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Apresentacao

Desde o seu reconhecimento como agente de zoonose, Campylobacter vem figurando
entre as principais causas bacterianas de doenca transmitida por alimentos em diversos
paises, que relacionam a maioria dos casos ao consumo ou manuseio de carne de frango
contaminada. Em contra partida, hd poucas informacdes oficiais sobre a ocorréncia de
campilobacteriose de origem alimentar ou dados de prevaléncia de Campylobacter em
frangos de corte no Brasil.

Embora ndao seja uma bactéria especifica de frangos, o papel de Campylobacter como
eventual contaminante da carne de aves o torna relevante para a avicultura de corte. Por
esse motivo, diversas pesquisas sobre Campylobacter na avicultura ja foram e estdao sendo
desenvolvidas no Brasil e em outros paises, entretanto, muitos aspectos epidemiolégicos
da bactéria na cadeia avicola ainda permanecem desconhecidos. Do ponto de vista de
salde publica, ainda nao esta claro o real envolvimento da carne de frango in natura,
eventualmente contaminada, com a ocorréncia de campilobacteriose de origem alimentar
no pais. Em relacdao a frangos de corte, ndo se conhecem intervencoes efetivas, cuja
aplicacao seja viavel para reduzir quantitativamente a colonizacao pela bactéria na idade
pré-abate. Nao obstante, pesquisas cientificas ou monitorias voluntarias de Campylobacter
em frangos de corte necessitam de suporte laboratorial para a deteccao microbiolégica da
bactéria, cujas caracteristicas peculiares envolvem condicoes diferenciadas e para as quais
hé pouca oferta de treinamento técnico no pais.

Nesse cenario, a Embrapa Suinos e Aves promove o Workshop de diagndstico
microbiolégico de Campylobacter com o objetivo de reunir profissionais ligados a diferentes
segmentos da cadeia avicola para compartilhar experiéncias por meio de debate técnico e
capacitacao béasica para a deteccao microbiolégica da bactéria, buscando desenvolver
visdo estratégica sobre as implicacoes de Campylobacter para a avicultura do Brasil.
Desejamos boas-vindas aos participantes e esperamos que esse evento seja uma
oportunidade de integracao e aprimoramento técnico, que venha a contribuir com a rotina
profissional de cada um em beneficio da avicultura.

Clarissa Silveira Luiz Vaz
Editora
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Anais do Workshop de Diagndéstico
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Avicultura

Clarissa Silveira Luiz Vaz

ASPECTOS GERAIS DE Campylobacter NA SEGURANCA DOS ALIMENTOS

Ana Luzia Lauria-Filgueiras
Pesquisadora do Setor de Campylobacter do Laboratorio de Zoonoses Bacterianas (LABZOO)
Instituto Oswaldo Cruz (IOC), Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ/ RJ)
analu@ijoc. fiocruz.br

O género Campylobacter compreende, atualmente, 24 espécies de bactérias Gram negativas que colonizam o
trato gastrintestinal de uma variedade de hospedeiros, podendo também ter localizacdo extra-intestinal.
Algumas espécies sdo comensais enquanto outras tém particular importancia como patégenos. Na éarea
veterinaria destacam-se como agentes etiolégicos de doencas reprodutivas, que podem ocasionar o aborto e
a infertilidade, principalmente em bovinos, ovinos e suinos, gerando grandes perdas econdémicas ao setor
pecudrio. Por outro lado, no homem, os casos de aborto sdo excepcionais, ao passo que as enterites por
Campylobacter representam um grande problema de Sadde Puablica. Gengivites e doengas periodontais sado
infeccOes que também podem ser causadas por algumas espécies de Campylobacter que colonizam a
cavidade oral. Outras espécies termofilicas deste género tém se mostrado como enteropatégenos de grande
importancia para a Saude Publica, principalmente nos paises desenvolvidos.

Campylobacter jejuni é a espécie enteropatogénica que recebe maior atencao, por ser a principal espécie
(90% dos casos) causadora de enterites por campilobacteriose. Em varios paises industrializados, a infeccao
por C. jejuni é considerada a maior causa de doenca diarréica no homem, o que leva a um intenso
monitoramento por parte das entidades de vigilancia epidemiolégica. Nestes paises, a campilobacteriose ja
prevalece sobre os casos de gastrenterites causadas por Salmonella sp., Shigella sp. e Escherichia coli 0O157.
Em contrapartida, poucos trabalhos investigam a sua incidéncia em paises nos processo de industrializacao,
onde se estima haver uma incidéncia maior de infeccdes assintomaticas, provavelmente devido a aquisicao
de imunidade.

No Brasil ndo pode ser observada a situacdo epidemiolégica descrita acima, pois sdo poucos os laboratérios
que desenvolvem estudos sobre essa bactéria. Por conseguinte, poucos sdo os relatos descritos na literatura
nacional e/ou internacional com dados sobre isolamentos ou caracterizacoes de cepas brasileiras.

A campilobacteriose se propaga na maioria das vezes pela via fecal-oral, através do contato direto com fezes
de animais infectados (incluindo de seres humanos), ingestao de alimentos de origem animal contaminados e,
ainda, pela veiculacao hidrica, principalmente com agua nao tratada, contaminada com fezes humanas e/ou
de outros animais. Portanto, o homem e os demais animais homeotérmicos sdo considerados as fontes de
infeccao (doente, portador e reservatério), o que Ihes atribui um carater ubiquo e enquadra a
campilobacteriose como uma zoonose bastante comum.
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Caracteristicas do micro-organismo

O género Campylobacter € composto por espécies de bactérias Gram negativas com morfologia tipica de
bastonetes curvos, espiralados ou em forma de “S”, que possuem 0,2-0,9 uym de largura por 0,5-5 pym de
comprimento. Em culturas mais antigas ou sob condicdes adversas, suas células podem adquirir formas
esféricas ou cocodides, o que representaria um estagio degenerativo do seu ciclo de vida, contudo, sem perder
seu poder infectante.

Sao extremamente moéveis por flagelo desbainhado, monotriquio ou anfitriquio, o que Ihes confere uma
motilidade caracteristica em torno do préprio eixo (movimento em saca-rolha).

As espécies deste género nao produzem endésporos, sdao quimiorganotréficos, produzem a enzima oxidase
(exceto C. gracilis), sao urease negativas (excecado de algumas cepas de Campylobacter lari) e nao utilizam a
via oxidativa e fermentativa de carboidratos (oxidam aminoacidos e acidos tricarboxilicos).

A maioria é microaeréfila, necessitando 3-15 % de Oz e 3-5% de CO2 e metabolismo do tipo respiratério.
Outras necessitam de ambiente anaerobidtico para um crescimento 6timo ou ainda hidrogénio para crescerem
sob condicdoes de microaerofilia.

O género Campylobacter, em funcao de ser catalase positivo ou negativo, pode ser dividido em dois grandes
grupos. Dentre as espécies produtoras de catalase encontram-se cepas que crescem bem entre 25-37°C,
mas nao a 43°C, e ainda aquelas (conhecidas como termofilicas ou termotolerantes) que ndao apresentam
crescimento a 25°C, crescem a 37°C, porém, preferencialmente a 43°C.

Genética

O genoma do Campylobacter possui 1.600-1.700 kb (cerca de 35% do tamanho do genoma da E. coli), com
excecdo de C. upsaliensis que parece possuir 2 Mb. E rico em Adenina:Timina, com uma porcentagem de
Citosina:Guanina 29-47%, o que pode explicar seu comportamento fastidioso no cultivo e sua incapacidade
de fermentar carboidratos.

Uma grande contribuicdo para o conhecimento sobre a genética deste género bacteriano provém dos estudos
com a espécie C. jejuni. O seu genoma (NCTC11168) foi completamente sequenciado. Possui um
cromossoma circular contendo 1.641.481 pb (30,6% G+ C) com predicao de codificar 1.654 proteinas e 54
espécies de RNA. O genoma nao é usual e ndo possui sequéncias de insercao ou sequéncias associadas a
fagos e muito poucas sequéncias repetidas. Um dos mais importantes achados foi a presenca de sequéncias
hipervaridveis em genes que codificam a biossintese ou modificacdes de estruturas de superficie celular, ou
associados a genes de funcdes ainda ndo conhecidas. A aparente alta taxa de variacao destes
homopolimeros podem ser importantes para a sobrevivéncia estratégica do C. jejuni.

Epidemiologia

A diversidade ecolégica de Campylobacter é bastante expressiva. Animais homeotérmicos, tanto domésticos
como silvestres (caes, gatos, primatas, roedores, bovinos, ovinos e, em especial as aves), permitem a
colonizacao intestinal de espécies termofilicas deste micro-organismo, desenvolvendo ou nao a doenca, o que
raramente ocorre em animais de sangue frio. Campylobacter jejuni também apresenta localizacao extra-
intestinal, como nas ovelhas, ocasionando abortos.

Na maioria das aves, estes micro-organismos podem ser detectados em quantidades superiores a dez milhdes
por grama de fezes, razao pela qual sado incriminados, em diferentes episédios, como fonte de infeccao, direta
ou indireta, adquirindo importancia na sua disseminacao ambiental.
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Contudo, nao ha evidéncias de transmissao vertical nas aves e, por conta disto, muitas investigagdes vem
sendo realizadas para identificar as principais fontes de transmissao, principalmente, em criadouros de
frangos.

Deve-se destacar, entretanto, que a maior preocupacao esta no potencial destes animais em transmitir a
bactéria ao homem através dos alimentos de origem animal. O consumo de frangos e derivados de aves
representa a maior causa de gastrenterite em todo o mundo, estimando-se sua implicagdao em 50- 70% das
infeccoes esporadicas humanas.

Por outro lado, os micro-organismos envolvidos em infeccdes alimentares (Sa/monella sp., E. coli 0157:H7,
Campylobacter sp, Yersinia enterocolitica e Listeria monocytogenes) podem alternar sua veiculagao ao
homem, dependendo dos diferentes alimentos.

No caso de frangos, como houve aumento no consumo em todo o mundo e, portanto, um maior manuseio
das carcacas e miudos, foram publicadas, em maio de 2010, medidas profilaticas rigorosas para as etapas de
abate, processamento e comercializacéo, incluindo a importacao e a exportacdo — o “Compliance Guideline
for Controlling Salmonella and Campylobacter in Poultry” (3% edicao) — pelo “Food Safety and Inspection
Service” (FSIS), do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, com base nos critérios do “National
Advisory Committee on Microbiological Criteria for Food” (NACMCEF). Este fato demonstra a importancia
sanitaria atribuida a Campylobacter sp. dentre os enteropatdégenos de origem alimentar.

Surtos de enterites por Campylobacter spp. sdo também frequentemente associados ao consumo de leite ndo
pasteurizado e aguas nao tratadas ou contaminadas por fezes humanas ou animais. A agua representa um
poderoso veiculo de transmissdo de espécies de Campylobacter e a sua presenca em corpos d’ dgua pode ser
usada, até mesmo, como um sinal de contaminacao fecal recente, visto ser a sua sobrevivéncia menor que
aquela apresentada pelos indicadores bacterianos usuais.

No Brasil, sdo poucos os estudos epidemioldgicos realizados em relacdao ao Campylobacter. Isto decorre em
grande parte pela escassez de laboratérios que pesquisam esses micro-organismos, registrando-se, assim,
poucos dados sobre isolamentos e caracterizacdo de cepas brasileiras. Esta grande falta de dados,
especialmente relacionados a isolados clinicos, torna-se uma situacao muito preocupante ao se considerar as
possiveis complicacdes pds-infecciosas ligadas a campilobacteriose, que trazem grandes prejuizos sécio-
economicos, como o desenvolvimento da Sindrome de Gliillain Barré (GBS).

Acredita-se que a taxa de isolamento em nosso pais possa ser maior do que aquela detectada, portanto ha
necessidade de uma investigacdao bem conduzida, estudando-se: a incidéncia, a distribuicdo geografica e as
vias de transmissao da campilobacteriose em todo o territério nacional. Esta etapa é um fator imprescindivel
para o conhecimento real da epidemiologia dos casos brasileiros, possibilitando ainda a comparacao de dados
de cepas autéctones com aqueles oriundos de cepas de paises desenvolvidos e, principalmente, contribuindo
para o planejamento de medidas de controle em Saude Publica.

Campylobacter nos alimentos de origem avicola

As células de Campylobacter por serem microaeréfilas respondem ao estresse oxidativo, temperatura baixa
ou falta de nutrientes, mudando a sua morfologia para formas cocéides, entrando num estado viavel, mas
nao cultivavel, sendo incapazes de crescer em meios seletivos de isolamento, mas podendo ser transmitidas
e causar infeccao em humanos. Esta caracteristica representa um perigo potencial a saude publica, sendo de
grande importancia em microbiologia de alimentos, uma vez que o alimento apés ser analisado, pode ser
classificado como préprio para o consumo, apesar de apresentar células de Campylobacter que nao foram
previamente detectadas.
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Na deteccao de Campylobacter em alimentos, geralmente é encontrado um baixo nimero de células,
principalmente se este alimento for congelado. Por outro lado, como a sua dose infectante € muito baixa,
sendo necessarias apenas 500 células para que ocorra uma infeccao, a carne de frango congelada pode ser
veiculo de transmissao da campilobacteriose (quantitativo de células deste micro-organismo no trato
digestivo das aves muito alto = 107 células por grama de fezes).

Desta forma, torna-se indispensavel o acompanhamento de todo o processo da producao do frango, a fim de
se obter um produto final com qualidade.

Praticas inadequadas de manipulacao e higiene dos alimentos, como: a utilizacao de matérias-primas
contaminadas ou de ma procedéncia, falta de higiene do local onde é preparado o alimento, falta de higiene
do manipulador de alimento e a sua condicdo de salde, equipamentos e utensilios mal conservados, presenca
de vetores, a temperatura e o tempo que o alimento fica em exposicao contribuem para o surgimento de
infeccdes ou intoxicacdes alimentares.

Campylobacter spp. é capaz de sobreviver por mais de uma hora nas bancadas e em panos de cozinha, sendo
capaz de contaminar outros alimentos que entrem em contato com estas superficies.

Um fator comum que exemplifica os fatos acima é a contaminacao cruzada. A dgua de degelo do
descongelamento do frango em contato com alimentos prontos, o uso da mesma faca doméstica de corte do
frango para a preparacao da salada in natura, a falta da higienizacao correta das maos do manipulador que
processa a carne fresca de aves e toca em outros alimentos e superficies e a ndo especificacdo de uma unica
tabua de corte para alimentos de origem animal poderiam explicar a origem dos pequenos surtos.

Assim, considerando o alto consumo da carne de frango, por ser um alimento proteico de alto valor biolégico
e baixo custo, o problema assume uma importancia expressiva quando produtos contaminados sao
destinados a milhares de pessoas, diariamente.
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Campylobacter NA AVICULTURA: RESULTADOS DE PESQUISAS

Clarissa Silveira Luiz Vaz* e Daiane Voss-Rech
Embrapa Suinos e Aves
*clarissa.vaz@embrapa.br

Introducéo

Campylobacter coloniza o intestino de frangos de corte sem causar sinais clinicos nem perdas produtivas.
Entretanto, a bactéria é de interesse para a avicultura sob o aspecto da seguranca dos alimentos, ja que é um
eventual contaminante da carne de aves no abate. A reducao da colonizacao intestinal de frangos de corte
em idade pré-abate reflete na diminuicdo do risco de contaminacao da carne durante o abate e
processamento. Por isso, estudos bdasicos para entender a epidemiologia de Campylobacter e identificar
intervencdes praticas nas granjas que reduzam quantitativamente a bactéria no intestino dos frangos estao
sendo desenvolvidos em diversos paises. Entretanto, muitas das medidas propostas ndao sao aplicaveis na
pratica no Brasil, em grande parte devido as diferencas regionais da producao de frangos entre paises. As
medidas de biosseguridade utilizadas nas granjas de frangos de corte e que sdao comprovadamente efetivas
na prevencao de diversos virus e bactérias atualmente nao impedem a colonizacao das aves por
Campylobacter. Além disso, a diversidade de sorotipos de Campylobacter dificulta a identificacdo de
antigenos imunogénicos com potencial para uso no desenvolvimento de uma vacina comercial capaz de
estimular resposta imunoldgica protetora frente as diferentes cepas circulantes no campo. Tudo isso reforca
o interesse em pesquisas voltadas a avicultura de corte no Brasil, incluindo os aspectos epidemiolégicos
basicos, muitos dos quais ainda pouco conhecidos. Esse texto apresenta alguns resultados de estudos
conduzidos por diferentes grupos de pesquisa quanto aos topicos mais frequentemente questionados a
respeito de Campylobacter na avicultura.

Campylobacter em frangos de corte

Campylobacter ndo é uma bactéria especifica de aves. Contudo as condicées do ambiente intestinal
favorecem sua multiplicagao, principalmente no ceco, onde 7,0 logio UFC/g foi a concentragdo média
identificada na descarga cecal coletada de frangos em idade pré-abate no Sul do Brasil (KUANA, et al.,
2008). A prevaléncia de Campylobacter em frangos de corte sofre flutuacées ao longo do ano em paises com
estacoes climaticas bem definidas. Assim, o aumento da prevaléncia durante o verao parece ter relacdo com
o maior nimero de vetores, como moscas (WAGENAAR, 2012). Ainda nao esta claro se isso também ocorre
na avicultura no Brasil, entretanto a deteccao de Campylobacter em frangos de corte comerciais continua
frequente. Entre 2010 e 2011 a Embrapa Suinos e Aves amostrou lotes de frangos de corte com idades a
partir de trés semanas em quatro agroindustrias do Brasil. Campylobacter (C.) foi isolado de todos os lotes,
sendo identificados C. jejuni e C. coli, dos quais o primeiro foi mais frequente (Tabela 1). De fato, C. jejuni
tem sido a espécie predominante em frangos de corte no Brasil (FRANCHIN, et al., 2005; KUANA, et al.,
2008) assim como em outros paises, reforcando a importancia de seu gerenciamento na avicultura, ja que é
a espécie mais envolvida nos casos de campilobacteriose de origem alimentar em humanos (WAGENAAR,

2012).

A transmissao de Campylobacter a frangos de corte ainda precisa ser mais compreendida, ja que a
transmissao vertical ndo estd completamente comprovada. Pintos oriundos de incubatérios comerciais
permanecem livres da bactéria até a segunda semana de vida nos aviarios, sugerindo envolvimento de
imunidade materna (WAGENAAR, 2012). A partir da terceira semana, torna-se possivel isolar Campylobacter
de algumas aves do lote, que aparentemente amplificam a bactéria no intestino e disseminam a contaminacéao
rapidamente dentro do lote, de modo que aos 42 dias de vida quase a totalidade dos frangos estara
colonizada pela bactéria (Tabela 2). Partindo da deteccdao de Campylobacter em suabes de cloaca coletados
semanalmente durante um estudo longitudinal em lotes subsequentes alojados no mesmo aviario, foi
estimado que 95% dos frangos de corte dos lotes amostrados estariam positivos até os 34,8 dias de idade
(Tabela 3) (WAGENAAR, 2012).



Anais do Workshop de Diagndstico Microbiolégico de Campylobacter Aplicado a Avicultura

Tabela 1. Isolamento de Campylobacter em lotes de frangos de corte na regido Sul do Brasil
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A presenca de Campylobacter ja foi detectada em cloaca, penas e cama de aviario de lotes de frangos no
pré-abate, sendo estas elencadas como possiveis fontes de contaminacado no abate (FRANCHIN, et al.,
2005). Por sua vez, a contaminacao residual por Campylobacter na cama reutilizada poderia ser potencial
fonte de contaminacao para o lote subsequente. De fato, Campylobacter pode ser detectado tanto nos
frangos quanto na cama aos 42 dias de alojamento. Entretanto, essa contaminacao foi eliminada ou reduzida
a um nivel nao detectado apds o vazio das instalacoes e o tratamento da cama, respaldando o beneficio de
ambas as praticas para a reducdo entre lotes da contaminacao do aviario por Campylobacter (VAZ, et al.,

2012a).
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Tabela 2. Deteccao da colonizacdo intestinal de frangos de corte em lotes subsequentes num aviario
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Tabela 3. Estimativa da idade dos frangos de corte para atingir 50% e 95% de suabes positivos em funcéo do lote,
respectivamente.

1e3 28,4 34,8
2 17,9 24,3

Por outro lado, os cascudinhos (Alphitobius diaperinus), frequentemente identificados em aviarios de frangos
de corte, podem ser contaminados por Campylobacter, porém seu papel como disseminadores da bactéria
nas granjas ainda é incerto. Resultados preliminares indicam que é possivel detectar a bactéria em
cascudinhos coletados do ambiente avicola apds o estabelecimento da colonizacdo dos frangos (VAZ, et al.,

2010b). Contudo a presenca de cascudinhos positivos para Campylobacter, como fator isolado, ndo parece
suficiente para disseminar a contaminacdo no aviario (VAZ, et al., 2012a). Aparentemente, o
estabelecimento da colonizacdo das aves é importante para amplificar a bactéria no intestino e dispersa-la no
aviario por meio da rota fecal-oral.

A dispersao de linhagens de Campylobacter nas granjas ao longo do tempo pode auxiliar o entendimento da
manutencdo de Campylobacter no ambiente avicola, uma informacao valiosa na identificacdo dos pontos
relacionados a entrada da bactéria nos lotes. Ainda que a variabilidade das cepas de Campylobacter possa ser
atribuida a troca de material genético entre cepas (WAGENAAR, 2012), foi possivel observar a permanéncia
ou manutencao de determinadas linhagens em lotes alojados na mesma granja no Brasil (Figura 1). Nao
obstante, essas linhagens foram tipicas de cada agroindustria amostrada, o que poderia sugerir fatores
individuais na circulacdo dessas cepas (VAZ, et al., 2012a).

Campylobacter no abate de frangos de corte
Durante a elaboracao das diretrizes do Codex Alimentarius para controle de Salmonella e Campylobacter em
carne de aves, um comité técnico formado por membros da Food and Agriculture Organization (FAO) e World

Health Organization (WHO) teceu consideracdes cientificas sobre o assunto. Em relacao a Campylobacter, o
grupo considerou que, por ser encontrado predominantemente no intestino, sua presenca no abate esta mais
relacionada a contaminacao fecal. Por isso, as principais etapas elegiveis para aplicar estratégias de reducao
da contaminacdo no abate seriam a escaldagem, depenamento, evisceracao, lavagem das carcacas e
resfriamento. Entre as intervencdes adicionais citadas como eficazes na reducao de Campylobacter estao o
uso de chiller de ar e o congelamento das carcagas (FAO/WHO, 2009).

No Brasil, Campylobacter ja foi detectado em carcacas apds o resfriamento (ALVES, et al. 2012; FRANCHIN,
et al., 2007; KUANA, et al., 2008; REITER, et al.; 2005) e em outras etapas do abate de frangos.
Entretanto, pelo efeito positivo do congelamento na reducdo de Campylobacter (BOYSEN; ROSENQUIST,
2009), pode ser esperada uma reducdo da contaminagao do produto comercializado congelado. De fato, o
nivel de Campylobacter detectado em carne de frango embalada e resfriada foi semelhante ao detectado no
produto apés a etapa de resfriamento no abate, enquanto o congelamento da carne reduziu
significativamente essa contaminacao residual (ROSENQUIST, et al., 2006). O efeito do congelamento sobre
a reducao da contaminacdo de carcacas por Campylobacter também foi demonstrado em planta de abate e
processamento da carne de frango no Brasil (FRANCHIN, et al., 2007).

Consideracdes finais

Campylobacter é bem adaptado ao intestino dos frangos e estd mundialmente distribuido na avicultura de
corte. Ha diversas intervencdes propostas em outros paises para sua reducao em frangos de corte ou durante
o abate e processamento da carne, contudo nao sao totalmente efetivas ou nao sao aplicaveis
universalmente. Por isso, exigéncias quanto a producao de carne de aves livre de Campylobacter nao
parecem uma perspectiva préxima ou real.
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Isolados analisados por Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE). A similaridade das cepas foi calculada pelo Coeficiente de Dice e o dendrograma gerado a
partir da andlise de cluster por Unweighted pair group method with arithmetic averages (UPGMA). Coluna 1: identificacdo da cepa; Coluna 2: agroindustria

amostrada; Coluna 3: granja amostrada na empresa; Coluna 4: lote amostrado em cada granja.

Figura 1. Relacdo entre cepas de Campylobacter isoladas de frangos de corte conforme a agroinddstria de origem (A, B e
C), granja e lotes amostrados.
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TECNICAS LABORATORIAIS PARA ISOLAMENTO DE Campylobacter EM
MATERIAL AVICOLA
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O género Campylobacter tem sido reconhecido mundialmente como agente de enterocolite humana
transmitida por alimentos. Sua importancia como doenca transmitida por alimentos é crescente e
simultaneamente crescem os esforcos laboratoriais para deteccao do patégeno. Diversos métodos de coleta e
isolamento vém sendo desenvolvidos com o objetivo de obter melhores resultados na deteccao bacterioldgica
de Campylobacter. InUmeras variacdes dos métodos microbiolégicos convencionais (ADVISORY COMMITTEE
ON THE MICROBIOLOGICAL SAFETY OF FOOD, 2010; INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR
STANDARDIZATION, 2006; USDA/FSIS, 1998), técnicas de cultura seletiva como passagem por membrana
filtrante e centrifugacao (BOLTON, et al., 1988; STEELE; MCDERMOTT, 1984) ou associacao destas
(MEGRAUD, 1987; SPEEGLE, et al., 2009) vém sendo utilizadas para o isolamento de Campylobacter.
Apesar das inumeras possibilidades metodoldgicas, a divergéncia entre os resultados e a inexisténcia de um
método de referéncia para amostras de origem avidria dificultam a definicdo do método de isolamento a ser
utilizado no laboratério. Como suporte a linha de pesquisa com Campylobacter, na Embrapa Suinos e Aves,
foi necessario desenvolver estudos para selecionar um protocolo para o isolamento de Campylobacter a partir
de amostras de origem avidria. A seguir descreveremos os resultados desta experiéncia.

Coleta e transporte das amostras

As condi¢cOes de coleta e transporte de amostras destinadas a analise microbiolégica de Campylobacter
devem considerar algumas caracteristicas deste género. Sdo bactérias que requerem baixa tensao de oxigénio
para multiplicacdo. Sao sensiveis a concentracdes superiores a 2% de NaCl a 30-35°C ou 1% a 4°C. O pH
6timo esta entre 6,5 e 7,5 e sdo sensiveis a desidratacdo (HOLT, 1994). Sobrevivem melhor em baixas
temperaturas, porém sao sensiveis ao congelamento (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR
STANDARDIZATION, 2006; HUNT; ABEYTA, 1995).

Sendo assim, as amostras coletadas devem ser transportadas sob refrigeracédo e processadas rapidamente.
Amostras integras, como cecos ou carcacas de frango podem ser embaladas e transportadas em sacos
plasticos. Amostras naturalmente mais expostas as condicoes ambientais, como suabes de cloaca e de
arrasto, devem ser transportadas em meio de conservacdo. Agar Cary-Blair e Caldo Peptonado Tamponado
1% (CPT) sao boas solucbes como meio de transporte sélido e liquido, respectivamente, pois sao de facil
acesso aos laboratdérios e apresentam capacidade tamponante, que favorece a manutencao das amostras até
0 processamento.

Um estudo sobre a colonizacao de frangos de corte por Campylobacter demonstrou que a detecg¢ao da
bactéria ocorreu a partir da terceira semana, sendo possivel estimar o percentual de suabes de cloaca
positivos, aumentando gradativamente a partir da deteccao dos primeiros positivos e atingindo quase 100%
do lote no pré-abate (VAZ, et al. 2012a) (Figura 1), sendo este o periodo mais indicado para a coleta das
amostras.
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Figura 1. Percentual de suabes de cloaca positivos para Campylobacter em trés lotes de frangos conforme modelo
logistico ajustado.

Isolamento laboratorial
Aspectos gerais
O isolamento de Campylobacter demanda que o laboratério disponha de algumas condicées minimas, como

geradores de microaerofilia ou mistura gasosa adequada (N2:85%, 02:5% e C02:10%) (Figura 2), meios de
cultura e antimicrobianos especificos, amostras controle e treinamento laboratorial.
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llustracé@o: Alexandre Matthiensen/Embrapa
Figura 2. Equipamentos e acessérios utilizados na Embrapa Suinos e Aves para geragdo e manutencao de condicdes
microaerdéfilas no cultivo de Campylobacter

Existem trés principais fatores que dificultam o isolamento de Campylobacter:

1. Amostras muito contaminadas com flora competitiva;

2. Amostras com baixo nimero de micro-organismos;

3. Células injuriadas pelas condicoes de armazenamento e processamento (congelamento, dessecacao, aquecimento,
acidificacdo e exposicdo ao oxigénio) (ADVISORY COMMITTEE ON THE MICROBIOLOGICAL SAFETY OF FOOD,
2010; THEOPHILO; JAKABI, 2008).

O uso de antimicrobianos e antifungicos nos meios de cultura é indispenséavel para reduzir a flora
contaminante, dentre os quais podemos citar: trimetoprim, vancomicina, anfoteracina B, cefalotina,
polimixina B, cefoperazona, rifampicina e outras. Suplementos redutores de oxigénio como sulfato ferroso,
metabissulfito e piruvato de sédio, hemina, sangue e carvao bacteriolégico também sdao componentes de
alguns meios de cultura (HUNT; ABEYTA, 1995).
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Nossa experiéncia

Material de campo

Um trabalho foi desenvolvido para avaliar a eficiéncia de diferentes meios seletivos e estratégias de
isolamento para deteccao de Campylobacter terméfilos em material avicola, rotineiramente usado em
pesquisas ou monitorias microbioldgicas de aves (cama de avidrio, fezes, suabes de cloaca e de arrasto). O
estudo demonstrou que amostras de fezes, suabe de cloaca e suabe de arrasto coletados de lotes de frangos
a partir de quatro semanas de idade apresentaram maior frequéncia de isolamento da bactéria (Figura 3)
(VAZ, et al., 2012b) e seriam os mais adequados para monitoria de Campylobacter em frangos de corte.

Fezes Suabe de cloaca
100% 100%
75% 75%
50% 50%
25% 25%
0% A 0%
PD EC 24h EC 48h PD EC 24h EC 48h
HAP mACL mCCDA mAP mACL mCCDA
Suabe de arrasto Cama de aviario
100% 100%
75% 75%
50% 50%
25% 25%
0% 0%
PD EC 24h EC 48h PD EC 24h EC 48h
HAP EACL mCCDA HAP EACL mCCDA

ACL: Agar Campy-Line; mCCDA: Agar Carvédo Cefoperazona Deoxycolato modificado
Figura 3. Deteccao de Campylobacter terméfilos em amostras de origem aviédria conforme diferentes estratégias e meios

seletivos para isolamento bacteriolégico

O mesmo trabalho demonstrou que para as amostras de cama de aviario o plaqueamento direto (PD) em Agar
Preston foi o mais efetivo para deteccdao de Campylobacter (p <0,05). Para as demais amostras nao houve
diferenca estatistica entre os trés meios seletivos analisados no PD. Para as amostras de suabes de cloaca e
de arrasto ndao houve diferenca estatistica entre o plaqueamento direto ou o enriquecimento em Caldo Bolton
(EC) por 24h em Agar Preston. Em relacdo a cama e fezes, o PD foi mais eficiente no isolamento de
Campylobacter se comparado ao EC 24h, independente do meio seletivo utilizado.

Por outro lado, o EC por 48h nao favoreceu o isolamento de Campylobacter em cama de aviario, fezes,
suabes de arrasto e de cloaca em relacdo ao PD e ao EC por 24h (Figura 3) (VAZ, et al., 2012b). Esse
resultado sugere que o tempo de incubacado no enriquecimento em caldo é um fator importante: a partir de
24h a flora competitiva aumenta reduzindo os indices de isolamento de Campylobacter, que ficam ainda
menores apds 48h (ADVISORY COMMITTEE ON THE MICROBIOLOGICAL SAFETY OF FOOD, 2010; VAZ, et

al., 2012b).
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O plagueamento direto facilita o isolamento de Campylobacter por inibir a proliferacdo exacerbada de
contaminantes naturalmente presentes na amostra, entretanto, é descrito como nao suficientemente sensivel
para a deteccdo em amostras com baixa concentracao do micro-organismo. O enriquecimento seletivo
favorece o isolamento de Campylobacter nestas amostras (THEOPHILO; JAKABI, 2008). Assim, a
combinacao do PD e do EC por 24h pode ser avaliada para aumentar a probabilidade de isolamento.

Baseado nesses resultados e considerando o ganho em termos de custo e tempo de execucao do ensaio, o
plaqueamento direto em dois meios seletivos com diferentes composicées de suplementos seletivos (ex. AP e
mCCDA) pode ser recomendado como primeira opcao para deteccdao de Campylobacter em cama de aviério,
fezes, suabes de arrasto e de cloaca; podendo ser associado ao EC 24h para anélise de suabes de cloaca e
de arrasto. O protocolo utilizado na Embrapa Suinos e Aves para isolamento de Campylobacter em amostras
aviarias segue o fluxograma descrito na Figura 4.

Suspensao

imicial

Enriguecimento

¥
Plagueamento
direto

Incubagdo em microaerofilia
41,5*C/24h

Incubacio em
microaerofilia
41,5°C/24-48h

Leitura das
placas

Isolamento de Campylobacter termaofilos

Opcionak Caldo Coloragio de Gram
Brucela semi-sdlido das colonias
por até 15 dias compativeis

Agar sangue 2 ou

Agar Columbia

25*C e gerdbico, hidrélise do
hipurato e do acetato de indoxil

Catalase, oxidase, crescimento a }

Figura 4. Fluxograma do isolamento de Campylobacter terméfilos de amostras de origem avidria utilizado pela Embrapa
Suinos e Aves
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Carcacas e cortes de frango

Em relacdo a alimentos, existem métodos validados para andlise qualitativa de Campylobacter, dos quais o
mais conhecido é o padronizado pela /nternational Organization for Standardization (ISO) (INTERNATIONAL
ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2006). Porém, alguns autores relatam resultados varidveis com

esse protocolo (GRITTI, et al., 2011; MORAN, et al., 2009). O fluxograma deste método esta apresentado na

Figura 5. Nesse tipo de material é preconizada a pré-incubacdao em caldo seletivo por 4h a 37°C em
microaerofilia (BOLTON, 2000; HUMPHREY, 1989; INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR
STANDARDIZATION, 2006;), evitando meios com rifampicina e polimixina, para recuperacao das células
lesadas que podem tornar-se sensiveis a temperatura de 42°C e a esses antibiéticos (ADVISORY
COMMITTEE ON THE MICROBIOLOGICAL SAFETY OF FOOD, 2010). O tempo de 4h deve ser limitante para
evitar o crescimento exacerbado de contaminantes ADVISORY COMMITTEE ON THE MICROBIOLOGICAL
SAFETY OF FOOD, 2010; GOOSENS; BUTZLER, 1992; THEOPHILO; JAKABI, 2008).

O preparo da suspensaéo inicial é realizado pela rinsagem do produto inteiro ou amostragem a partir de 5-10g
de fragmentos da pele do pescoco, os quais sdo homogeneizados em um diluente, como Caldo Peptonado
Tamponado, a partir do qual uma parte é retirada e adicionada a nove volumes de Caldo Bolton. A
recomendacdo para os cortes de frangos é utilizar fragmentos da superficie adicionados de nove volumes de
Caldo Peptonado Tamponado (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2003).

Suspensao
inicial

9 x de Caldo
Bolton

Incubagio em
microaercfilia a 37°C/ 4-6h

seqguido de 41,5°C/ 40-48h

" —

Cutro meio
mCCDA sdlido
seletivo

Incubagio em

microaercfilia a
41,5°C/40-48h

Leitura das
placas

e

Confirmacdo
das colbnias

i

Identificagdo
(opcional)

Isolamento de Campylobacter (150 10272-1:20086)

Figura 5. Fluxograma do isolamento de Campylobacter terméfilos de amostras de alimentos e racdo animal,
conforme ISO 10272-1:2006. Adaptado de Humphrey et al. (2007).
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Identificacao das coldnias

Coldnias de Campylobacter ndo sao hemoliticas, podem ser: lisas, convexas, brilhantes e com bordas
perfeitas; ou ainda planas, translicidas e lustrosas, com bordas irregulares e espalhadas. Geralmente sao
incolores, com tonalidades creme ou acinzentada, e didametro de 1-2 mm, podendo ainda ser puntiformes
com 4-5 mm.

As células sdo moéveis, Gram negativas, delgadas, curvas ou em forma de “S” ou de asa de gaivota,
geralmente formando pequenas cadeias em zig-zag. Por esta morfologia particular o exame microscépico é
um grande aliado no diagndstico presuntivo de Campylobacter. Células velhas ou injuriadas podem
apresentar-se cocéides e de multiplicacao mais lenta.

Confirmacao das coldnias

Campylobacter ndao metaboliza aclcares, portanto a maioria das provas bioquimicas rotineiramente
disponiveis nos laboratérios ndo sao aplicaveis. Colénias com morfologia caracteristicas devem ser semeadas
em agar sangue n°2 (AS) ou agar Columbia (AC) com ou sem adicdo de sangue para confirmagao pelas
provas de catalase, oxidase e motilidade. A morfologia celular associada as provas confirmatérias costuma
ser suficiente para diferenciar Campylobacter da maioria das espécies contaminantes, sendo recomendavel
associar os testes de crescimento microaerébico a 25°C e aerdébico a 41,5°C para diferenciacdo de bactérias
do género Arcobacter, filogeneticamente relacionado a Campylobacter.

Para diferenciar as espécies de C. jejuni, C. coli e C. lari sdo realizadas as provas de hidrdlise do hipurato e
acetato de indoxil. O teste de sensibilidade a cefalotina e acido nalidixico é descrito como prova diferencial
das espécies de Campylobacter (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION, 2006), sendo
a resisténcia a cefalotina uma caracteristica do género e ao acido nalidixico variavel conforme a espécie. Na
pratica, observamos alta frequéncia de isolados de campo resistentes ao acido nalidixico, independente de
espécie, o que recomenda cautela no uso e na interpretacao desse teste como diferencial.

Outro teste que pode ser Util para a confirmacao de coldnias é a prova de aglutinacdo em latex,
comercializada em kit. Kits comerciais para identificacdo também estao disponiveis (APY CAMPY -
Biomeuriex), assim como kits de deteccdo por imunoensaio enzimatico (CAMPY - Meridian Bioscience;
ProSpecT - Remel e ImmunoCard - Meridian Bioscience), além de outros. Nestes casos, entretanto, o custo
por amostra pode ser um fator limitante ao uso em menor escala.

Manutencado e estoque dos isolados

Campylobacter ndo tolera a exposicdo ao oxigénio atmosférico, portanto uma alternativa pratica para manter
os isolados vidveis em curto prazo, durante a rotina laboratorial, € o Caldo Brucella semi-sélido (CBSS)
(HUNT; ABEYTA, 1995). As colénias semeadas em CBSS multiplicam-se lentamente abaixo da superficie do
meio, permanecendo vidveis a 37°C por até 15 dias. O meio de congelamento, composto por caldo
nutriente, extrato de levedura, soro fetal bovino e FBP (sulfato ferroso, piruvato de s6dio e metabisulfito de
sodio) é uma alternativa para estocar as amostras em longo prazo a -70°C (HUNT; ABEYTA, 1995).

Conclusao

O estabelecimento da rotina laboratorial para isolamento de Campylobater demanda tempo e perseveranca e
os resultados obtidos podem variar significativamente de acordo com o método utilizado. Contudo, o
diagndstico laboratorial de Campylobacter pode ser feito com seguranca quando técnicas e métodos
laboratoriais sao avaliados e utilizados adequadamente.
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ANEXO 1 - PROCEDIMENTOS PARA IDENTIFICACAO MORFOLOGICA E BIOQUIMICA DE Campylobacter
TERMOFILOS

Analise morfoldgica das col6nias
As colénias de Campylobacter sdao pequenas, ndao hemoliticas e apresentam-se com aspecto liso (Figura 1a)
ou irregular e espalhado (Figura 1b); de coloracao brilhante ou lustrosa e em tons de cinza ou creme.

Fotos: Clarissa S.L. Vaz/Embrapa

A

Figura 1. Colénias de Campylobacter em (a) Agar seletivo (MCCDA) e (b) ndo seletivo (Agar Sangue n°2)

Coloracao de Gram
A partir de diferentes colbnias isoladas na placa de agar seletivo, preparar esfregacos individuais em uma
gota de solucao salina 0,85%. Apds a fixacdo, prosseguir com a coloragao conforme descrito:

1. Cristal violeta (60 segundos)

2. Lugol (60 segundos)

3. Etanol (10 segundos)

4. Fuccina fenicada (120 segundos)

Campylobacter apresenta-se ao microscépio éptico como pequenas células Gram negativas, com tamanho
entre 0,2 a 0,9 ym de largura e 0,2 a 5 yum de comprimento, de formato curvo ou em espiral (Figura 2).
Células procedentes de col6nias velhas podem apresentar aspecto cocdide. Col6nias de aspecto compativel

devem ser semeadas em &gar ndo seletivo (Agar sangue n°2 ou Agar Colimbia com sangue) e incubadas em

microaerofilia a 41,5°C por 24 a 48 h para confirmacao.

Fotos: Franciele laninski /Embrapa

Figura 2. Morfologia de Campylobacter ao microscépio 6ptico (aumento de 1000X)
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Andlise da motilidade

A partir do &gar nédo seletivo, selecionar uma col6nia e homogeneizar em uma gota de solucéo salina 0,85%
na superficie de uma lamina de microscopia. Opcionalmente, o homogeneizado pode ser acrescido de uma
gota da solucao de cristal violeta, usada na coloracao de Gram. Cobrir com laminula e examinar em
microscopio 6ptico ou de contraste de fase. Campylobacter apresenta movimentos em espiral ou em formato
de “saca-rolhas” devido a presenca de flagelos polares.

Prova da catalase

A partir de agar ndo seletivo sem adicio de sangue (Agar Colimbia), retirar uma colénia e depositar sobre
uma gota de H202 a 3%. Observar a formacao de bolhas decorrentes da liberacao de O2 pela clivagem do
peréxido de hidrogénio na presenca da catalase (Figura 3). Controle positivo: Pseudomonas aeruginosa.
Controle negativo: Enterococcus faecalis.

Foto: Daiane V. Rech/Embrapa

Figura 3. Teste de catalase positivo (esquerda) e negativo (direita)

Prova da oxidase

Usando um palito, suabe de algodao ou alca de vidro estéreis, transferir uma coldnia isolada em agar nao
seletivo a fita reativa de oxidase. Observar a alteracao para cor purpura (reacao positiva), de acordo com as
instrucoes do fabricante (Figura 4). Controle positivo: Pseudomonas aeruginosa. Controle negativo:
Staphylococcus aureus.

Foto: Daiane V. Rech/Embrapa

Figura 4. Reacdo positiva (centro) e negativa (extremidades) ao teste da oxidase

Anadlise do crescimento microaerébico a 25°C

Identificar colénias morfologicamente compativeis com Campylobacter no meio nao seletivo e semear,
individualmente, em agar nio seletivo (Agar sangue n°® 2 ou Agar Colimbia com sangue). Incubar as placas a
25°C em microaerofilia por 44 + 4h. Controle positivo: Arcobacter skirrowii. Controle negativo:
Campylobacter jejuni subsp. doylei.
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Andlise do crescimento aerébico a 41,5°C

Identificar coldnias morfologicamente compativeis com Campylobacter no meio nao seletivo e semear,
individualmente, em agar nio seletivo (Agar sangue n°® 2 ou Agar Colimbia com sangue). Incubar as placas a
41,5°C em aerobiose por 44 + 4h. Controle positivo: Arcobacter butzleri. Controle negativo: Campylobacter
Jjejuni subsp. doylei.

Teste da hidrdlise do hipurato de sodio

A partir do agar nao seletivo, transferir uma alcada da cultura para um tubo contendo 0,4 mL de solucdo de
hipurato de sédio 1% e incubar em bloco térmico ou banho de dgua a 37°C por 2 h. Adicionar 0,2 mL de
solucdo de ninhidrina 3,5% lentamente, pela parede do tubo, formando uma sobre camada. Incubar a 37°C
por 10 minutos e observar a alteracao de coloracdo. Reacbes positivas apresentam-se em azul escuro,
enquanto que reacdes negativas permanecem sem alteracao da cor (Figura 5). Controle positivo:
Campylobacter jejuni. Controle negativo: Campylobacter coli.

Foto: Daiane V. Rech/Embrapa

Figura 5. Reacdo negativa (esquerda) e positiva (direita) ao teste da hidrélise do hipurato de sédio

Teste da hidrélise do acetato de indoxil

A partir de 4gar nao seletivo, transferir uma alcada da cultura para a superficie de um disco de papel
impregnado com acetato de indoxil e cobrir com uma gota de dgua destilada estéril. Aguardar entre 5 e 10
minutos e verificar alteracédo para cor azul escuro (Figura 6). Controle positivo: Campylobacter jejuni. Controle
negativo: Campylobacter lari.

Foto: Daiane V. Rech/Embrapa

Figura 6. Reacdo negativa (esquerda) e positiva (direita) ao teste de hidrélise do acetato de indoxil
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Teste de sensibilidade ao acido nalidixico e cefalotina

A partir da cultura em agar nao seletivo, preparar uma suspensdo em Caldo Brucella de acordo com o tubo
0,5 da escala de McFarland, e diluir essa suspensao 1:10 em Caldo Brucella. Distribuir sobre a superficie de
uma placa contendo Agar Mueller-Hinton com 5% de sangue ovino desfibrinado. Distribuir um disco de
cefalotina e um disco de acido nalidixico sobre a superficie. Incubar as placas a 37°C em microaerofilia por
22hs + 2hs. A presenca de halo de inibicdo de qualquer didmetro indica sensibilidade, e a auséncia indica
resisténcia (Tabela 1).

Tabela 1. Espécies de Campylobacter terméfilos de acordo com o perfil de sensibilidade *

Cefalotina R R R S
Acido nalidixico* S S SouR S
R = resistente
S = sensivel

*Considerar a aplicabilidade do ensaio frente a ocorréncia de cepas de C. jejuni e C. coli resistentes ao acido nalidixico.

Caracteristicas bioquimicas de Campylobacter

A Tabela 2 apresenta as principais caracteristicas bioquimicas usadas para diferenciacao de espécies de
Campylobacter e bactérias relacionadas.
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Tabela 2. Caracteristicas bioquimicas diferenciais de Campylobacter
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ANEXO 2: TESTE DE DIFUSAO EM AGAR PARA DETERMINACAO DA SENSIBILIDADE A
ANTIMICROBIANOS EM Campylobacter

Principio

De acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, documento M45-A2), a sensibilidade a
antimicrobianos em Campylobacter é determinada pelo teste da concentracao inibitéria minima por meio de
microdiluicao em caldo ou pelo método de difusdo em dgar. Ambos os ensaios apresentam caracteristicas
peculiares devido a natureza fastidiosa da bactéria. As informacdes a seguir referem-se ao teste de difusao
em 4agar, conforme recomendacdes do CLSI (M45-A2), e sado direcionadas a laboratérios de microbiologia
clinica para o teste de suscetibilidade a antimicrobianos em bactérias fastidiosas, dentre as quais
Campylobacter, que requerem suplementacao de componentes no meio e atmosfera diferenciada.

Condicdes do ensaio

O inéculo parte de uma suspensao das col6nias cultivadas em meio nao seletivo por 24 h, conforme o tubo
0,5 da escala de McFarland. Essa suspenséo é distribuida em Agar Mueller-Hinton com 5% de sangue ovino
sobre o qual os discos com antimicrobianos sao depositados. As placas sao incubadas em atmosfera de
microaerofilia (10% CO2, 5% 02 e 85% Nz) sob temperatura de 36°C a 37°C por 48 h; ou 42°C por 24 h.
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Tabela 1) é usado no controle de qualidade do teste de difusdao em
4gar, sendo distribuido em Agar Mueller-Hinton sem adicdo de sangue e incubado sob temperatura de 35°C a
37°C por 16 a 18 h em aerobiose. O grupo primario de antimicrobianos a testar em laboratérios clinicos sédo
macrolideos e quinolonas, especialmente eritromicina e ciprofloxacina (Tabela 2).

Tabela 1. Padrdes para o controle de qualidade no teste de difusdo em &gar.

Eritromicina 15 ug 22-30
Ciprofloxacina 5 ug 22-30

Tabela 2. Critério de interpretacao do teste de difusdo em agar para Campylobacter jejuni e Campylobacter coli.

Eritromicina 15 ug - - 6
Ciprofloxacina 5 ug - - 6

Literatura recomendada
METHODS for antimicrobial dilution and disk susceptibility testing of infrequently isolated or fastidious
bacteria. 2. ed. Wayne: Clinical and Laboratory Standards Institute, 2010. Approved guideline M45-A2
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ANEXO 3 - COMPOSICAO E PREPARO DE MEIOS DE CULTIVO E REAGENTES

Agua peptonada 1%

(=Y o) o] o F- TR 10g
Cloreto de s6dio (NaCl).....cocoeiiiiii e bg
Fosfato de sédio dibasico (NazHPO4).........ccvvvveiiiiiiiiiinns 3549
Fosfato de potassio monobésico (KH2PO4)..................c.... 1,59
Agua destilada.........c.couuiiiiiiiiiiiiiie e 1000 mL
PH e e 7,2 + 0.2

Dissolver o KH2PO4+ em 4gua morna antes adicionar ao meio ou aquecer toda a solucao até dissolver
completamente. Autoclavar a 121°C for 15 min.

Literatura recomendada

BACTERIOLOGICAL analytical manual. 8. ed. Maryland: FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 1995.

Agar Cary-Blair

Tioglicolato de sOdio.......ccoviiiniiiiiii e 1,59
Fosfato de sédio dibasico (NazHPO4).........ccoovveiiiiiinnne, 1,19
Cloreto de s6dio (NaCl) ....coveiniiiii e 5¢g

Agar bacterioldgiCo. ....uuieiuunie e 5g
Cloreto de célcio (CaClz, solucdo 1%)....cccvvvvvviiiiiinnnnnn. 9 mL
Agua destilada (G.5.P) «evvvreerriiiieiiitiie e 1000 mL
PH e 8,4

Dissolver os reagentes por agitacdo com aquecimento. Aguardar resfriar a 50°C e adicionar a solucao de
CaClz 1%. Distribuir aliquotas de 7 mL em tubos de 9 mL com tampa rosca e esterilizar em calor imido
(autoclave entreaberta) por 15 minutos. Apés resfriar, fechar as tampas e estocar a 4°C.

Literatura recomendada

BACTERIOLOGICAL analytical manual. 8. ed. Maryland: FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 1995.

Agar CCD modificado (mCCDA)

EXtrato de Carne.....ocvvviieiiiiiiiiii e 10 g
Digestao enzimatica de tecidos animais..............ccvvevnnns 10 g
Cloreto de s6dio (NaCl) ....coceviiiiiiiiii e 5¢g
Carvao bacteriol0giCo.......covviiiiiiiiiii e 49
Caseina hidrolisada........ccooviiiiiiiii 349
Deoxicolato de SOdio.......coceieiiiiiiiiiii i 19
SUIfato FEITOSO..iiuiii i 0,25 ¢
Piruvato de SOdio......ccvviiiiiiiii i 0,25 ¢

Agar bacteriol0giCo.......oeevuuueeeiiee e até 18 g
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Agua destilada (0.5.P.) wevvrrerririiieeiiee e 1000 mL
PH e 7.4 + 0.2
Suplemento seletivo

CefopPEerazona.....ovu i 0,032 g
ANTFOLEricing B...oviiiiiii i 0,01g

Autoclavar a 121°C por 15 min. Aguardar resfriar até 50°C e adicionar assepticamente o suplemento
seletivo previamente dissolvido em 4agua e esterilizado por filtracdo. Distribuir em placas e aguardar
solidificar. Armazenar a 4°C protegido da luz por até sete dias.

Literatura recomendada
INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION. Microbiology of food and animal feeding stuffs

— Horizontal method for detection and enumeration of thermotolerant Campylobacter spp. — Part 1: detection
method. (ISO 10272-1:2006 [E]). Geneva: ISO, 2006. 16 p.

Agar Coliimbia Base

Digestdo pancreatica de caseina..........c.coovviiiiiiiiiiinnnens 10.0 g
Digestao enzimatica de carne.........cocevieiiiiiiiiiiiiiineennn, 50¢
Extrato de levedura.........cooiiiiiiiii i 50¢g
Digestdo pancreatica de COracao.........ccoveevevieinnienennennns 3.0¢g
2N 28 e [ T 1.0g
Cloreto de SOAio......ciuiiiii i 5.0¢g
Agar bacterioldgiCo.......cvuiiiiiii s 13.5¢

Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos. Aguardar resfriar a 50°C, distribuir em placas e aguardar a
solidificacao. Armazenar a 4°C.

Literatura recomendada

MANUAL of clinical culture media. 2™ ed. Sparks: BD Diagnostics, 2009.

Agar Colimbia com sangue

Digestdo enziméatica de tecidos animais..............c.cceennene. 23 g
A0 e e 149
Cloreto de s6dio (NaCl)....ccvviiiiiiiiiii e 5g

Agar bacterioldgiCo. . ...uuieiuinie e até 18¢g
Agua destilada (0.S.P.) . cevereiirinieeiriiieieiiee e e 1000 mL
Sangue ovino desfibrinado...........ccooiiiiii 50 mL

PH e 7,3 £ 0,2

Autoclavar a 121°C por 15 minutos. Aguardar resfriar a 50°C e adicionar o sangue ovino desfibrinado.
Distribuir em placas e armazenar a 4°C.
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Literatura recomendada
INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION. Microbiology of food and animal feeding stuffs

— Horizontal method for detection and enumeration of thermotolerant Campylobacter spp. — Part 1: detection
method. (ISO 10272-1:2006 [E]). Geneva: ISO, 2006. 16 p.

Agar Mueller-Hinton com sangue

Digestdo enziméatica de tecidos animais..............c.cceeeuennn. 6g
Digestdo enzimatica de caseina..........ccoeeiiiiiiiiiiiieinennn. 17,59
A0 e e 1,549

Agar bacteriol0giCo......uuieirinieeieiiie e até 18 g
Agua destilada (G.5.P.) cuuueirniiieeiitiieie e 1000 mL
Sangue ovino desfibrinado...........ccooiiiiii 50 mL

PH e 7,3 £ 0.2

Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos. Aguardar resfriar a 50°C e, em condicdes assépticas,
adicionar o sangue ovino desfibrinado. Homogeneizar, distribuir em placas e aguardar solidificar. Armazenar a
4°C.

Literatura recomendada
INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION. Microbiology of food and animal feeding stuffs

— Horizontal method for detection and enumeration of thermotolerant Campylobacter spp. — Part 1: detection
method. (ISO 10272-1:2006 [E]). Geneva: ISO, 2006. 16 p.

Agar Preston

Caldo nutriente N°2 (OX0id)....coevviieiiiiiiiiii e, 25 ¢
Agar bacteriol0giCo. .. ..uuiirureieeieiie e e 14 g
Sangue equino lisado.......cooeiiiiiiii i 50 mL
Agua destilada (0.5.P.) wevvererrerrieeriiiieieeiie e e 1000 mL

Suplemento seletivo

Polimixina B......ouiriii 5.000 IU
RifamMPIiCING. .. 10 mg
LI 4 =1 ] o 4 T o VAP 10 mg
ANFfOLEricing B..ouoiii i 100 mg

Solucéao de FBP

SUIfato fEITOSO. ittt 0,25 ¢
Metabissulfito de SOdio.......vvviiiiiiiiii e 0,25 ¢
Piruvato de SOdio....ccuiiiiiiiiii i e 0,25 ¢
Agua destilada (G.S.P.) . cuuereririnieeiiiieeieiee e e 4 ml

Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos. Aguardar resfriar a 50°C e, em condicdes assépticas,
adicionar 50 mL de sangue equino lisado, a solugdo de FBP (esterilizada por filtracdo) e o suplemento
seletivo. Homogeneizar, distribuir em placas e aguardar solidificar. Armazenar a 2-8°C protegido da luz por
até sete dias.
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Literatura recomendada

BOLTON, F. J.; ROBERTSON, L. J. A selective medium for isolating Campylobacter jejuni/coli . Clinical

Pathology, v. 35, n. 4, p. 462-467. 1982.

BOLTON, F. J.; COATES, D.; HUTCHINSON, D. N. The ability of campylobacter media supplements to
neutralize photochemically induced toxicity and hydrogen peroxide. Journal of Applied Bacteriology, v. 56, p.

151-157. 1984.

Agar sangue n°2

Proteose peptona.....ccviii i 159
Digestao enzimatica de figado........cccooviiiiiiiiiiiiiiiiiien, 2,59
Extrato de levedura........coooiiiiiiiii i 5¢g
Cloreto de SOi0....ouiiuie it 5¢g

Agar bacteriol0giCo. .....uieiuunie e 12 g
Agua destilada (G.5.P.) ceuueerneiieeiitiie e 950 mL
Sangue ovino desfibrinado...........ccoviiiii 50 mL

PH e 7.4 =+ 0.2

Autoclavar a 121°C por 15 minutos. Aguardar resfriar a 50°C e em condi¢cdes assépticas, adicionar 50 mL

de sangue ovino desfibrinado. Armazenar a 2-8°C por até sete dias.

Literatura recomendada

BACTERIOLOGICAL analytical manual. 8. ed. Maryland: FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 1995.

Caldo Bolton

Extrato enzimatico de tecidos animais...........cccvvevneinnnnns 10¢
Lactoalbumina hidrolisada...........ccoooiiiiiiiiie bg
Extrato de levedura........ccoiiiiiiiiiiii e 5¢g
Cloreto de SOAi0....oueiuieiiiiii i 5g
Piruvato de SOdio...cccuiiiiiiiiii i e 0,5¢9
Metabissulfito de SOdio.......vvviiiiiiiiii e 0,59
Carbonato de SOIO......ouviiiiiiiiii e 0,69
Acido 0-CetogIUtANCO. . .ccuvueeiiiiee e 1,0 g
Hemina (diluida em NaOH 0,1%).......cvvviiiiiiiiiiieeens 0,01 g
Agua destilada (4.5.P.) wevvrrerrirriieeiiiee e 1000 mL
Sangue equino lisado.......coeiviiiiii i 50 mL
PH e 7.4 + 0.2

Suplemento seletivo

CefOPErazonNa. . c.civiii i 0,02 g
V=T aTeTo] a0 Te] ] o b T P 0,02 g
Lactato de trimetoprim......c.cooviiiiniii i 0,02 g

ANFOLEricing B...oviiiiii e 0,01g

39
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Autoclavar por 121°C por 15 minutos. Deixar resfriar até 50°C e adicionar assepticamente o sangue equino
lisado e o suplemento seletivo. Armazenar protegido da luz, a 2-8°C, por até sete dias.

Literatura recomendada

INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION. Microbiology of food and animal feeding stuffs

— Horizontal method for detection and enumeration of thermotolerant Campylobacter spp. — Part 1: detection
method. (ISO 10272-1:2006 [E]). Geneva: ISO, 2006. 16 p.

Caldo Brucella semi-sélido

Digestdo enzimatica de caseina...........coevivviiiiiiiniiinnnens 10¢g
Digestao enzimatica de tecidos animais..............ccvvevnnns 10 g
GlICOSE. - it 149
Extrato de levedura.........cooiiiiiiiiii 249
Cloreto de SOAi0....ouiiuiieiiiii i 5g
Bissulfito de SOdio.....ccviiiiiiiiiiiiii i 0,149
Agar oo = o) (s Yo ot O SR 1,89
Agua destilada (0.S.P.) . cevrereriiriieeiiee e 1000 mL
Vermelho Neutro 0,2% ...c..viviiiiiiiiiiiii i eaas 10 mL
PH 7,1 -17,2

Dissolver os reagentes desidratados na dgua por agitacdo com aquecimento. Resfriar e ajustar o pH.
Adicionar o vermelho neutro e distribuir 3-4 mL em tubos com tampa de rosca. Autoclavar a 121°C por 15
minutos.

Vermelho neutro 0,2%

VermelNo NEULIO.....ciuiii it 0,2¢g
Etanol. .. ..o 10 mL
Agua destilada.........c.ceuuiiiiiiiiiiiiie e 90 mL

Dissolver o corante no etanol e adicionar a dgua destilada.

Literatura recomendada

INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION. Microbiology of food and animal feeding stuffs
— Horizontal method for detection and enumeration of thermotolerant Campylobacter spp. — Part 1: detection
method. (ISO 10272-1:2006 [E]). Geneva: ISO, 2006. 16 p.

BACTERIOLOGICAL analytical manual. 8. ed. Maryland: FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 1995.

Discos com acetato de indoxil 10%

Acetato de iNdoXil......oviiiiiiiiii 0,19
AN o =1 o - 1T mL
Discos de papel branco de 6 mm



Anais do Workshop de Diagndstico Microbiolégico de Campylobacter Aplicado a Avicultura

Dissolver e armazenar a solucdo em frasco escuro a 4°C. Numa placa de Petry, distribuir 25 yL da solucao
em cada disco de papel. Deixar secar em temperatura ambiente. Armazenar os discos protegidos da umidade
e em frasco escuro a 4°C. Nessas condicdes, o periodo de validade é de 12 meses.

Literatura recomendada
INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION. Microbiology of food and animal feeding stuffs

— Horizontal method for detection and enumeration of thermotolerant Campylobacter spp. — Part 1: detection
method. (ISO 10272-1:2006 [E]). Geneva: ISO, 2006. 16 p.

Meio de congelamento de culturas de Campylobacter

Caldo Nutriente 2 com extrato de levedura..................... 119,4 mL
FBP esterilizado por filtracao..........ccoevvieiiiiiiiiiiicen, 0,6 mL
Soro fetal bovino estéril........ccocoiiiiiiiiiii 15 mL
Glicerol @Steril....oiiuiiiiii 15 mL

Preparar o Caldo Nutriente n® 2 com 0,6% de extrato de levedura, autoclavar a 121°C por 15 minutos e
aguardar resfriar em temperatura ambiente. Adicionar assepticamente os demais componentes ao caldo
homogeneizar e distribuir aliquotas de 1 mL em microtubos estéreis.

Literatura recomendada

HUNT, J. M.; ABEYTA, C. Campylobacter. In. BACTERIOLOGICAL analytical manual. 8. ed. Maryland: FOOD
AND DRUG ADMINISTRATION, 1995.

Solucéao de hipurato de s6dio 1%

Hipurato de SOdio.....ccoeiiiiiii e 10 g
PBS (0.8.P.) ittt 1000 mL

Homogeneizar e esterilizar por filtracdo. Assepticamente, preparar aliquotas individuais de 0,4 mL e
armazenar a - 20°C.
Literatura recomendada
INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION. Microbiology of food and animal feeding stuffs
— Horizontal method for detection and enumeration of thermotolerant Campylobacter spp. — Part 1: detection
method. (ISO 10272-1:2006 [E]). Geneva: ISO, 2006. 16 p.
Solucao de ninhidrina 3,5%

[\ TT 0] oY Lo [T 0 = TS 1,75 g

Y Y oT=] (0] o - VP 25 mL
BULANOL. . i 25 mL
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Homogeneizar a ninhidrina na solucdo de acetona e butanol até dissolver completamente (30-60 minutos).
Armazenar em frasco escuro a 4°C por até sete dias.

Literatura recomendada

INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION. Microbiology of food and animal feeding stuffs
— Horizontal method for detection and enumeration of thermotolerant Campylobacter spp. — Part 1: detection
method. (ISO 10272-1:2006 [E]). Geneva: ISO, 2006. 16 p.
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