33,33%) (Figura 17)
quando comparada com os resultados obtidos por Carvalho et al. (2001) (1,8%) pode
ser um reflexo do alto percentual de isolamento das amostras de “swab” cloacal. De
acordo com Jacob-Reitsma et al. (1995), as aves contaminadas podem liberar de 10° a
10° UFC/g de fezes, disseminando a bactéria para a cama.

Campylobacter spp. nao foi isolado em amostras de racao procedentes das
granjas pesquisadas (Tabela 9, Figura 17). Carvalho et al. (2001), no entanto, isolaram
a bactéria em 0,60% de amostras de racdo analisadas. Segundo Altekruse et al. (1999),
a racao é uma fonte improvavel de Campylobacter spp., devido a baixa disponibilidade
de agua para o crescimento da bactéria neste tipo de amostra. Aliado a este fator, as
granjas pesquisadas introduziam antibiéticos na racdo (enramicina, colistina e
avilamicina), podendo tal procedimento ter contribuido para o ndo isolamento de
Campylobacter spp. nas amostras de ragao .

Campylobacter spp. foi isolado em apenas uma (3,3%) amostra de agua das
granjas pesquisadas (Figura 17). A amostra de agua positiva era proveniente da granja
2, cujo bebedouro era pendular. Este tipo de bebedouro acumula com facilidade restos
de ragao, cama, fezes e penas, 0 que pode ter contribuido para o isolamento de
Campylobacter spp. neste tipo de bebedouro. Contrariamente a esse resultado,
Carvalho et al. (2001) nao isolaram a bactéria em nenhuma das amostras de agua em
granjas avicolas na regidao de Ribeirdo Preto — SP. As trés granjas envolvidas neste
trabalho realizavam procedimento de cloracao da agua. Segundo Blaser et al. (1986),
h& fortes evidéncias de que os procedimentos de cloracdo da agua sejam eficazes na
inativacao do Campylobacter spp.

C. jejuni foi identificado em 82,50% das cepas isoladas nas granjas
estudadas (Tabela 10). Segundo Allos & Taylor (1998), C. jejuni e C. coli sao as
espécies termofilicas mais isoladas em amostras de fezes e C. jejuni é responsavel por
80 a 90% das infecc¢des.
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C. jejuni foi também isolado em 8,73% das amostras procedentes do
abatedouro (Tabela 11), percentual que é cerca de duas vezes maior em relacédo a taxa
determinada por Cortez et al. (2006), 4,90% em amostras coletadas de diferentes
pontos em abatedouros localizados no estado de Sao Paulo. De modo contrario,
Carvalho et al. (2002) isolaram C. jejuni em elevada taxa, 35,70%, em amostras
coletadas em diferentes pontos da linha de abate em um abatedouro na regido nordeste
do estado de Sao Paulo. Essas diferencas de resultados obtidas em diferentes estudos
podem estar relacionadas aos niveis de controle de qualidade adotados nos
estabelecimentos industriais de abate.

No presente trabalho nao foi isolado Campylobacter spp em amostras de
figado coletadas em mini-tanque de resfriamento do abatedouro (Tabela 11, Figura 18),
entretanto, Carvalho et al. (1997) isolaram C. jejuni em 54,79% das amostras de figado
coletadas logo apés o sacrificio de aves com diarréia em granjas avicolas localizadas
na Regido de Ribeirdo Preto - SP e Carvalho et al. (2002) isolaram também C. jejuni em
38,00% das amostras de figado coletadas logo ap6s a evisceracdo manual em
abatedouro localizado na regidao Nordeste do estado de Sao Paulo. Segundo Carvalho
(1998), a coleta de amostras de produtos refrigerados, que foi executada também neste
trabalho, provavelmente, dificulta o isolamento de Campylobacter spp.

No entanto, C. jejuni foi isolado em uma amostra de moela refrigerada
coletada no abatedouro (tabela 11, figura18), muito embora Carvalho (1998) nao tenha
isolado a bactéria em amostras de moela refrigeradas comercializadas no municipio de
Jaboticabal — SP. Yang et al. (2003) isolaram também C. jejuni em 26.70% das
amostras de moela congeladas comercializadas em supermercados no leste da China.

Nao foi isolado Campylobacter spp. nas amostras do conjunto de pele do
peito e do pescoco (Tabela 11, Figura 18) coletadas logo apds a passagem pelo tanque
de resfriamento de carcacas. Este resultado ndo estd de acordo com os achados de
Jorgensen et al. (2002) que isolaram a bactéria em 83,00% das amostras de pele de
pescoco em carcagas refrigeradas ou congeladas comercializadas na Inglaterra.
Segundo Rosenquist et al. (2006), os niveis de contaminacao na pele de pescoco
aumentam durante o processo de evisceracao e declinam apds a passagem da carcaca
pelo tanque de resfriamento.
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Conforme a figura 18, C. jejuni foi isolado em 27,8% das amostras de agua
coletadas em diferentes pontos do abatedouro. Carvalho et al. (2002) obtiveram
resultados semelhantes ao isolarem a bactéria em 29,70% das amostras de agua
coletadas em diferentes pontos da linha de abate em um abatedouro na regido nordeste
do estado de S&o Paulo.

C. jejuni ndo foi, entretanto, isolado nas amostras de agua de escaldadeira e
isto esta de acordo com Cortez et al. (2006) que consideraram que a agua de
escaldamento a temperatura de 58°C diminui a contaminagdo das carcagas por
Campylobacter spp., ainda que ndo elimine completamente a bactéria. Carvalho et al.
(2002) e Cortez et al. (2006) isolaram C. jejuni, respectivamente, em 26,60% e em 2,8%

das amostras de agua de escaldamento.

Das dez (7,94%) amostras de agua do abatedouro nas quais foi isolado C.
Jejuni (tabela 11), quatro amostras eram procedentes da calha de evisceracdo de
carcacgas, trés da calha de evisceragcdo de moela, duas amostras da calha de
evisceracao do figado e uma amostra da calha do conjunto cabeca-pescocgo. Carvalho
et al. (2002) isolaram também C. jejuni em 61,30% das amostras de agua de
evisceracdo e evidenciaram que esta operacdo é o principal ponto critico na
disseminagao de Campylobacter spp. no abatedouro; mas esta bactéria nao foi isolada
na agua da calha de evisceracao de coracao. Cortez et al. (2006) isolaram C. jejuni em

apenas 2,80% das amostras de agua de evisceragao.

Nas amostras de dgua dos mini-tanques de resfriamento de moela, figado e
conjunto cabeca/ pescoco nao foi isolado C. jejuni e, do mesmo modo, nas amostras de
agua dos tanques de resfriamento e pré-resfriamento de carcacas. Carvalho et al.
(2002) e Cortez et al. (2006) também nao isolaram esta bactéria na agua de
resfriamento. No abatedouro pesquisado era mantido um nivel de cloro da agua entre
3-5 ppm, com monitoramento a cada duas horas do nivel de cloragcdo da agua pela
equipe de qualidade da empresa.

Todas as cepas isoladas no abatedouro foram identificadas bioquimicamente
como C. jejuni. Segundo Pilet et al. (1997), C jejuni é mais frequentemente isolado em

relagdo ao C. coli em produtos alimenticios. Em 2000, cerca de 92% dos isolamentos
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efetuados pela Unidade de Referéncia em Campylobacter da Inglaterra foram de C.
Jjejuni (CDSC, 2001).
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7. RECOMENDAGCOES

Sugere-se a realizacao de estudos moleculares tais como a reacdo em
cadeia mediada pela polimerase (PCR) e eletroforese em gel com campo pulsatil
(PFGE) para melhor caracterizagao e correlacdo molecular entre as cepas isoladas das
diferentes amostras das granjas e do abatedouro.

Sugere-se ainda a realizagdo de estudos de sensibilidade das cepas aos
antibiéticos com a finalidade de verificar se 0s microorganismos provenientes do
criatério e do abatedouro apresentam perfil de resisténcia aos antimicrobianos mais

comumente empregados em medicina humana e animal.
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8. CONCLUSAO

1. Campylobacter spp estava presente em elevado percentual nas amostras
de “swab” cloacal e em baixo percentual nas amostras de agua procedentes das

granjas avicolas.

2. Na caracterizacdo das cepas isoladas, C. jejuni foi identificado em elevado
percentual em amostras procedentes das granjas avicolas e em todos os isolamentos

do abatedouro.

3. Nas granjas avicolas, a cama, a agua e as fezes foram caracterizadas
como as principais fontes de contaminagdo. No abatedouro, a agua de diferentes
pontos da calha de evisceracdo e a moela obtida no mini-tanque de resfriamento foram
os pontos criticos identificados.
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APENDICE A

TERMO DE ANUENCIA (GRANJA)
Eu, )
responsavel pela granja:

,convidado a permitir que seja
realizado o estudo: “Pesquisa de Campylobacter spp. em granjas avicolas e abatedouro na
mesorregiao metropolitana de Belém - PA”, no estabelecimento avicola supracitado, fui
informado que:

e O estudo tem o objetivo de avaliar a ocorréncia de Campylobacter spp. em granjas
avicolas e abatedouro da regido metropolitana de Belém;

e Para cada granja, serd preenchida uma ficha epidemiolégica com dados de manejo de
producdo do estabelecimento;

e Serdo coletadas 10 amostras de cada um dos seguintes itens: “swab” cloacal, 50g de cama,
50g de racdo e 500ml de dgua, por profissional capacitado;

e E pouco provivel que ocorra 6bito durante o procedimento de coleta do “swab” cloacal,
pois essas aves passam por estresses superiores durante a captura e transporte para o abatedouro,
mas caso ocorra morte da ave durante o procedimento de coleta, a carcaca receberd o destino
designado pelo médico veterindrio responsavel pela granja.

e Estas amostras serdo acondicionadas sob refrigeracdo e encaminhadas ao Instituto
Evandro Chagas (IEC) em Ananindeua — PA, onde serdo realizados os exames para isolamento
de Campylobacter spp. As sobras das amostras serdo acondicionadas em embalagens isotérmicas
e enviadas para o incinerador do IEC, onde serdo descartadas. As cepas isoladas serdo
armazenadas em freezer -70°C e ficardo sob responsabilidade do IEC;

e O projeto beneficiard as granjas participantes, uma vez que os resultados dos exames
serdo disponibilizados para o responsavel pelo estabelecimento avicola, permitindo a adocdo de
medidas preventivas;

e Os dados do estabelecimento serdo mantidos em sigilo e os resultados somente serdo
utilizados com finalidade de pesquisa;

® A qualquer momento, o responsavel pela granja terd liberdade de perguntar ou questionar
os pesquisadores sobre a conduta que estiver sendo realizada;

e Caso qualquer responsavel pela granja queira abandonar o estudo, nenhuma penalidade
lhe serd aplicada, pois sua participacdo € voluntéria.

Cintya de Oliveira Souza
Endereco: Rod. BR 316 — KM 07. S/N°, Bairro: Levilandia. CEP: 67030-000. Ananindeua - PA
Telefone: 3214-2116/ 81453921
Ciente das informacdes acima, aceito por minha livre e espontanea vontade, incluir minha granja
nesta pesquisa.
, PA de de 20

Assinatura do responsavel pela granja



Eu,

APENDICE B 70

TERMO DE ANUENCIA (ABATEDOURO)

responsavel pelo abatedouro de aves:

Convidado a permitir que seja realizado o estudo: “Pesquisa de Campylobacter spp. em granjas
avicolas e abatedouro na mesorregiao metropolitana de Belém - PA”, fui informado que:

O estudo tem o objetivo de estudar a ocorréncia de Campylobacter spp. em
granjas avicolas e abatedouro da regido metropolitana de Belém;

Serdo coletadas 30 amostras de cada uma das seguintes pegas: pele de pescoco,
figado e moela, além de 10 amostras de cada um dos seguintes itens: 500ml de
dgua do tanque de escaldamento e 500ml de dgua do tanque de resfriamento,
por profissional capacitado;

Estas amostras serdo acondicionadas sob refrigeracdo e encaminhadas ao
Instituo Evandro Chagas (IEC) em Ananindeua — PA, onde serdo realizados os
exames para isolamento de Campylobacter spp. As sobras das amostras serdo
acondicionadas em embalagens isotérmicas e enviadas para o incinerador do
IEC, onde serdo descartadas. As cepas isoladas serdo armazenadas em freezer -
70°C e ficarao sob responsabilidade do IEC;

O projeto beneficiard o abatedouro participante, uma vez que os resultados dos
exames serdo disponibilizados para o responsdvel pelo estabelecimento,
permitindo a adocao de medidas preventivas;

Os dados do estabelecimento serdo mantidos em sigilo e os resultados somente
serdo utilizados com finalidade de pesquisa;

A qualquer momento, o responsdvel pelo abatedouro terd liberdade de
perguntar ou questionar os pesquisadores sobre a conduta que estiver sendo
realizada;

Caso o responsdvel pelo abatedouro queira abandonar o estudo, nenhuma
penalidade lhe sera aplicada, pois sua participag¢ao € voluntdria.

Pesquisador responsével pela pesquisa
Endereco:  Telefone:

Ciente das informacdes acima, aceito por minha livre e espontanea vontade, incluir o abatedouro
sob minha responsabilidade, nesta pesquisa.

, PA de de 20

Assinatura do responsavel pelo abatedouro
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PESQUISA DE Campylobacter spp. EM GRANJAS AVICOLAS NA MESORREGIAO

METROPOLITANA DE BELEM - PA

FICHA PARA LEVANTAMENTO EPIDEMIOLOGICO

01 — Ficha n°® 02 — Data:
03 — Proprietério:
04 — Propriedade:
Préxima arodovia: ( ) Sim ( ) Nao Distancia:
05 — Municipio: 06 — U.F:
07 - Endereco

08 — Médico Veterinario Responsavel:

09 — Telefone/Contato:

10 — Caracteristicas da Propriedade e Manejo

10.1 — Area da Propriedade: Area do Galpio:
N° de galpdes: N° de animais/galpao:
N° médio de aves/m™:

10.2 — H4 outros animais na propriedade? ( ) Sim ( ) Nao

Quais espécies:

10.3 — H4 animais silvestres na propriedade? ( )Sim ( )Nao
Quais:
10.4 — Linhagem das aves:

10.5 — Realiza vazio sanitario? ( ) Sim ( ) Nio

10.6 — Utiliza vacina¢ao? ( ) Sim ( ) Nao
( ) Newcastle ( ) Gumboro ( ) Marek ( ) Bouba
Outra

Aviaria

10.7 — Tipo de cama utilizada

( ) Palha de arroz ( ) Maravalha ( ) Outra
10.8 — Tipo de Piso

( )Chaodeterra ( )Cimento ( ) Outro
10.9 — A cama utilizada no lote € reutilizada?

( ) Sim Quantas Vezes? ( ) Nao

Caso a cama seja reutilizada, € feito algum tratamento? ( ) Sim ( ) Nao Qual:

10.10 — Tipo de Comedouro:
Qual a frequéncia de limpeza do comedouro?

10.11 — Tipo de Bebedouro

( ) Gotejamento ( ) Pendular

Outro:

Qual a freqiiéncia de limpeza do bebedouro?
H4 vazamento de dgua dos bebedouros para as camas? ( ) Sim ( ) Nao
As camas estdo umidas? ( ) Sim ( ) Nao
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10.12 — Origem da dgua utilizada

( ) Poco Artesiano ( ) Companhia de Abastecimento ( ) Outro
A dgua é tratada? ( ) Sim ( ) Nao

Tipo de tratamento:

10.13 - Qual a temperatura da dgua que chega no bebedouro? °C
10.14 - Qual 0 tipo de limpeza e desinfeccao utilizado nos
galpoes?

Qual o produto e concentragao utilizados?
10.15 Qual o tipo de limpeza e desinfec¢do utilizado nos equipamentos (bebedouro, comedouro,
circulos, etc.)?
Qual o produto e concentragdo utilizados?
Ha rodizio de principio ativo? ( ) Sim ( ) Nio

Com qual freqii€ncia?
10.16— Ha vazio sanitario entre um lote e outro?

( ) Sim Quantos dias? ( ) Niao
10.17 — Ha ventiladores? ( ) Sim ( ) Nao

10.18 — Ha lanternim no telhado ? ( ) Sim ( ) Nao

10.19 - Tipo de telha

( )Barro ( ) Cimento ( ) Brasilit ( ) Outra

10.20 — Altura do pé direito: m

10.21 — Ha histérico de diarréia ?

( ) Sim Ha Quanto tempo ? ( ) Nao

Obs:

Qual a faixa etaria mais afetada (semanas)?

Em alguma época do ano os problemas de diarréia aparecem com maior freqii€ncia?

() Sim Qual? ( ) Nao

Obs:

Utiliza algum esquema de tratamento (antibidticos, quimioterdpicos, etc.) para o controle da
diarréia?

() Sim Qual? ( ) Nao

Obs:

10.22 — Quais os outros problemas enfrentados?

( ) Perda de peso ( ) Perda de uniformidade do lote ( ) Mortalidade alta

( )Outro ( ) Nenhum
10.23 Sao adicionados antibiéticos na racao? Sim( ) Nao ( )
Quais:

10.24 Sao adicionados antibidticos na dgua de bebida? Sim ( ) Nao( )
Quais:
10.25 — Ha moradores ? ( ) Sim Quantos? ( ) Nao
Quantos tém contato com as aves?
10.26 — Ha controle de roedores ou passaros?

( )Sim Qual? ( ) Nao
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PROTOCOLO DE PREPARO DE MEIOS

CALDO TIOGLICOLATO

Dissolver 29,89 em 1L de agua destilada. Aquecer, agitando
frequentemente e ferver por 1min. Esterilizar a 121°C por 15min. Estocar o meio
preparado entre 15-30°C.

Se mais de 30% do meio estiver rosado antes de usa-lo, aquece-lo a
100°C, uma unica vez, para eliminar o oxigénio absorvido.

pH final: 7,1+0,2 a 25°C.

Distribuir 5ml em tubos 18x100.

Distribuir 45ml em erlenmeyer de 125ml.

MEIO SELETIVO PARA Campylobacter spp. COM SUPLEMENTO FBP,
ANTIBIOTICOS E 7% DE SANGUE DE CARNEIRO

e AGAR BRUCELLA
Dissolver 43,0g em 1L de agua destilada Aquecer, agitando
frequentemente e ferver por 1min. Esterilizar a 121 °C por 15min.
pH final: 7,0+0,2 a 25°C.

e SUPLEMENTO FBP
Dissolver 625mg de piruvato de sédio em 5ml de agua destilada.
Adicionar 625mg de sulfato ferroso e 625mg de metabissulfito de sodio.
Completar o volume ate 10ml de agua destilada.
Adicionar 4ml de suplemento FBP para cada 1L de Agar.
OBS: o suplemento FBP e sensivel a luz e absorve rapidamente oxigénio.
Somente preparar a quantidade necessaria. Fragdes de 10-25ml podem ser filtradas em

membrana 0,22um. Estocar por¢oes de 5ml a -70°C. Validade: 3 meses.
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e MISTURA DE ANTIBIOTICOS
Dissolver 100mg de trimetoprim em 20ml de etanol 100%. Adicionar
200mg de vancomicina, 300mg de cefalotina, 7mg de polimixina B. Completar ate o
volume de 100ml com agua destilada. Aquecimento suave pode ser necessario para
uma completa dissolugéo. Dispensar em tubos de criopreservacao e congelar a -80°C.

Adicionar 5ml da mistura de antibiético para cada 1L de Agar

e ANTIFUNGICO
Dissolver 125mg de anfotericina B em 50ml de agua. Agitar bem.
Completar ate o volume de 100ml. Estocar a -20°C por ate 1 ano.
Adicionar 4ml da solucao antifungica para cada 1L de Agar.

e SANGUE DESFIBRINADO DE CARNEIRO
Acrescentar 70ml de sangue de carneiro desfibrinado e estéril para cada
1L do meio basico com p.H final 7,2+0,2 a 25°C.
Distribuir 20ml do meio pronto em placas de petri 100x15mm.

CALDO BRUCELLA

Dissolver 28g em 1L de agua destilada. Misturar bem. Se necessario,
aquecer levemente para dissolver todo o pé. Esterilizar a 121 °C por 15min.

p.H final 7,0+0,2 a 25°C.

Distribuir 0,7ml em tubos de criopreservacao.

Distribuir 1,0ml em tubos 12x75.

AGAR COLUMBIA COM 5% DE SANGUE DE COELHO DESFIBRINADO

Dissolver 42g em 1L de agua desmineralizada. Aquecer, agitando
freqientemente. Esterilizar a 121 °C por 15min. p.H final 7,3£0,2 a 25°C.
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Acrescentar 50ml de sangue de coelho desfibrinado e estéril para cada 1L
de meio basico.

Distribuir 20ml do meio pronto em placas de petri 100x15mm.

CALDO NITRATO

Dissolver 9g em 1L de agua destilada. Aquecer, agitando freqlientemente.
Esterilizar a 121 °C por 15min. p.H final 7,0+0,2.
Distribuir 2ml em tubos 12x75.

SOLUCAO DE HIPURATO DE SODIO 1%

Dissolver 0,1g de hipurato de so6dio em 5ml de agua destilada. Dissolver
bem. Adicionar agua destilada ate completar o volume de 10ml.

Distribuir 0,4mL em tubos 13x100mm

Prazo de validade -20°C: 1 més.

SOLUCAO DE NINHIDRINA 3,5%

Dissolver 350mg de ninhidrina em 5ml de solugdo 1:1 de acetona e
butanol. Dissolver bem. Adicionar a solucéo 1:1 de acetona e butanol ate completar o
volume de 10ml.

Distribuir em tubo 18x100.

Armazenar a solucdo em temperatura ambiente sob protecao da luz.

AGAR TSI

Dissolver 59,49 em 1L de agua destilada. Hidratar por 10-15min. Aquecer,
agitando frequentemente e ferver por 1min. Distribuir 3ml por tubo 13x100mm.
Esterilizar a 121°C por 15min. Esfriar em posi¢ao inclinada, de modo que o meio no
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fundo do tubo alcance uma profundidade de 1,5-2,0cm. Se nao for usado no mesmo
dia, armazenar de 2-8°C. O meio preparado e valido por 6-8 semanas.

AGAR MUELLER HINTON (5% DE SANGUE DE COELHO DESFIBRINADO)

Dissolver 38g em 1L de agua destilada. Hidratar por 10-15min. Aquecer
agitando freqiientemente e ferver por 1min. Esterilizar a 121°C por 15min. Esfriar ate
45-50°C. Para preparar o agar sangue, adicionar assepticamente 50ml de sangue de
coelho desfibrinado estéril para cada 1L do meio.

Distribuir 25ml por placa de petri 15x100mm estéril.

Prazo de validade: 1 semana.

CALDO BHI

Dissolver 37g em 1L de agua destilada. Agitar bem. Aquecer agitando
freqientemente. Ferver durante 1min. para dissolver completamente a mistura.
Esterilizar a 121 °C por 15min.

Distribuir 5,0ml em tubos 13x100.

pH final 7,410,2.

AGAR BHI

Dissolver 479 em 1L de &gua destilada. Ferver para dissolver
completamente o meio. Distribuir 3ml em tubos 13x100. Esterilizar por autoclavagem a
121°C por 15min. Esfriar em posigao inclinada.

pH final 7,410,2.



ANEXO B - Fluxograma para isolamento e identificacdo de Campylobacter spp.

em amostras de “swab” cloacal.
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Amostra cloacal: “swab”

estéril
|

Tioglicolato Sml (tubo):
incubacao a 5°C por 12h.

Meio seletivo para campylobacter, suplemento FBP com membrana
filtrante de 0,45um, 42°C, microaerofilia, 48-72h.

\ 4

perfeitas ou

g

Colonias tipicas: lisas, convexas e brilhantes, com bordas

planas, translicidas, brilhantes

irregulares, incolores ou acizentadas. Nao hemolitica.

.| Coloracdo de

com bordas >
Gram

Emulsificar cada colonia (max. 5) em 1 mL de caldo brucela
(observar morfologia e motilidade em microscépio de campo escuro

|

Gram -

l

T~a| Poxitivo
~ | Colonias gram -, méveis e morfologia tipica, repicar em d4gar
Conservacao: adicionar vdrias columbia (5% de sangue de coelho desfibrinado) com suplemento
colonias da cultura pura em “— | FBP, 42 °C, microaerofilia, 24h ou até aparecer crescimento.
caldo brucella 0,7 ml, depois

adicionar 0,3 ml de glicerol

'

Adicionar Sgotas
de cada reativo.
Esperar 1-2min.

PN

|

Realizar prova
de catalase e

Preparar suspensao em 5Sml de caldo BHI
(n®

1 da escala de McFarland)

oxidase

|

Reducao de nitrato:

Semear 0,1 ml em caldo
nitrato, 35-37°C, 72h,
microaerofilia

Negativo.
P6 de zinco:

Verm: POS

Verm: -/ Inc: +

Teste de sensibilidade:

Semear 0,1ml em Mueller Hinton
(5% de sangue de coelho
desfibrinado) com suplemento
FBP. Colocar os discos de 4c.
Nalidixico 30ug e cefalotina
30ug. Incubar 24/48h, 35-37°C,
microaerofilia

<

Adicionar 0,2 ml
de ninhidrina
3,5% e deixar
em banho- maria
por 10min

Hidrélise do hipurato:

Emulsionar cultivo em 0,4 ml
de hipurato de soédio 1% e
deixar em banho-maria a 37°C

H,S em TSI:

Inocular por picada em dgar TSI
inclinado 35-37 °C, 72h,
microaerofilia

por 2h.
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ANEXO C - Fluxograma para isolamento e identificacdo de Campylobacter spp. em amostras de pe
pescoco, figado, moela, cama e ragao.

Pele de pescoco, figado e moe
(placa de petri estéril) 5g

la Cama e racao (placa de petri estéril) 5g

|

Cortar em pequenos fragmentos com
estéril

|

tesoura e pinga

Tioglicolato Sml (tubo):
incubacao a 5°C por 12h.

v

Meio seletivo para campylobacter, suplemento FBP,
membrana filtrante, 42°C, microaerofilia, 48-72h.

:

Colonias tipicas: lisas, convexas e brilhantes, com bordas
perfeitas ou planas, translicidas, brilhantes
/ irregulares, incolores ou acizentadas. Nao hemolitica.

com bordas

.| Coloracdo de
"| Gram

Emulsificar cada colonia (max. 5) em 1 mL de caldo brucela
(observar morfologia e motilidade em microscopio de contraste de

face)

T~

Pogitivo

~a

Conservacao: adicionar vérias
coldnias da cultura pura em
caldo brucella 0,7 ml, depois
adicionar 0,3 ml de glicerol

Gram -

Colonias gram -, méveis e morfologia tipica, repicar em &4gar
columbia (5% de sangue de coelho desfibrinado), suplemento FBP,
42 °C, microaerofilia, 24h ou até aparecer crescimento.

|

.

Realizar prova Preparar suspensdao em 5ml de caldo BHI
de catalase e (n° 1 da escala de McFarland)
oxidase

Adicionar 5gotas
de cada reativo.
Esperar 1-2min.

e ~Sa

Verm: POS Negativo.

P6 de zinco:

Verm: -/ Inc: +

Reducdo de nitrato:

Semear 0,1 ml em caldo
nitrato, 35-37°C, 72h,
microaerofilia

|

Teste de sensibilidade:

Semear 0,1ml em Mueller Hinton
(5% de sangue de coelho
desfibrinado) com suplemento
FBP. Colocar os discos de ac.
Nalidixico 30ug e cefalotina
30ug. Incubar 24/48h, 35-37°C,
microaerofilia

Adicionar 0,2 ml
de ninhidrina
3,5% e deixar D E—
em banho- maria
por 10min

Hidrdélise do hipurato:
Emulsionar cultivo em 0,4 ml
de hipurato de sédio 1% e
deixar em banho-maria a 37°C
por 2h.

H->S em TSI:

Inocular por picada em dgar TSI
inclinado 35-37 °C, 72h,
microaerofilia
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ANEXO D - Fluxograma para isolamento e identificacdo de Campylobacter spp. em amostras de dgua.

Agua 100ml. Transporte sob refrigeracdo. Acrescentar 0,5
ml de tiossulfato de sédio 0,1M para cada 100 ml de dgua

|

Centrifugagao 7000 rpm Sedimento + 2ml do
(15min.) sobrenadante (homogeinizar)

:

Meio seletivo para campylobacter, suplemento FBP, membrana
filtrante, 42°C, microaerofilia, 48-72h.

’

Colodnias tipicas: lisas, convexas e brilhantes, com bordas Col 50 d
perfeitas ou planas, translicidas, brilhantes com bordas | —» GO oragao de
irregulares, incolores ou acizentadas. Nao hemolitica. ram

g !

Gram -
Emulsificar cada coldnia (méax. 5) em 1 mL de caldo brucela
(observar morfologia e motilidade em microscépio de contraste de l
face)
~a
Conservagao: adicionar vérias Colbnias gram -, moéveis e morfologia tipica, repicar em 4agar
colOnias da cultura pura em <« columbia (5% de sangue de coelho desfibrinado) com suplemento
caldo brucella 0,7 ml, depois FBP, 42 °C, microaerofilia, 24h ou até aparecer crescimento.
adicionar 0,3 ml de glicerol i
Realizar prova Preparar suspensdo em 5ml de caldo BHI
de catalase e (n° 1 da escala de McFarland)
oxidase

e |

Reduco de ni Teste de sensibilidade:
. edugao de nitrato: Semear 0,1ml em Mueller Hinton
Adicionar Sgotas Semear 0,1 ml em caldo (5% de sangue de coelho
dEe cada rle:;UV.o. - ni'Frato, 35 '370C’ 72h, desfibrinado) com suplento FBP.
A microaerofilia Colocar os discos de 4c.
Nalidixico 30ug e cefalotina
«” ™ 30ug. Incubar 24/48h, 35-37°C,
Verm: POS Negativo. microaerofilia
Pé de zinco:
Verm: - / Inc: + / l
— Hidroélise do hipurato: H,S em TSI:
Adicionar 0,2 ml Emulsionar cultivo em 0,4 ml | | Inocular por picada em dgar TSI
de ninhidrina <“— | de hipurato de sédio 1% e inclinado 35-37 °C, 72h,
3,5% e deixar - deixar em banho-maria a 37°C | | microaerofilia
em banho- maria oh
' por 2h.
por 10min




