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Resumo

TEJADA, Talita Schneid. Deteccdo de Campylobacter jejuni em produtos de
frango utilizando separacdo imunomagnética. 2016. 46f. Tese (Doutorado em
Ciéncias) - Programa de Pés-Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

7z

Campilobacter é um importante microrganismo patogénico, envolvido em grande
namero de casos de doenca transmitida por alimento. Diversas metodologias tém
sendo desenvolvidas a fim de melhorar sua deteccdo e isolamento. Inicialmente
foram realizadas analises comparativas com diferentes metodologias convencionais
utilizadas usualmente para deteccdo de C. jejuni a fim de avaliar qual a mais eficaz.
Foram utilizadas amostras de carne de frango contaminadas experimentalmente
com uma populacao de C. jejuni conhecida e foi observado se as técnicas testadas
eram capazes de detectar a presenca deste microrganismo. Posteriormente
desenvolveu-se uma nova técnica de diagndstico utilizando separacéo
imunomagnética, a qual foi testada frente a amostras contaminadas artificial e
naturalmente. Microparticulas magnéticas foram ligadas a anticorpos policlonais anti-
C. jejuni, as quais foram utilizadas ap0s a etapa de enriquecimento para ligarem-se
as células de C. jejuni e, com uso de separador magnético, concentra-las para
posterior semeadura em agar. Foi possivel observar que, quando foram utilizados
meios de pré-enriguecimento, houve melhora na deteccdo nos meios solidos. A
separacao imunomagnética apresentou maior sensibilidade no isolamento de C.
jejuni de amostras de carne de frango do que o método convencional. A técnica de
separacao imunomagnética pode ser usada para isolamento de C. jejuni de produtos
de frango, oferecendo a vantagem de detectar o microrganismo em amostras a partir
das quais o isolamento ndo é obtido com o uso do método convencional.

Palavras-chave: campilobacteriose; saude publica; avicultura; alimento seguro;
gastroenterite bacteriana.



Abstract

TEJADA, Talita Schneid. Detection of Campylobacter jejuni in chicken products
using immunomagnetic separation. 2016. 46f. Thesis (Doctor degree in Sciences)
- Programa de Pos-Graduacdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

Campylobacter is an important pathogenic microorganism, involved in a large
number of foodborne disease cases. Several methodologies have been developed in
order to improve their detection and isolation. This is a dissertation about the study of
detection of C. jejuni in chicken products using immunomagnetic separation. In the
beginning comparative analysis were carried out with different conventional
methodologies often used for C. jejuni detection in order to asses which one was
more effective. Contaminated chicken meat samples were experimentally used with a
known C. jejuni population and it was observed if the techniques tested were capable
of detecting the presence of this microorganism. Afterwards, it was developed a new
diagnosis technigue using immunomagnetic separation, which was tested if face to
artificial and naturally contaminated samples. Magnetic microparticles were
connected to anti-C. jejuni polyclonal antibodies, which were used after the stage of
enrichment to connect to the cells of C. jejuni and, with the use of magnetic
separator, concentrate them for later plating in agar. It was possible to observe that,
when pre-enriched means were used, there was improvement in the detection of
solid means. The immunomagnetic separation has presented bigger sensibility in the
isolation of C. jejuni of samples of chicken food than the conventional method. The
technique of immunomagnetic separation can be used for isolation of C. jejuni of
chicken products, offering the advantages of detecting the microorganism in samples
from which the isolation is not obtained with the use of conventional method.

Keywords: campylobacteriosis; public health; aviculture; safe food; bacterial
gastroenteritis.
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1 Introducéo

Bactérias do género Campylobacter estdo entre as principais causadoras de
doenca transmitida por alimentos, podendo estar presentes em diferentes alimentos,
produtos lacteos ndo pasteurizados, agua contaminada e produtos avicolas (CDC,
2014). A campilobacteriose geralmente ocorre em casos isolados, sendo menos
comuns 0s surtos. A maioria dos casos esta associada ao consumo de carne de
aves crua ou mal cozida ou a contaminacgao cruzada de outros alimentos por contato
com utensilios previamente utilizado em produtos avicolas, como facas e tabuas de
corte (ZBRUN et al.,, 2015). A prevaléncia de Campylobacter spp. em produtos
carneos de frango € bastante varidvel. Em trabalho realizado na Itélia, Stella et al.
(2017) isolaram o microrganismo de 34,1% de 472 amostras de carne de frango. J4,
em estudo realizado no sul da Coréia, 58,8% de um total de 80 amostras estavam
contaminadas por Campylobacter spp. (WEI et al.,, 2016). No entanto, no Brasil a
prevaléncia relatada é mais baixa. Silva et al. (2016) isolaram Campylobacter spp.
em apenas 17% de 200 amostras de carne de frango analisadas.

A manifestacdo mais comum da campilobacteriose é a forma de
gastroenterite classica, sendo observada diarreia, febre, dores abdominais, cefaleia,
nauseas e lombalgia (NACHAMKIN, 2007). O curso da doenga dura cerca de uma
semana, sendo na maioria das vezes autolimitante e de recuperacdo espontanea
(GONCALVES et al., 2012). No entanto, em casos de infec¢Bes graves, de longa
duracdo ou em pacientes imunocomprometidos, a terapia medicamentosa e muitas
vezes cuidados hospitalares tornam-se necessarios (BOLTON, 2015).
Campylobacter termotolerantes, particularmente C. jejuni e, em menor grau, C. coli,
sdo a principal causa de infec¢des gastrointestinais nos paises industrializados
(DONISSON & ROSS, 2014). A dose infectante de C. jejuni varia de 500 a 10 mil
células, dependendo da cepa e da susceptibilidade do hospedeiro (HUNT et al.,
2001).

Além da infeccdo entérica, C. jejuni pode causar a Sindrome de Guillain-Barré
- SGB, uma neuropatia autoimune aguda que envolve o sistema nervoso periférico,
a qual se caracteriza por paralisia flacida devido a inflamacéo desmielinizante que

acomete os musculos esqueléticos, podendo comprometer os musculos respiratérios
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e levar o paciente a 6bito (BOLAN et al., 2007). Apesar de ser uma doenca de
etiologia mudltipla, observou-se que 40% dos casos de SGB apresentam
antecedentes de afeccdo por Campylobacter (GOTTARDI, 2006). A estimativa € de
que, a cada mil infec¢cdes, uma evolua a SGB, tornando maior a importancia do
microrganismo em questdo (CDC, 2014). Outras complicacbes mais raras da
campilobacteriose sdo a Sindrome de Miller-Fisher (SALLOWAY et al., 1996), que
compromete as musculaturas oculares diminuindo os reflexos, e a Sindrome de
Reiter (FITZGERALD et al., 2007), também conhecida como artrite reativa, resposta
autoimune que provoca inflamacdo em diferentes articulagbes em resposta a
infecgao por C. jejuni.

A real incidéncia da campilobacteriose é pouco conhecida, devido a
dificuldade de diagndstico e identificagdo (WHO, 2011). Isso se deve principalmente
a variada microbiota competidora da amostra, ao baixo numero de células
bacterianas, presenca de células vidveis ndo cultivaveis, as dificeis condicbes de
isolamento e aos métodos convencionais que muitas vezes nao sao eficientes,
podendo levar a resultados erréneos.

Bactérias do género Campylobacter sdo Gram negativas, com tamanho
variando entre 0,2 a 0,9 um de largura e 0,5 a 5 um de comprimento. Apresentam-se
morfologicamente na forma de bastonetes curvos, em forma de “S” ou “asa de
gaivota”. S8o moveis por meio de flagelo em uma ou ambas as extremidades com
movimento caracteristico em "serrote" ou "saca-rolha", que pode ser observado
claramente em microscopio de contraste de fase ou de campo escuro. Produzem
toxinas, ndo formam esporos e ndao sao hemoliticas. Multiplica-se em ambiente de
atmosfera microaerofilica e capnofilica ideal de 85% de nitrogénio, 10% de gas
carbdnico e 5% de oxigénio, sendo o crescimento inibido quando a concentragcéo de
oxigénio é menor que 3% e maior que 15% (NACHAMKIN, 2007). Multiplica-se em
temperatura entre 25-47°C e sao inativados acima de 55°C, no entanto, espécies
termofilas (C. jejuni, C. coli, C. lari e C. upsiliensis) tém temperatura Otima de
crescimento de 41,5°C (SILVA et al., 2011). Apresentam metabolismo do tipo
respiratorio, obtendo energia através de aminoacidos e produtos intermediarios do
Ciclo de Krebs e nao utilizam carboidratos como fonte de carbono (SILVA et al.,
2011). Além disso, sdo altamente sensiveis ao sal, necessitam pH entre 4,9-9,0 para
sobrevivéncia, sendo o pH 6timo 6,5-7,5, sendo facilmente inativadas em pH abaixo
de 4,9 e acima de 9,0 e atividade de agua abaixo de 0,987 (LAWLEY, 2013). Em
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condicbes adversas, como alteracdes bruscas de pH, temperatura ou falta de
nutrientes, Campylobacter gera formas cocdides viaveis, mas ndo cultivaveis
(ROLLINS & COLWELL, 1986; HE & CHEN, 2010). Essas formas ndo séao
cultivaveis em meios de cultura tradicionais, porém sé&o infectivas se ingeridas
(MOORHEAD & DYKES, 2002; MORENO et al., 2001).

Quanto a deteccao e isolamento de Campylobacter em amostras clinicas e de
alimentos, diferentes autores (CHON et al., 2014; GHARST et al., 2013; RODGERS
et al,, 2012) discutem sobre a eficiéncia dos métodos, principalmente sobre a
utilizacdo ou ndo de meios de pré-enriquecimento. Os métodos convencionais
classicos (BRASIL, 2011), além de trabalhosos, exigem varios dias de analise e,
muitas vezes, a presenca de microbiota competitiva inibe o crescimento do
Campylobacter, podendo levar a resultados erréneos.

Em 1984, Bolton et al. (1984) ja relatavam que o0 uso de pré-enriquecimento
no protocolo laboratorial aumentava a recuperacdo de Campylobacter, favorecendo
a recuperacdo de células bacterianas injuriadas. Isso se deve, provavelmente, ao
fato desses meios serem ricos em nutrientes como peptonas que sdo a principal
fonte nutritiva in vitro para bactérias deste género. No entanto, outros autores
(MEDEIROS et al., 2012; RODGERS et al., 2012) relatam ser dispensavel o uso do
pré-enriquecimento pois 0os meios de isolamento direto sdo eficazes. O maior
problema no isolamento direto € o grau de contaminacdo das amostras, o qual
geralmente sobrepde-se ao numero de Campylobacter impedindo que este seja
detectado e isolado. A utilizacdo de suplementos (sangue, carvdo ativado e
antioxidante) previne o acumulo e neutralizam os derivados do oxigénio produzido
durante o crescimento nos meios de cultura, como perdxido de hidrogénio, além de
neutralizarem os inibidores da trimetropina que séo téxicos para o Campylobacter
(SILVA et al., 2007). Ja, a adicao de antimicrobianos reduz a competicdo com outros
microrganismos, principalmente bactérias entéricas Gram-negativas e algumas
Gram-positivas.

Diversos métodos tém sido desenvolvidos a fim de abreviar o tempo de
deteccdo e aumentar a especificidade, como métodos moleculares (ALVES et al.,
2016; MATT et al., 2016) e imunoensaios (BOJANIC et al., 2016; YU et al., 2001). A
separacdo imunomagnética (IMS) é uma técnica imunologica de separacdo e
concentracdo de microrganismos em cultivo liquido, a qual utiliza microesferas de

poliestireno magnetizadas cobertas com anticorpos monoclonais ou policlonais que
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se ligam ao microrganismo alvo especificamente e, posteriormente, sdo removidas
de maneira seletiva por um campo magnético (OLSVIK et al., 1994).

Desta forma, este trabalho teve como objetivo principal avaliar o método mais
sensivel na deteccédo de C. jejuni em produtos de frango e estabelecer um protocolo
para a utilizacdo da técnica de imunosseparacdo magnética na deteccdo de C. jejuni

em produtos de frango.



2 Artigos
2.1 Artigo 1

Eficiéncia de diferentes protocolos paraisolamento de Campylobacter jejuni
em alimentos

Talita Schneid Tejada, Claudio Dias Timm

Submetido a Revista Ciéncia Animal Brasileira em 13 de maio de 2016
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EFICIENCIA DE DIFERENTES PROTOCOLOS PARA ISOLAMENTO DE
Campylobacter jejuni DE ALIMENTOS

RESUMO

Dentre os principais agentes de doengas transmitidas por alimentos em humanos, Campylobacter
jejuni é o principal causador de gastroenterite bacteriana aguda e a carne de frango é uma
importante fonte de infeccdo. Campylobacter é um microrganismo de dificil isolamento devido a
composicdo do alimento, a variada microbiota competidora, ao baixo nimero de bactérias, a
presenca de células vidveis ndo cultivaveis e as dificeis condicdes de isolamento, como microaerofilia
e meios de cultura especificos. As metodologias convencionais de isolamento muitas vezes ndo sao
eficientes, podendo levar a resultados erréneos. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo
avaliar diferentes métodos utilizados na deteccao de C. jejuni em produtos de frango. Carne moida
experimentalmente contaminada com trés diferentes diluicdes do microrganismo foi analisada com
diferentes protocolos para isolamento de C. jejuni. Foram feitas semeaduras diretamente nos dgares
mMCCDA, Columbia e dgar sangue, e apds pré-enriquecimento nos caldos Bolton ou Brucella,. As
colonias caracteristicas de Campylobacter foram identificadas e os resultados comparados a fim de
avaliar qual o método foi mais eficaz. Foi observado que a utilizacdo do agar mCCDA com pré-
enriguecimento, tanto em caldo Brucella como em caldo Bolton, foi mais eficiente que os demais
para isolamento de C. jejuni.

Palavras-chave: alimentos, patégenos, pré-enriquecimento, mCCDA.

EFFICIENCY OF DIFFERENT PROTOCOLS FOR Campylobacter jejuni ISOLATION FROM FOOD

ABSTRACT

Among the main agents of foodborne disease in humans, Campylobacter jejuni is the main cause of
acute bacterial gastroenteritis and chicken meat is an important source of infection. Campylobacter
is @ microorganism difficult to isolate due to food composition, competitor microbiota, the low
number of bacteria, the presence of non-cultivable viable cells and the difficult conditions of isolation
as microaerophilia and specific culture media. The conventional methods are often not effective and
may lead to erroneous results. Thus, this study aimed to evaluate different methods used to detect
C. jejuni in poultry products. Ground beef experimentally contaminated with three different dilutions
of the microorganism were analyzed with different protocols for isolation of C. jejuni. It was plated
directly in agars mCCDA, Columbia and blood agar, and after preenrichment in Bolton or Brucella
broth. The characteristics of Campylobacter colonies were identified and compared in order to assess
which method was more effective. It has been observed that the use of agar mCCDA after
preenrichment, in Brucella or in Bolton broth, was more efficient than the others for C. jejuni
isolation.

Keywords: food, pathogens, preenrichment, mCCDA.

INTRODUCAO
Campylobacter é um dos principais agentes de doencas transmitidas por alimentos
(DTA) em humanos, constituindo-se na segunda causa mais frequente de diarreias

bacterianas nos Estados Unidos!Y). Dentre as espécies do género, C. jejuni é a mais
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comumente isolada de alimentos e as demais ocorrem com menor frequéncial??), sendo a
carne de frango a principal fonte de transmiss3o desse patégeno®.

A dificil deteccdo de Campylobacter é um fator negativo no controle da sua
disseminacgdo. Esta dificuldade se deve principalmente a composi¢ao do alimento, a variada
microbiota competidora, ao baixo nimero de células bacterianas e as dificeis condicdes de
isolamento®). A caracteristica mais marcante do género Campylobacter é a microaerofilia,
exigindo baixa tensdo de oxigénio para sua multiplicacdo. O crescimento é inibido quando a
concentragdo de O, é menor que 3% ou maior que 15%, sendo a concentragao ideal de 5%.
Além disso, requerem cerca de 10% de CO; para sua multiplicacdo!®. Outra caracteristica
importante é a faixa bastante estreita de temperatura que os campilobacteres classificados
como termofilicos - espécies C. jejuni, C. coli e C. lari - se multiplicam, que varia entre 302C e
479C, com temperatura de multiplicacio étima de 42°C7). Esses microrganismos sdo
altamente sensiveis ao sal e ao pH acido, crescendo na faixa de pH 6timo préximo ao neutro
(6,5-7,5) e com atividade minima da agua em cerca de 0,987®). Além disso, a possivel
presenca de células de Campylobacter spp. vidveis nao cultivdveis em resposta a condi¢des
de estresse nos alimentos é uma preocupacdo adicional, uma vez que o isolamento do
microrganismo fica dificultado, exigindo etapas para recuperag¢ao das células injuriadas,
apensar da bactéria poder causar enfermidade caso seja ingerida'®.

Os métodos convencionais'?), além de trabalhosos, exigem varios dias de andlise e,
muitas vezes, a presenga de microbiota competitiva inibe o crescimento do Campylobacter
podendo levar a resultados erréneos. Alguns autores!!12) relatam ser necessdrio o uso de
meios de enriquecimento anteriormente a semeadura em placa a fim de recuperar células
injuriadas; no entanto, outros autores*314 afirmam que a utilizacdo de pré-enriquecimento
é desnecessdria. Deste modo, este trabalho teve como objetivo avaliar o método mais eficaz

no isolamento de C. jejuni de produtos de frango.

MATERIAL E METODOS
Contaminagdo experimental de produtos de frango

Por¢cdes de 25 g de carne de frango moida foram contaminadas com 0,25 mL de
indculo contendo C. jejuni ATCC 33291 nas concentracdes de 10% 103 e 102 UFC/mL, de
forma a serem obtidas as concentracdes finais de aproximadamente 102, 10* e 10° UFC/25g

de carne moida, respectivamente. As amostras de carne de frango moida foram analisadas
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quanto a presenca de Campylobacter antes da contaminagdo, utilizando protocolo
recomendado pela U.S. Food and Drug Administration - FDA®®), O controle negativo é a
garantia de que ndo havia Campylobacter na amostra inicial.

O experimento foi realizado em triplicata.

Padrao-ouro

Foi realizado segundo FDA!!®), com modificacdo na incubacdo no pré-enriquecimento
(42°C por 48 horas), a fim de padronizar a temperatura e tempo de incubag¢do dos diferentes
meios de cultura utilizados no trabalho. Brevemente, 25 g da carne moida foram
acondicionados, em saco plastico estéril, a 100 mL de caldo Bolton (Himedia, Mumbai, India)
suplementado com 10 mg de Cefoperazona, 10 mg de Vancomicina, 10 mg de Trimetoprim e
5 mg de Anfotericina (Himedia) e homogeneizados por 5min em shaker. Apds foi realizada
incubacdo a 42°C por 48 horas em jarras contendo gerador atmosférico de microaerofilia
(Microaerobac, Probac do Brasil, Sdo Paulo, Brasil). Passado este periodo, uma aliquota de
10 uL da cultura foi semeada na superficie de dgar Carvao Cefoperazona Deoxycolato
modificado (mCCDA, Oxoid, Hampshire, Inglaterra) suplementado com 16 mg de
Cefoperazona e 5 mg de Anfotericina B (Himedia) e incubada invertida em jarra de

microaerofilia a 42°C por 48 horas, para posterior confirmacao.

Metodologias Convencionais com uso de enriquecimento

Foram testados dois meios de cultura de enriquecimento. Esta etapa serve para a
recuperacao de células bacterianas injuriadas, o que poderia aumentar as chances de isolar
C. jejuni.

Um dos meios utilizados como enriquecimento foi o caldo Brucella (Acumedia,
Michigan, EUA) adicionado de 0,4% (m/v) de carvdo ativado, 5% (m/v) de suplemento de
solu¢do redutora de oxigénio FBP(® e 1% (m/v) de suplemento Campylobacter | (Blaser-
Wang) (Himedia). O outro caldo de enriquecimento testado foi o Bolton, suplementado
conforme ja descrito. Cada amostra de 25 g foi colocada em saco plastico estéril contendo
100 mL do caldo, homogeneizada durante 5min e incubada em microaerofilia a 42°C por 48
horas. Posteriormente, uma aliquota de 10 puL de cada cultura foi semeada na superficie de
agar base Columbia (Merck, Darmstadt, Germany) adicionado de 0,4% de carvao ativado, 5%

de FBP e 1% de Campylobacter |. Além do agar Columbia, também foi realizada semeadura
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de uma aliquota na superficie de agar sangue Tipo |l (Acumedia) adicionado de 5% de sangue
equino desfibrinado e 1% de Campylobacter | e ainda outra aliquota em agar mCCDA
suplementado conforme descrito anteriormente. Todas as placas foram incubadas invertidas

em jarra de microaerofilia a 42°C por 48 horas.

Metodologias Convencionais sem uso de enriquecimento

Cada produto de frango foi colocado em saco plastico estéril contendo 100 mL de
Agua Peptonada Tamponada (APT, Acumedia) e homogeneizado durante 2min. Aliquotas de
10 pL desta solugdo foram semeadas na superficie de dgar base Columbia, dgar mCCDA e
agar Sangue tipo I, suplementados conforme descrito anteriormente. As placas semeadas
foram incubadas invertidas em jarra de microaerofilia a 42°C por 48 horas para depois as

colonias serem confirmadas.

Testes para confirmacdo da presenga de Campylobacter sp. e C. jejuni

As col6nias caracteristicas de Campylobacter nos agares mCCDA, Columbia e Sangue
tipo Il foram analisadas morfo-tintorialmente pela coloracio de Gram. O género
Campylobacter é constituido de bactérias Gram negativas com formato de bastonetes
delgados espiralados ou em forma de “asa de gaivota” ou “S”; podendo apresentar forma
filamentosa ou cocodide nos cultivos de longos periodos!”). Foram realizadas provas de
producdo das enzimas oxidase e catalase, sendo a espécie C. jejuni oxidase e catalase
positivas.

Apds a identificacdo fenotipica das colonias caracteristicas, as mesmas foram
analisadas pela técnica da reacdo em cadeia da polimerase multiplex (multiplex-PCR) para

confirmagdo da espécie C. jejuni, de acordo com protocolo descrito por Harmon et al.8),

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todos os protocolos, tanto com como sem caldo de pré-enriquecimento, C. jejuni
foi recuperado das amostras inoculadas com 102 UFC/g logo apds a contaminacdo e com 24h
de refrigeracdo, o que provavelmente se deveu a alta concentracdo de células bacterianas

inoculadas (Tabela 1).
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Tabela 1. Presenca de C. jejuni em 25 g de carne moida de frango experimentalmente
contaminada com diferentes concentragdes bacterianas analisadas imediatamente apds a

contaminagao (Hora 0) e apds 24h de refrigeragdo (Hora 24).

Protocolos de isolamento Concentragdes bacterianas (n=3)

Hora O Hora 24

102 101 100 102 10! 10°
Agar mCCDA direto FH+ - oo 4 oo oo
Agar Columbia direto e o L T S A Sy
Agar Sangue direto +4++  +-- - 4+ ---
Caldo Bolton e agar mCCDA* +4++  +4++ +++ +H+ HH+ 44+
Caldo Bolton e agar Columbia +++ -++ --+  +++ ++- -
Caldo Bolton e dgar Sangue +++  +-+ +--  ++4+  4--
Caldo Brucella e agar mCCDA +4++  +4++ +4++ +H+ HH+ 44
Caldo Brucella e agar Columbia +++  +-+ -+ 4+ - -
Caldo Brucella e dgar Sangue +++ - - +++ -

+ Presenca de C. jejuni em 25g da amostra; - Auséncia de C. jejuni em 25g da amostra; * Padrdo-ouro.

Na concentracdo de 10' UFC/25 g, o microrganismo foi isolado das trés amostras
apenas quando foi utilizado mCCDA com pré-enriquecimento, tanto com caldo Brucella
como com caldo Bolton, independentemente da amostra ser analisada imediatamente apds
a contaminacdo (hora 0) ou apds 24 horas sob refrigeracdo. Por outro lado, na semeadura
direta em agar, o mCCDA foi o que apresentou o pior resultado, ndao havendo recuperacao
em nenhuma das amostras, tanto na hora 0 como apds 24 horas. Entretanto, os resultados
das semeaduras diretas em agar também ndo foram satisfatérios com o uso dos agares
Columbia e Sangue, uma vez que com nenhum deles foi possivel recuperar C. jejuni das trés
amostras contaminadas. No caso da semeadura direta em 4dagar Columbia, houve
recuperacdo de duas amostras contaminadas com 10! UFC/25 g, mas o microrganismo n3o
foi recuperado de nenhuma das amostras contaminadas com 10° UFC/25 g. Isso pode ter
ocorrido devido a grande multiplicacdo de bactérias contaminantes observadas nas placas,

as quais podem ter inibido a multiplicacdo de C. jejuni, encontrado em concentracdo bem

inferior nessas amostras.
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A associacdo dos agares Columbia e Sangue com pré-enriquecimentos ndao melhorou
o seu desempenho na recuperacio de C. jejuni das amostras contaminadas com 10! UFC/25
g, chegando mesmo a ndo haver recuperacdao em nenhuma das amostras apos 24 horas de
refrigeracao, quando foi utilizado o caldo Brucella.

Na semeadura direta em dgar Sangue, assim como nos agares Columbia e Sangue
apo6s pre-enriquecimento em Caldo Brucella, o microrganismo foi recuperado na hora 0 de
pelo menos uma amostra em todas as concentragdes usadas na contaminagao experimental,
mas na hora 24 C. jejuni s6 foi recuperado na maior concentra¢do de contaminac¢do (102
UFC/25 g). Neste caso, além da populagdo bacteriana acompanhante, Campylobacter pode
ter sido inibido pela temperatura de refrigeracdo. Lawley® relada que estas bactérias
podem sobreviver durante um curto periodo de tempo a temperaturas de refrigeracdo e que
morrem lentamente em temperaturas congelantes. Além disso, células submetidas ao frio
sofrem altera¢Oes tornando-se sensiveis a temperatura de 422C e aos antibiéticos polimixina
e rifampicina‘©),

Na semeadura direta em dgar mCCDA, a bactéria foi recuperada apenas na maior
concentracdo, entretanto quando este meio foi associado a pré-enriquecimento, seja com
caldo Brucella ou com caldo Bolton, a recuperacao de C. jejuni ocorreu em todas as
amostras, mesmo naquelas contaminadas apenas com 10° UFC/25 g e apds 24h de
refrigeracdo, o que ndo aconteceu com os demais protocolos. Esses resultados diferem de
outros estudos, como Medeiros et al.'3), que relatam que o plagueamento direto foi
considerado o método mais rapido e eficiente, além de apresentar menor custo por nao
serem utilizados métodos de enriquecimento. No entanto, estes autores analisaram apenas
carcacas de frango resfriadas naturalmente contaminadas, sem avaliar a populacdo de
Campylobacter em cada amostra, que poderia ser bastante alta, diferentemente do nosso
trabalho, no qual a concentracdo inicial de C. jejuni em cada amostra de carne moida era
conhecida.

Em 1984, Bolton et al.(*) j4 relatavam que o uso de pré-enriquecimento no protocolo
laboratorial aumentava a recuperacdo de Campylobacter. Trabalhos mais atuais'*?), ainda
mostram que a utilizacdo de caldos enriquecidos favorece a recuperacdo de células
bacterianas injuriadas, assim como observado em nosso trabalho. Entres os caldos de pré-
enriquecimento utilizados, o caldo Bolton teve melhor eficiéncia de recupera¢dao em relacao

ao caldo Brucella, tendo em vista que o C. jejuni foi recuperado de 72,2% das amostras
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(39/54) onde o pré-enriquecimento foi o caldo Bolton, enquanto que 66,7% (36/54) pode ser
recuperado em caldo Brucella. Essa diferenca na recuperacao de células injuriadas
provavelmente esteja relacionada a fonte nutritiva dos caldos, os tipos e a quantidade de
nutrientes. As bactérias do género Campylobacter ndo fermentam carboidratos e as
peptonas sdo incluidas no meio como fonte de nutrientes. O caldo Bolton tem na sua
formulagcdo extrato de levedura (5g/litro) e acido alfa-cetoglutarico, um intermediario do
ciclo do &cido tricarboxilico, ja o caldo Brucella apenas extrato de levedura (2 g/litro) como
fonte nutritiva. O acido alfa-cetoglutdrico € um composto de importante atividade bioldgica
produzido na desaminagdo do glutamato e um intermedidrio no ciclo dos acidos
tricarboxilicos!'?. Outra possibilidade diz respeito & suplementa¢do dos meios, ja que no
caldo Bolton utilizou-se sangue desfibrinado e no caldo Brucella carvao ativado e
antioxidante. Estas substancias adicionadas aos meios de cultura servem para prevenir o
acumulo e neutralizar os derivados do oxigénio produzido durante a multiplicagdo nos meios
de cultura, como perdxido de hidrogénio, além de neutralizar os inibidores da trimetropina
que sdo téxicos para Campylobacter?®). No entanto, a utilizacdo de sangue nos meios além
de capturar os componentes toxicos do oxigénio serve também como fonte de nutriente,
assim como as peptonas!’?, deixando o meio mais rico para a multiplicacdo bacteriana. Uma
terceira diferenga entre os meios utilizados que pode ter influenciado as recuperagdes sao
os antimicrobianos, os quais reduzem a competicdao do Campylobacter com outras bactérias.
O caldo Bolton é suplementado com cefoperazona, que inibe bactérias entéricas Gram-
negativas e algumas Gram-positivas, vancomicina, que inibe bactérias Gram-positivas,
trimetoprim, que inibe Proteus spp., e anfotericina que inibe fungos. Ja, o caldo Brucella é
suplementado apenas com afotericina e cefoperazona, o que deixa o meio mais suscetivel a
multiplicacdo de contaminantes comuns em produtos carneos.

Dentre os agares seletivos, com uso de pré-enriquecimento, o que apresentou maior
eficacia foi o mCCDA. Os agares Columbia e Sangue ndo foram eficientes, o que
provavelmente se deve a composicdo do meio, tendo em vista que as substancias
impedientes adicionadas sdo as mesmas nos trés agares estudados. No agar mCCDA, caldo
nutriente 2 e caseina acida hidrolisada fornecem fontes de nitrogénio e vitaminas. Ja, no
agar Columbia sdo peptonas de caseina e carne, além de extratos de coracdo e levedura. No

agar Sangue tipo Il, ha peptona proteose, figado e extracto de levedura. O caldo nutriente é
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uma infusdo altamente nutritiva de carne o que provavelmente torna o meio mais rico que o
Columbia e o Agar Sangue.

N3do foi observada diferenca entre os caldos de enriquecimento na pesquisa de C.
jejuni quando utilizados juntamente com o dgar mCCDA. A rica composi¢do do meio permitiu
o isolamento das células recuperadas nos caldos, tanto Brucella como Bolton, o que nem

sempre foi observado nos demais agares.

CONCLUSOES

O método utilizando pré-enriquecimento, seja caldo Brucella ou caldo Bolton, e
posterior semeadura em meio seletivo mCCDA foi superior na recuperacao de células de C.
jejuni de produtos avicolas experimentalmente contaminados, em compara¢do ao

plagueamento direto e o uso de outros dgares, mesmo associados com pré-enriquecimento.
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RESUMO

Campylobacter jejuni é o principal causador de gastroenterite bacteriana aguda e a carne de
frango tem se mostrado uma importante fonte de transmissao. Este microrganismo € de dificil
isolamento e 0os métodos convencionais muitas vezes nao sdo eficientes, podendo levar a
resultados errdneos. O objetivo deste trabalho foi desenvolver e testar a técnica de separacédo
imunomagnética (IMS) na deteccdo de C. jejuni em produtos de frango. Microparticulas
magnéticas ligadas a anticorpos policlonais anti-C. jejuni foram utilizadas para concentrar, C.
jejuni antes da semeadura em &gar. O protocolo foi comparado com o método convencional.
C. jejuni foi recuperado do alimento experimentalmente contaminado por ambos os métodos,
entretanto, quando foi usada a IMS, a presenca de microrganismos contaminantes nos meios
de cultura foi menor. C. jejuni foi isolado de 7% das amostras de alimento naturalmente
contaminadas, usando IMS, e de 3% pelo método convencional. C. coli foi isolado de uma
amostra pelo método convencional, mas nédo foi detectado pelo protocolo com IMS. A técnica
de IMS pode ser usada para isolamento de C. jejuni de alimentos, oferecendo a vantagem de
detectar o microrganismo em amostras a partir das quais o isolamento ndo ¢é obtido com o uso
do método convencional.

Palavras-chave: campilobacteriose; saude publica; alimento seguro; gastroenterite bacteriana.
ABSTRACT
Campylobacter jejuni is the main cause of acute bacterial gastroenteritis and chicken meat has

shown to be an important source of infection. This microorganism is difficult to be isolated

and the conventional methods are often inefficient and may lead to erroneous results. This
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study aimed at developing and testing the technique of immunomagnetic separation (IMS) in
the detection of C. jejuni in chicken products. Microparticles magnetically connected anti-C.
jejuni polyclonal antibodies were used to concentrate C. jejuni before agar seeding. The
protocol was compared with the conventional method. C. jejuni was recovered from
experimentally contaminated food for both methods, however, when the IMS was used, the
presence of contaminating microorganisms in the means of culture was smaller. C. jejuni was
isolated of 7% of samples of food naturally contaminated, using IMS, and 3% by
conventional method. C. coli was isolated from a sample by conventional method, but it was
not detected by protocol with IMS. The technique of IMS can be used for isolation of C.
jejuni of food, offering the advantage of detecting the microorganism in samples from which
the isolation is not obtained with the use of conventional method.

Keywords: campylobacteriosis; public health; food safety; bacterial gastroenteritis.

INTRODUCAO

Campilobacteriose € uma zoonose de distribuicdo mundial. A doenca normalmente
dura cerca de uma semana e os individuos acometidos geralmente apresentam diarreia,
colicas, dor abdominal, nduseas e vomitos. Campylobacter termotolerantes, particularmente
C. jejuni e, em menor grau, C. coli, sdo a principal causa de infec¢bes gastrointestinais no
mundo (DONISSON e ROSS, 2014). Em paises ndo desenvolvidos, como o Brasil, existem
poucos dados da incidéncia da doenca, 0 que se deve ao reduzido numero de pesquisas e
notificagOes de casos e surtos (SILVA et al., 2016).

O principal reservatorio de Campylobacter sdo as aves domésticas, embora elas
raramente apresentem sinais clinicos da doenca, mas outros animais, incluindo bovinos e
suinos, também sdo importantes fontes de transmissdo (DONISSON e ROSS, 2014). Na
industria, durante o processamento dos frangos, pode haver contaminacdo da carne e
subprodutos devido a presenca da bactéria nos intestinos, pele e penas dos animais, ou mesmo
de outras fontes, como utensilios e mdos dos manipuladores. Campylobacter pode ser
encontrado em diversos pontos dentro da linha de abate, com isso, lotes livres de
contaminag&o inicial podem se contaminar durante o processamento, mesmo que tenham sido
abatidos em dias subsequentes (PERKO-MAKELA et al., 2011).

As técnicas convencionais de isolamento, além de serem trabalhosas, exigem varios
dias de anélise e, muitas vezes, a presenca de microbiota competitiva inibe o crescimento de
Campylobacter, podendo levar a resultados erroneos (THEOPHILO e JAKABI, 2008).
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Diferentes métodos, como imunoensaios (PELLEGRIN et al., 2011) e técnicas moleculares
(ANDRADE et al., 2010), tém sido desenvolvidas a fim de abreviar o tempo de deteccdo e
aumentar a sensibilidade e a especificidade no isolamento de Campylobacter de alimentos. A
separacdo imunomagnética (IMS) € uma técnica que tem sido proposta para substituir ou
melhorar a eficacia de métodos convencionais de isolamento de diversos microrganismos
(CUDJOE et al., 1995; YU et al., 2001; TRAM et al., 2012). A IMS consiste no uso de
microesferas de poliestireno magnetizadas revestidas com anticorpos especificos que servem
para concentrar o microrganismo de interesse a fim de melhorar a sua deteccdo. Sendo assim,
este trabalho teve como objetivo desenvolver e testar a técnica de separagdo imunomagnética
na deteccédo de C. jejuni em produtos de frango.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas cepas de diferentes espécies bacterianas comumente envolvidas em
doencas transmitidas por alimentos a fim de avaliar a especificidade do imunoensaio.
Escherichia coli enteroinvasiva ATCC 1739, E. coli enteropatogénica ATCC 1741, E. coli
entero-hemorrdgica ATCC 1740, Enterobacter cloacae ATCC 23355, Enterobacter
aerogenes ATCC 13048, Yersinia enterocolitica INCQS 00098 e Shygella dysenteriae ATCC
13313 foram semeadas em Caldo Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHI, Acumedia, Michigan,
EUA) e incubadas overnight a 37°C em aerobiose e posteriormente semeadas em &gar
MacConkey (MC, Kasvi, Italia) para confirmar a auséncia de contaminantes. Salmonella
Typhimurium ATCC 13311 e Salmonella Enteritidis ATCC 13076, ap6s a cultura overnight
em BHI, foram semeadas em &gar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD, Himedia, Mumbai,
India), Staphylococcus aureus ATCC 25923 em agar Baird-Parker (BP, Himedia), Listeria
monocytogenes ATCC 7644 nos agares Palcam (PA, Himedia) e Oxford (OA, Himedia),
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 em 4agar Cetrimide (CA, Kasvi) e Aeromonas
hydrophila INQS 00289 em &gar Dextrina Ampicilina (ADA, Himedia) com a mesma
finalidade.

As cepas de Campylobacter utilizadas foram C. coli ATCC 33559, C. jejuni ATCC
33291, C. jejuni ATCC 33560 e dez cepas selvagens, cinco de C. coli e cinco de C. jejuni,
isoladas previamente de produtos carneos de frango por Silva et al. (2014). Estas cepas foram
cultivadas em Caldo Brucella (Acumedia) por 48 horas a 37°C em microaerofilia e
posteriormente repicadas em agar Carvao Cefoperazona Deoxycolato modificado (MCCDA,

Oxoid, Hampshire, Inglaterra).
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Foram utilizadas microparticulas magnetizadas de 2,8 um de diametro (Dynabeads®
M-270 Amine, Invitrogen Dynal AS, Oslo, Noruega), Kit BioMag® Plus amine protein
coupling (Polysciences Europe GmbH, Eppelheim, Alemanha) e anticorpos policlonais anti-
Campylobacter jejuni (Thermo Scientific, USA). Estes reagentes foram preparados e
estocados segundo as instrucdes do fabricante.

Uma aliquota de 100 pL da solucéo do kit BioMag® Plus amine protein coupling foi
transferida para um eppendorf, onde foram adicionados 800 pL de tampao de lavagem
piridina (PWB) juntamente com as microparticulas magnéticas aminofuncionais (MMP) (2 x
10° MMP/mL) e misturados vigorosamente em vortex até que o sobrenadante estivesse limpo.
O sobrenadante foi aspirado com o auxilio de uma micropipeta e descartado. Essa etapa de
lavagem do sobrenadante foi repetida por trés vezes a fim de eliminar impurezas indesejadas.

Posteriormente as lavagens, foram adicionadas 400 pL de glutaraldeido 5% no
eppendorf com as particulas e incubados em shaker rotatdrio para agitacdo constante por trés
horas a temperatura ambiente para ativacdo das particulas. Depois da ativacdo, as particulas
foram concentradas usando um separador magnético MultiSep (Polysciences Inc., USA) até
gue o sobrenadante estivesse limpo. O sobrenadante era aspirado com o auxilio de uma
micropipeta e descartado. As MMP foram lavadas quatro vezes com 800 pL de PWB.

As MMP ativadas (2 x 10° MMP/mL) foram suspensas em 800 puL de PWB e
mantidas & 4°C para uso posterior.

Os anticorpos foram conjugados as esferas, adicionando-se 25 pL de solugdo com
anticorpo policlonal anti-C. jejuni (4 mg/mL) aos 800 pL de PWB com 2 x 10° MMP/mL.
Apo6s homogeneizacdo, as particulas com os anticorpos foram incubadas em shaker rotatério
para agitacdo constante a temperatura ambiente por 18-24h.

Logo ap6s o periodo de incubacdo, usando o separador magnético, as particulas
acopladas foram separadas do sobrenadante, que foi descartado. O eppendorf com as
particulas acopladas, apés adicdo de 800 pL de PWB e 400 pL de solucdo quenching, foi
incubado em shaker rotatdério a temperatura ambiente por 30 minutos. Depois disto, as MMP
foram novamente separadas magneticamente e o sobrenadante descartado.

Apbs, foram realizadas lavagens com 800 puL de PWB, que eram adicionados as
MMP e homogeneizados vigorosamente, sendo entdo as particulas acopladas separadas
magneticamente com 0 auxilio do separador magnético e o sobrenadante aspirado com o

auxilio de uma micropipeta e descartado.
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Depois de realizada trés vezes a etapa de lavagem, as particulas (2 x 10° MMP/mL)
foram suspensas em 1 mL de PWB e estocadas a 2-8°C por no maximo 1 més, para ndo
perderem a atividade imunoldgica.

A ligacdo microparticula-anticorpo foi avaliada por teste de aglutinacdo em lamina
com as cepas de referéncia utilizadas no experimento, a fim de avaliar a especificidade do
anticorpo. Uma suspencéo (2 pL) da colbnia da bactéria testada foi colocada em uma lamina
de vidro e misturada com 2 pL da solucdo com as esferas sensibilizadas, observando-se
precipitacdo, em caso positivo, ou uma suspensdo translicida, em caso negativo.

Anteriormente a contaminacdo experimental, foi verificada a concentracdo celular das
culturas de C. jejuni em espectrofotometro (610 nm), a fim de obter-se uma densidade
populacional padronizada, e retiradas aliquotas para contagem padrdo em agar para confirmar
0 numero real de bactérias adicionadas. A densidade ética (DO) estabelecida foi de 0,45, a
qual corresponde a 108 UFC/mL. Os caldos utilizados na verificagdo da DO foram Brucella e
Bolton, e na contagem foram utilizados os &gares Columbia e mCCDA, em nenhum dos
meios foram observadas diferencas na turbidez ou contagem. A relacdo DO x UFC/mL foi
feita em triplicada em ambos meios e o resultado expresso pela média. Como branco no
espectrofotdmetro foi utilizado caldos sem crescimento bacteriano.

Seis amostras de 25 g de carne de frango moida foram contaminadas com trés
concentragdes de C. jejuni (10° 10 e 102 UFC/25g). Trés delas foram analisadas logo apds a
contaminacdo e as outras trés apds 24h de refrigeracdo a 4°C.

As amostras de carne de frango antes da contaminacdo foram analisadas quanto a
presenca de Campylobacter, utilizando protocolo recomendado pela U.S. Food and Drug
Administration — FDA (HUNT et al., 2001). O controle negativo serve para determinar que
ndo haja Campylobacter na amostra inicial.

Cem amostras de produtos de frango (25 sobrecoxas, 25 asas, 25 peitos e 25 figados)
foram adquiridas no comércio varejista e imediatamente conduzidas sob refrigeracdo ao
laboratdrio para analise pela metodologia convencional e pela IMS.

Como padrao-ouro, foi utilizado o método convencional recomendado pela FDA
(HUNT et al., 2001). Brevemente, uma aliquota de 25 g da amostra foi pesada, acondicionada
em saco plastico esteril, adicionada de 100 mL de Caldo Bolton (Himedia) suplementado com
10 mg de Cefoperazona, 10 mg de Vancomicina, 10 mg de Trimetoprim e 5 mg de
Anfotericina (Himedia), homogeneizada por cinco minutos em shaker e incubada a 42°C por
48 horas em jarras contendo gerador atmosférico de microaerofilia — Microaerobac (Probac

do Brasil, Sdo Paulo, Brasil). Passado este periodo, uma aliquota (10 pL) desta cultura foi
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semeada na superficie de &gar mCCDA suplementado com 16 mg de Cefoperazona e 5 mg de
Anfotericina B (Himedia) e incubada invertida em jarra de microaerofilia a 42°C por 48 horas
para posterior confirmacao fenotipica e genotipica.

Para IMS, foram utilizados os protocolos publicados por TRAM et al. (2012) e YU et
al. (2001), com modificagdes. Brevemente, foram utilizadas aliquotas de 1 mL da cultura em
caldo Bolton e 20 uL de microesferas sensibilizadas, em um tubo tipo eppendorf. Apos
incubacdo a temperatura ambiente por 15 min em agitacdo constante, as microesferas foram
separadas da forma liquida usando um separador magnético. Apdés 10 min, o sobrenadante foi
cuidadosamente aspirado, 0 magneto removido e as microesferas lavadas seis vezes com 1
mL de tampéo PBS, ressuspendidas em PBS, semeadas na superficie de &gar mCCDA com as
adicdes ja citadas no item anterior e incubadas em microaerofilia a 42°C por 48 horas. Por
fim, foi realizada a confirmacéo fenotipica e genotipica.

As colbnias caracteristicas de Campylobacter no agar foram analisadas morfo-
tintorialmente pela coloragdo de Gram. O Género Campylobacter é constituido de bactérias
Gram negativas com formato de bastonetes delgados espiralados ou em forma de “asa de
gaivota” ou “S”; podendo apresentar forma filamentosa ou cocdide nos cultivos de longos
periodos (NACHAMKIN, 2007).

Foram feitas as provas da producdo das enzimas oxidase e catalase. C. jejuni é oxidase
e catalase positivas.

Apbs a identificacdo fenotipica das coldnias caracteristicas, estas foram analisadas
pela técnica da reacdo em cadeia da polimerase multiplex (multiplex-PCR) para confirmacéo
da espécie C. jejuni, de acordo com protocolo descrito por Harmon et al. (1997). Foram
utilizados dois pares de primers: o par pg 3/pg 50, que amplifica uma regido altamente
conservada relacionada aos genes da flagelina, tanto em C. jejuni como em C. coli, e o par C-
1/C-4, que amplifica uma regido especifica presente somente em C. jejuni. Os produtos das
amplificacdes, corados com GelRed (Uniscience, S&o Paulo, S&o Paulo, Brasil), foram
analisados em eletroforese em gel de agarose a 1,5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As microparticulas magnéticas aminofuncionais foram ligadas covalentemente com os
anticorpos usando o Kit BioMag® Plus amine protein coupling e posteriormente acopladas
com o anticorpo policlonal anti-C. jejuni, conforme descricdo anterior, e a ligacdo

microparticula-anticorpo foi avaliada por teste de aglutinacdo em lamina. Nao foi observada
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reacdo cruzada com nenhum dos microrganismos testados. A precipitagdo, ou seja, reacao
positiva de aglutinacdo foi observada apenas nos testes com as cepas de C. jejuni ATCC
33291, ATCC 33560 e as cepas selvagens desta espécie. Estes resultados demonstram que 0s
anticorpos foram conjugados com as esferas magnéticas e que as suas atividades
imunoldgicas se mantiveram funcionais apos o processo de revestimento. Também mostra a
especificidade dos anticorpos, que ndo reagiram com nenhuma espécie diferente de C. jejuni.

C. jejuni foi recuperado de todas as amostras experimentalmente contaminadas
submetidas a IMS, tanto na hora 0 como ap6s 24h, nas diferentes concentracfes, assim como
quando foi utilizado o método convencional. No entanto, quando utilizada a IMS pode-se
observar nas laminas de coloragéo de Gram que houve presenga de Campylobacter em maior
nimero do que na metodologia convencional. Esse fato se deve provavelmente a auséncia de
contaminantes na IMS o que ndo ocorreu utilizando a metodologia convencional, onde foi
observado grande numero de outros microrganismos morfo-tinturialmente distintos de
Campylobacter. TRAM et al. (2012) desenvolveram pela primeira vez um ensaio réapido e
eficaz utilizando IMS-PCR direto com anticorpo monoclonal para detectar C. jejuni a partir
de fezes de frango. Eles relataram ser possivel detectar 10 UFC/uUL de fezes sem pre-
enriquecimento e reduzir bastante o tempo de andlise, pois requer sé a reacdo da PCR. No
entanto, esta pesquisa difere do nosso trabalho em alguns aspectos: tipo de amostra, grau de
detec¢do, ndo uso de caldo de pré-enriquecimento e tipo de anticorpo. Em nosso trabalho, foi
possivel detectar C. jejuni em concentracdes bem menores (10° UFC/25 g) do que no estudo
de TRAM et al. (2012) (10* UFC/mL), o que provavelmente tenha ocorrido pelo uso de pré-
enriquecimento e anticorpo policlonal, tendo em vista que o pré-enriquecimento recupera
células injuriadas e o anticorpo policlonal tem afinidade com diferentes regiGes antigénicas da
bactéria. YU et al. (2001) mesmo utilizando anticorpo policlonal, densidades celulares de 103-
10" UFC de C. jejuni/g carne de frango na inoculacgéo artificial e concentragdo de 10°-107
esferas/mL para deteccdo, semelhante ao nosso trabalho, detectaram C. jejuni apenas em
concentragbes de 10* UFC/g, bem maiores do que as concentragdes detectadas no nosso
trabalho. Além disso, estes autores relataram que seus resultados ndo podem ser diretamente
aplicados a prética porque sua pesquisa limitou-se apenas a inoculagdo artificial, sem realizar
testes em produtos naturalmente contaminados.

C. jejuni foi isolado de sete (7%) amostras de frango naturalmente contaminadas, trés
asas, duas sobrecoxas, dois figados e um peito, quando foi utilizada a IMS. Entretanto,
somente trés isolados, um de asa, um de sobrecoxa e outro de figado, foram obtidos quando

foi utilizado o método convencional.



36

A detecgéo de C. jejuni com IMS e o ndo isolamento da mesma amostra com o
padrdo-ouro demonstra que a técnica desenvolvida é mais sensivel que a metodologia
convencional, detectando o microrganismo em amostras que seriam dadas como negativas
para C. jejuni pelo padrdo-ouro. Outro fator importante € a especificidade da IMS. No gel de
agarose (Fig. 1) pode-se observar que todas as amostras detectadas pela técnica desenvolvida
neste trabalho foram confirmadas com sendo C. jejuni e a Unica amostra isolada pela
metodologia convencional que ndo foi isolada com IMS é a que foi confirmada como C. coli

pela ndo amplificacdo do fragmento C-1/C-4, que diferencia C. coli de C. jejuni.

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de amplificagdo por multiplex-PCR de
isolados de amostras de produtos de frango naturalmente contaminados com Campylobacter.
M: Marcador de Peso Molecular; R1: Cepa de referéncia de C. jejuni; R2: Cepa de referéncia
de C. coli; 31A: C. jejuni isolado de asa de frango por IMS; 32A: C. jejuni isolado de asa de
frango por IMS; 36A: C. jejuni isolado de coxa de frango por IMS; 56A: C. jejuni isolado de
asa de frango por IMS; 56B: C. jejuni isolado de asa de frango pelo padrdo-ouro; 68B: C. coli
isolado de coxa de frango pelo padrdo-ouro; 84A: C. jejuni isolado de peito de frango por
IMS; 87A: C. jejuni isolado de figado de frango por IMS; 87B: C. jejuni isolado de figado de
frango pelo padrdo-ouro; 93A: C. jejuni isolado de figado de frango por IMS.

CONCLUSOES

A técnica de separacdo imunomagnética pode ser usada para isolamento de C. jejuni
de produtos de frango, oferecendo a vantagem de detectar 0 microrganismo em amostras a
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partir das quais o isolamento ndo é obtido com o uso do método convencional.
Adicionalmente, as culturas obtidas apresentam menor multiplicacdo de microrganismos

contaminantes, o que da maior seguranca nos resultados.

REFERENCIAS

ANDRADE, R. B.; GEMELLLI, T.; DALL ONDER, L. P. et al. Métodos Diagndsticos para 0s
patogenos alimentares: Campylobacter sp., Salmonella sp. e Listeria monocytogenes.
Arquivos do Instituto Biologico, v. 77, n. 4, p. 741-750, 2010.

CUDJOE, K. S.; HAGTVEDT, T.; DAINTY, R. Immunomagnetic separation of Salmonella
from foods and their detection using immunomagnetic particle (IMP) — ELISA. International
Journal of Food Microbiology, v. 27, p. 11-25, 1995.

DONISSON, A. M.; ROSS, C. M. Microbiological safety of meat | Thermotolerant
Campylobacter. Encyclopedia of Meat Sciences, 2th, p. 382-388, 2014.

HARMON, K. M.; RANSOM, G. M.; WESLEY, I. V. Differentiation of Campylobacter
jejuni and Campylobacter coli by polymerase chain reaction. Molecular and Cellular Probes,
v. 11, p. 195-200, 1997.

HUNT. J.M.; ABEYTA, C.; TRAN, T. Chapter 7. Campylobacter. U.S. Food and Drug
Administration. Bacteriological analytical manual. 2001. Disponivel em:
<http://www.fda.gov/Food/FoodScienceResearch/LaboratoryMethods/ucm072616.htm>.
Acesso em: 20 mai. 2016.

FITZGERALD, C.; NACHAMKIN, I. Campylobacter and Aerobacter. In. MURRAY, P.R.;
BARON, E. J.; JORGENSEN, J.H. et al. Manual of Clinical Microbiology, 9 ed, Washington,
2007.

NACHAMKIN, I. Campylobacter jejuni. In: DOYLE, M. P.; BEUCHAT, L. R. Food
Microbiology: fundamental and frontiers. 3th ed. Washington: ASM Press, 2007. 831 p. 237-
248.



38

OLSVIK, O.; POPOVIC, T.; SKJERVE, E. et al. Magnetic separation techniques in
diagnostic microbiology. Clinical Microbiology Reviews, v. 7, p. 43-54, 1994.

PELLEGRIN, A. O.; MIRANDA, K. L.; FIGUEIREDO, J. F. et al. Uso do ensaio
imunoenzimatico e imunoblotting para detec¢do de imunoglobulinas contra Campylobacter
fetus em muco cérvico-vaginal de fémeas bovinas. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v. 31, n.
3, p. 247-254, 2011.

PERKO-MAKELA, P.; ALTER, T.; ISOHANNI, P. et al. Distribution of Campylobacter
jejuni isolates from Turkey farms and different stages at slaughter using pulsed-field gel
electrophoresis and flaA-short variable region sequencing. Zoonoses Public Health, n. 58, p.
388-398, 2011.

SILVA, D. T.; TEJADA, T. S.; BLUM-MENEZES, D. et al. Campylobacter species isolated
from poultry and humans, and their analysis using PFGE in southern Brazil. International
Journal of Food Microbiology, v. 217, p. 189-194, 2016.

SILVA, D. T.; TEJADA, T. S.; CUNHA, C. C. et al. Ocorréncia de Campylobacter em carne
de frango, fezes de frango e humanas e pesquisa dos genes cdt. Arquivo Brasileiro de

Medicina Veterinaria e Zootecnia, v. 66, n. 1, 2014.

THEOPHILO, G. N. D.; JAKABI, M. Campylobacter spp.: Diagnostico Laboratorial —
Meétodos cléssicos e moleculares. WHO Global Salm-Surv Nivel I11 Capacitacéo Integrada. p.
13-35, 2008. Disponivel em:
<http://bvs.panalimentos.org/local/file/INCLUSIONES2008/2GSS_CURSO_CAPACITACA
O_NIVEL3_BRASILIA2008_estanaBVS/GSS_2008 pdf/GSS-11I-
Manual%20Campylobacter.pdf>. Acesso em: 20 mai. 2016.

TRAM, L. L. T.; CAO, C.; HOGBERG, J. et al. Isolation and detection of Campylobacter
jejuni from chicken fecal samples by immunomagnetic separation PCR. Food Control, v. 24,
p. 23-28, 2012.



39

YU, L. S. L.; UKNALIS, J.; TU, S. Immunomagnetic separation methods for the isolation of
Campylobacter jejuni from ground poultry meats. Journal of Immunological Methods, v. 256,
p. 11-18, 2001.



3 Consideracdes Finais

Dentre 0os métodos convencionais testados, pode-se observar que quando
utilizado pré-enriquecimento, seja Caldo Brucella ou Caldo Bolton, e posterior
semeadura em meio seletivo MCCDA a recuperacdo de células de C. jejuni em
produtos avicolas resfriados, experimentalmente contaminados, € superior em
comparacao ao plagueamento direto e o uso de outros agares, mesmo associados
com pré-enriguecimento.

Quanto a técnica de separacdo imunomagnética, conclui-se que pode ser
usada para isolamento de C. jejuni em carne de frango, oferecendo vantagem sobre
as demais técnicas testadas de detectar o microrganismo em amostras a partir das

quais o isolamento ndo é obtido com o uso do método convencional.
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