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VIABILIDADE DE Campylobacter jejuni E MICRORGANISMOS
INDICADORES EM RACAO DE FRANGOS DE CORTE

RESUMO - O objetivo desse estudo foi avaliar a viabilidade de
Campylobacter jejuni e quantificar microrganismos indicadores (bactérias
mesodfilas, coliformes totais e E. coli) em racdes inicial e final de frangos
de corte artificialmente contaminadas com 10° e 10° UFC de C. jejuni por
grama de racdo, mantidas em duas diferentes temperaturas de
armazenamento (25 e 37°C) e analisadas em quatro periodos de
armazenamento distintos 0, 24, 72 e 120 horas. A C. jejuni sobreviveu
durante todo o periodo avaliado e se multiplicou quando inoculada 10°
UFC, sendo observadas as maiores contagens quando a racgao foi
mantida na temperatura de 37°C. Houve multiplicacdo de
microrganismos mesofilos, mas a quantidade de coliformes n&o
aumentou com o tempo. Este trabalho alerta para a necessidade de
melhores investigacdes sobre a importancia da racdo na epidemiologia

da C. jejuni em frangos de corte e a relagcdo meséfilo e Campylobacter.

Palavras-chave: Campylobacter, coliformes, frango de corte, mesdfilos,

viabilidade
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VIABILITY OF Campylobacter jejuni AND BIOINDICATORS IN BROILER
FEED

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the viability of
Campylobacter jejuni and quantify indicator microorganisms (mesophilic
bacteria, total coliforms and E. coli) in initial and final broiler feed
artificially contaminated with 10% and 10°> CFU of C. jejuni per gram of
ration, kept at two different temperatures of storage (25 and 37°C) and
analyzed on four different storage periods 0, 24, 72 and 120 hours. C.
jejuni survived throughout the study period and multiplied when
inoculated with 10°UFC, with the highest counts observed when the feed
was kept at a temperature of 37°C. Overall, there was a multiplication of
mesophilic microorganisms, but the amount of coliforms didn’t increase
with time. This work shows that the importance of feed in the
epidemiology of C. jejuni in broilers should be better assessed and
instigates other studies to verify the possible symbiotic relationship

between C. jejuni and mesophilic.

Keywords: Campylobacter, coliforms, broiler, mesophiles, viability



I. INTRODUCAO

O Brasil € destaque no mercado mundial de carne de frango. De acordo com
o Relatdrio Anual 2012 da Ubabef, foi o terceiro maior produtor de carne de frango
em 2011 (com crescimento de 6,7% em relagdo ao ano anterior) e o maior
exportador mundial de frango (aumento de 3,2% em relacdo a 2010), o que gerou
uma receita cambial de US$ 8,2 bilhdes (incremento de 21,2%). O consumo per
capta de carne de frango também aumentou 7,46% em relagdo a 2010, passando
para 47,38 kg/ hab./ 2011.

Associado a esta expansdo do setor e aumento do consumo per capta,
também se aumenta as exigéncias por parte do mercado consumidor e a
preocupacao em relacdo a qualidade e garantias do produto final (seguro e livre de
patégenos). Devido a isso, cada vez mais o conceito de qualidade total deve ser
compreendido e executado por todos os segmentos da cadeia de producdo de
frangos de corte.

A preocupacdo relacionada a seguranca dos alimentos e doengas
transmitidas por alimento torna-se cada vez maior. A inocuidade dos alimentos de
origem animal destinados ao consumo humano transformou-se em um elemento
essencial dos debates sobre saude publica tanto nacional quanto internacional.
Nesse contexto, Campylobacter vem sendo considerada emergente e de grande
importancia, portanto merecendo atencdo especial do setor indulstria e
governamental como o Ministério da Agricultura.

A campilobacteriose é uma das mais importantes doencas transmitidas por
alimentos em diversos paises. Campylobacter jejuni € o principal causador de
diarréias bacterianas nos Estados Unidos e Europa (FDA, 2012; EFSA, 2010; EFSA,
2009) e ha notificagdo de numeros superiores aos casos de salmonelose. Nesse
contexto a carne de frango ganha expresséao ja que seu consumo €é o principal fator
de risco para campilobacteriose humana (HUMPHREY et al., 2007).

Na Unido Europeia, os casos de salmonelose em humanos registrou uma
gueda pelo sexto ano consecutivo, reduzindo quase 9% em 2010, enquanto que 0s

casos de campilobacteriose continuam sendo os mais relatados em humanos desde
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2006, de acordo com o relatério anual sobre zoonoses e surtos de origem alimentar
divulgados pela Autoridade Europeia de Seguranca Alimentar (European Food
Safety Authority) e Centro Europeu para a Prevencédo e Controle de Doencas
(European Center for Disease Prevention and Control). Em 2010 foram registrados
um total de 212.064 casos de campilobacteriose em humanos, aumentando pelo
quinto ano consecutivo de 7% de casos em relacdo a 2009. Em géneros
alimenticios, Campylobacter foi encontrado principalmente na carne de aves crua
(ANNUAL REPORT ON ZOONOSES AND FOODBORNE OUTBREAKS, 2012).

Espécies de Campylobacter termotolerantes estdo adaptadas ao trato
urogenital e intestinal dos animais e podem ser isoladas de suinos, bovinos e ovinos
(HUMPHREY et al, 2007). A prevaléncia é mais significativa nas aves domésticas e
0 seu trato intestinal é considerado como principal reservatério de Campylobacter
jejuni (MACHADO et al., 1994).

Dentro da granja varios fatores estdo envolvidos com a infec¢éo das aves, no
entanto ainda pouco se sabe sobre a participacdo da racdo na epidemiologia da
doenca. Linhas de pesquisas envolvendo a cadeia de producdo avicola e a
epidemiologia da campilobacteriose em aves domésticas sdo fundamentais para
saber como e quando exatamente os frangos se infectam ou podem se infectar com
Campylobacter spp. Isso ajudaria no melhor entendimento dos fatores
predisponentes para infeccdo das aves e assim, reduzir os riscos de infeccdo e

adotar medidas de profilaxia e controle.

ll. REVISAO DE LITERATURA

O género Campylobacter pertence a familia Campylobacteriaceae e €
composto por 19 espécies (HUMPHREY et al, 2007). Campylobacter spp. séo
bacilos gram negativos, curvos ou espiralados, em forma de “S” ou asa de gaivota e
nao formam esporos. Sdo pequenos bastonetes, delgados que medem 0,2um a
0,5um de largura por 0,5um a 8um de comprimento (PENNER, 1988). Sdo bactérias

microaerofilas e termotolerantes que crescem em temperatura 6tima de 37 a 43°C
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(TRABULSI, 1998; MALBRAN, 2001; GODOY et al., 2010). Requerem baixas
concentracbes de oxigénio (5%) e altas concentragcbes de CO, (1%-10%) para
cultivo (TORTORA, 2005). Fagundez (2005) cita que bactérias do género
Campylobacter sédo extremamente sensiveis ao congelamento, a concentracdo de
oxigénio do ar, ao ressecamento e ndo se multiplicam em alimentos deixados por
muitas horas sob alta tensdo atmosférica (BLASER et al., 1980; BAYLISS et al.,
2000).

A Campylobacter € movel e apresenta um flagelo dnico em um ou ambos
extremos (MALBRAN, 2001). N&o possui fimbrias, porém, tem-se demonstrado que
o flagelo e o lipopolissacaridio (LPS) atuam como adesinas que permitem a adesao

da bactéria a célula epitelial e ao muco intestinal (TRABULSI, 1998).

Campilobacteriose € frequentemente transmitida por alimentos principalmente
pelo consumo de carne de frango. Nesses animais, a colonizacéo por C. jejuni ndo
resulta em sintomas clinicos e dependendo do pais, 20 a 100% dos lotes podem ser
positivos no abatedouro (JACOBS-REITSMA, 2000).

As carcacas e visceras das aves podem ser contaminadas com o material
fecal durante as etapas do processo de abate e consequentemente contaminagao e
deteccdo do Campylobacter nos produtos acabados destinados ao consumo
humano (SAKUMA et al., 1992; CARVALHO et al., 2001). O alimento contendo baixa
guantidade desta bactéria, como 500 UFCs, é suficiente para causar a colonizacéo e
a infeccdo nos homens (ALTEKRUSE, 1999).

Evidéncias em estudos epidemiol6gicos, como do tipo caso controle e
investigac6es moleculares, suportam a idéia de que ha relacdo entre contaminacao
por Campylobacter em humanos e aves e que as cepas de Campylobacter
encontradas em aves e humanos sao similares (MILLER et al., 2006; SHEPPARD et
al., 2009; WASSENAAR et al., 2009).

A colonizagdo por Campylobacter € mais frequente a partir da segunda e
terceira semana de vida das aves (GREGORY et al., 1997). Jacobs-Reitsma (1997)
também comentam que geralmente o primeiro isolamento em aves ocorre entre a

terceira e quarta semana de vida, raramente antes da terceira semana. As aves Sao
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portadoras destas bactérias e a infeccdo pelo Campylobacter ndo causa sinais

clinicos aparentes nas aves, o que torna dificil identificar o problema nas granjas.

A Campylobacter esta presente no trato intestinal da maioria das espécies de
aves, embora usualmente n&o sofram nenhuma enfermidade. Campylobacter podem
atingir rapidamente nimeros extremamente elevados nos conteudos cecais, quando
a colonizacdo é estabelecida em aves desafiadas experimentalmente, tdo alta
quanto 10° UFC (WASSENAAR et al., 1993), embora este nivel pode ser menor em
aves naturalmente colonizadas. Podem ser isolados também do bacgo, figado,
sangue e ceco, e de acordo com Lee (2006), o ceco pode conter entre 10* e 10’
UFC/g de fezes, e segundo Jacob-Reitsma et al. (1995) as aves contaminadas
podem eliminar de 10° a 10° UFC/g de Campylobacter jejuni em fezes, sendo assim
esse material um importante fonte de introducéo e disseminacdo do Campylobacter
dentro de um lote.

Bactérias do género Campylobacter apresentam uma rapida disseminacgdo e
propagacao entre as aves, sendo que uma grande proporcdo destas aves excretara
0 agente através das fezes até o abate (DOYLE, 1988); O mesmo foi citado por
Jacob-Reitsma et al. (1995) que em seu trabalho verificou que quando o lote de
frangos de corte se tornou positivo, todas as aves se tornaram positivas dentro de
uma semana e permaneceram positivas até o abate (taxas de isolamento proximas a
100%), o que torna muito dificil o seu tratamento e prevencao.

Vaz et al (2011) salientam que a transmissao para frangos de corte ocorre
pela via horizontal, estando envolvidas tanto a rota oro-fecal quanto a contaminacao
ambiental residual ou por vetores. As fontes de infecgdo das aves na granja podem
ser a racdo, a 4gua e o ambiente de criagdo contaminado, apesar de que Carvalho
et al. (2001) consideram as aves contaminadas como a principal fonte de infeccéo
nas granjas comerciais. Na transmissdo horizontal, além das fontes citadas acima,
pode-se também considerar os vetores como roedores, insetos, aves silvestres,
cascudinhos, moscas, animais domeésticos, homem, cama, equipamentos, veiculos,
fezes de outras aves ou animais presentes nos arredores do galpéo, ou seja, falhas
também de biosseguridade (BAILEY, 1993; PATTISON, 2001).

Berndtson et al. (1996) estudaram os fatores responsaveis pela introducéo e

disseminagédo de C. jejuni em aves de granjas comerciais e sugeriram a cama, 0S
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pés dos tratadores e a 4gua como os principais veiculadores deste agente. De
acordo com Bailey et al. (1991), a cama deve ser considerada como uma provavel
fonte de disseminacéo deste agente.

Para Berndtson et al. (1996), se C. jejuni nao for isolada, é muito bem aceito
que racao, aditivos de racdo e cama de galpdo nao sao potenciais fontes de
infeccdo para as aves. Van De Giesse et al. (1992) em sua pesquisa também
coletou amostras de racdo, cama e agua de bebida de lote de frango de corte de

propriedade avaliada e foram negativas para Campylobacter jejuni.

Para Pearson et al. (1993) a transmissao horizontal particularmente atraves
da agua de bebida contaminada com Campylobacter parece ser uma fonte potencial
de infeccdo e reinfeccdo entre as aves de um mesmo lote, também devido o
Campylobacter spp. sobreviver na dgua durante um longo periodo (KAZWALA et al.,
1990). De acordo com Bjerklle et al. (1999), a agua nao clorada é considerada como
um importante veiculo da infeccdo, enquanto que a sua cloracéo pode ser eficaz na
inativacdo deste microorganismo. Os resultados encontrados por Kapperud et al.
(1993) também mostram a desinfeccdo da agua de bebida como a medida
preventiva de maior impacto sobre a prevaléncia de Campylobacter entre os lotes de

frango na regido estudada.

A importancia dos roedores como reservatério do agente e fonte de
contaminacao foi também demonstrado por Rodrigues et al. (1998), com taxas de
isolamento de Campylobacter de 57,45% nas fezes de rato preto. Enquanto que no
trabalho de Carvalho et al. (2001), as amostras de fezes de ratos foram negativas
para Campylobacter jejuni, apesar que durante o periodo da pesquisa, a granja
passou por um processo de controle de pragas, dificultando a continuidade das
coletas de amostras.

Apesar das caracteristicas fisiolégicas das matrizes, dos ovos e da
Campylobacter spp. serem favoraveis a entrada e sobrevivéncia da bactéria nos
ov0S, muitos pesquisadores ndo encontraram evidéncias de que a transmissao
vertical deste agente possa ocorrer (CORRY e ATABAY, 2001).

Os métodos de prevengdo da infeccdo de Salmonella na cadeia produtiva

também funcionam para reduzir a infeccdo de Campylobacter, como: lavagédo e
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desinfeccdo de galpdes, vazio sanitério, banho dos empregados, troca de roupa e
calcados, uso de pediluvios, desinfeccdo de veiculos e equipamentos, controle de
pragas. Essas praticas devem ser intensificadas nos meses de verdo, periodo
naturalmente favoravel a infeccdo pela Campylobacter spp. (WEDDERKOPP et al.,
(2000). De acordo com Shane (2002), apesar da ragdo nao ser considerada como
um meio de infeccdo para as aves, a peletizacdo e a adicdo de acidos organicos
eliminarédo de forma eficaz a Campylobacter spp.

A qualidade higiénica dos alimentos pode ser avaliada pela quantificacdo de
organismos indicadores (SANTOS et al., 2000). A exposicédo da racdo ao ambiente
pode comprometer a sua qualidade microbiolégica e a avaliacdo de microrganismos
indicadores pode ser uma ferramenta importante para avaliar sua qualidade
microbiolégica (HINTON e MEAD, 1992; CARDOSO et al., 2005).

O grupo coliforme é composto por bactérias da familia Enterobacteriaceae,
dos géneros Escherichia, Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella. Dentre estas,
apenas a E.coli tem como habitat primario o trato intestinal do homem e animais
homeotérmicos. Coliformes sdo bastonetes curtos, anaerobios facultativos, Gram (-)
e ndo esporulados. Os coliformes totais, utilizados como bioindicadores de praticas
de higiene deficientes, fermentam a lactose com producdo de gas a temperatura de
35 a 37°C, por 48 horas. Os coliformes termotolerantes séo coliformes totais que
continuam fermentando lactose com producdo de gas, incubados a temperatura de
44 a 45,5°C. Sua presenca indica contaminacao fecal e associacdo com patdégenos
(SILVA et al., 2007).

Para a garantia da qualidade das racbes devem-se levar em consideragao
varios pontos desde a producédo, recebimento e estocagem da matéria-prima até a
producdo e armazenagem do produto final (racdo), ou seja, atencdo durante todo o
processo de producédo destas racdes (SILVA, 1998).

O controle da racdo como possivel fonte de veiculacdo de patdégenos aos
frangos, portanto é importante a andlise de Salmonella spp., coliformes fecais,
coliformes totais e mesofilos. Esses microrganismos sdo utilizados no controle da
qgualidade higiénica dos produtos derivados do frango para o consumidor final
(CARDOSO et al., 2005). Quando presentes em grande numero nestes alimentos

indicam falhas durante a producdo, como matéria-prima contaminada, limpeza e
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desinfeccdo inadequada de superficies, higiene insuficiente e condicbes
inapropriadas de tempo e temperatura durante a produgdo ou conservacdo dos
alimentos, dentre outros (HINTON e MEAD, 1992).

Cardoso et al. (1998) e Carvalho et al. (2005) comentam que a maioria dos
microrganismos encontrados nas aves sdo aerobios mesofilos. Estas bactérias sdo
constituidas principalmente por espécies de Enterobacteriaceae, Bacillus,
Clostridium, Corynebacterium e Streptococcus. Crescem em aerobiose em
temperatura de incubacdo entre 15 e 40°C, com temperatura média de 35°C e
poucos conseguem se desenvolver abaixo de 7° C.

Os coliformes sdo microorganismos anaerodbios facultativos, gram negativo e
nao formadores de esporos. A temperatura 6tima de crescimento situa-se entre 30 e
37°C, a temperatura maxima € de cerca de 40°C e a minima esta entre 2 e 5°C
(TRABULSI, 1999, TORTORA et al., 2005).

Os microorganismos do género Escherichia, Enterobacter, Citrobacter e
Klebsiella, formam o grupo denominado coliforme (SILVA e JUNQUEIRA, 1995).
Alguns destes microorganismos existem no ambiente, mas o habitat da maioria é o
trato intestinal dos animais homeotermos e do ser humano, portanto sua presenca
indica contaminagao de origem ambiental e fecal do produto (MOTTA e BELMONT,
2000).



lIl. MATERIAL E METODOS

A. Desenho do estudo
Utilizou-se nesse trabalho dois tipos de racdo de frangos de corte (racéo
inicial e racao final) provenientes de uma indastria com ciclo completo de producéo,
localizada no estado de Goias. A ragdo inicial era composta por 3.050kcal de energia
e 21% de proteina e a ragdo final 3.300kcal de energia e 18% de proteina. A
guantidade dos componentes da racdo, o premix e 0os promotores de crescimento

nao foram informados pelo fabricante.

Antes do estudo as racdes foram testadas para presenca de Campylobacter
spp., quantificacdo de coliformes totais, E. coli e microrganismos mesdfilos. A
metodologia utilizada esté descrita nos itens D - G abaixo. Toda a racao utilizada era
negativa para Campylobacter spp. e E. coli, antes da inoculagédo artificial com
Campylobacter jejuni. A quantidade de microrganismos mesofilos era de 5,79
logUFC/g de racéo inicial e 5,56 logUFC/g de racéo final. A quantidade de coliformes
totais era de 3,69 logUFC/g de racao final e 3,10 logUFC/g de racéo inicial, sendo

ausentes coliformes fecais.

As racOes foram inoculadas com uma cepa referéncia de Campylobacter
jejuni NCTC 11351 com a finalidade de avaliar a sobrevivéncia da bactéria em
diferentes condi¢des. Essa é uma cepa bem caracterizada e utilizada no mundo
inteiro em pesquisas com Campylobacter jejuni.

Foram realizadas trés repeticbes para cada racdao analisada, em duplicata,
testadas em duas temperaturas de armazenamento (25°C e 37°C), dois inéculos
(10% e 10° UFC/g de racdo) e em quatro periodos de armazenamento distintos (O,
24,72 e 120 horas).

A guantificacdo de bactérias mesdfilas e Campylobacter spp., assim como a
avaliacdo de presenca de Campylobacter spp. foi realizada de acordo com o método
tradicional (ISO, 2006; SILVA et al., 2007), enquanto a contagem de coliformes foi
realizada com o uso de Compact Dry (Compact Dry EC Nissui Pharmaceutical Com.
Ltda.).



B. Preparo do inoculo de Campylobacter jejuni

Foi utilizada a cepa padrdo NCTC 11351 de Campylobacter jejuni em segundo
repique. A cepa congelada foi reativada em caldo Bolton (Oxoid®) e incubada em
condi¢cbes de microaerofilia a 37°C por 4 a 6 horas e 41,5°C por 44 horas + 4 horas.
Aliquotas foram semeadas em 14 placas de agar m-CCDA (Oxoid®), incubadas em
microaerofilia a 37°C por 4 a 6 horas e 41,5°C por 44 horas * 4 horas.

Posteriormente, as colonias formadas nas placas foram divididas e
transferidas para dois frascos contendo 200 mL de caldo Bolton (Oxoid®) e
incubadas. A suspensao de células formada foi quantificada em placas de agar m-
CCDA (Oxoid®) e as diluicdes correspondentes as concentracdes de 10° e 10°
UFC/mL de Campylobacter jejuni foram utilizadas para a contaminacdo do grupo
teste das racgOes inicial e final. O mesmo procedimento foi realizado para as trés

repeticdes.

C. Processamento das amostras

O frasco contendo 200 mL do inoculo correspondente a concentragdo 10°
UFC.g™* de racéo, foi dividido em duas aliquotas, cada qual com 100 mL, que foi
transferido para um quilograma da racgao inicial, e o restante para um quilograma da
racao final, em sacos plasticos estéreis. Procedeu-se da mesma forma para o
inoculo de concentracéo 10° UFC.g™ de racéo.

A homogeneizacédo do inoculo na racéo foi feita pela agitagdo vigorosa por um
minuto e, entdo, divididas em duas partes iguais.

Para a racdo inicial, foram incubados dois pacotes de cada inoculo a
temperatura de 25°C, e as outras duas porcdes a temperatura de 37°C, sendo feito o
mesmo processo para a racao final.

As andlises microbiologicas de cada amostra foram realizadas imediatamente
(tempo 0) e apdés armazenamento por 24, 72 e 120 horas (Figura 1). Procedeu-se

da mesma maneira para todas as repeticoes.
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Figura 1. Processamento das amostras de racgéo inicial e final.

* O mesmo procedimento foi realizado para o in6culo 10° UFC.g™ de racéo.

D. Quantificacdo de bactérias heterotroficas mesoéfilas

A contagem de bactérias mesofilas presentes na racdo foi realizada pelo
método de contagem padrdao em placas em profundidade, utilizando o agar PCA
(Plate Count Agar, Difco™).

O procedimento consistiu na pesagem de 10g da racdo em 90 mL de peptona
de caseina a 0,1% estéril, correspondente & diluicdo 10™. Posteriormente, 1 mL da
diluicdo 10™ foi transferido para um tubo contendo 9 mL do mesmo diluente,
equivalendo a diluicdo 107 e, assim, sucessivamente até chegar a diluicdo 10°. Para
contagem em placa foram utilizadas as diluices 102 a 10°. De cada diluicdo
transferiu-se aliquotas de 1,0 mL para placas de Petri, onde se verteu de 15 a 20 mL
do meio PCA (Difco™). Ap6s a homogeneizacdo e solidificacdo do meio, as placas
foram incubadas, em posicéo invertida, em estufa com temperatura de 35°C por 24-
48 horas para a contagem total de microrganismos aerébios mesofilos (SILVA et al.,
2007).

ApOs a contagem os resultados foram multiplicados pela reciproca da diluicdo

utilizada e o resultado expresso como UFC.g™.
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E. Quantificacdo de coliformes totais e Escherichia coli

Para a enumeracdo de coliformes totais e E. coli foi utilizado o método
cromogénico Compact Dry EC (Nissui Pharmaceutical Com. Ltda.), que diferencia
em uma mesma placa os coliformes totais e E. coli. O método é aprovado pelos
orgdos de certificacdo internacional: AOAC 110402, Microval MV0806-004LR e
Nordaval 037.

Das diluicdes 10" e 1072 anteriormente preparadas para a contagem de
bactérias mesdfila, aliquotas de 1 mL foram inoculadas nas placas de Compact Dry.
Apds, as placas foram incubadas a 35°C por 24 horas e, entdo, foi realizada as
contagens de E. coli (colbnias azuis), e coliformes totais (somatério das colbnias
rosa e azul).

Apébs a contagem os resultados foram multiplicados pela reciproca da diluicéo
utilizada e o resultado expresso como UFC.g™.

F. Quantificacdo de Campylobacter spp.

A contagem de Campylobacter spp. foi realizada seguindo o protocolo de
andlise da I1ISO 10272-2 (I1SO, 2006).

O procedimento foi feito por meio da pesagem de 10g de cada uma das
amostras de racdo em 90mL de solucdo peptona de caseina a 1%, equivalente a
diluicdo 10™. Posteriormente, foram realizadas diluicdes seriadas em tubos de 9mL
da mesma solugéo até a diluicdo 10™.

Foram utilizadas as diluicdes 102 102 e 10, das quais aliquotas de 0,1mL
foram semeadas na superficie de placas de m-CCDA (Oxoid®) suplementado com
suplemento antibiético (Oxoid®) e 5% de sangue equino hemolisado (Probac®). As
amostras foram distribuidas em toda superficie com auxilio da al¢a de Drigalski e as
placas foram incubadas em microaerofilia a 37°C por 4 a 6 horas e 41,5°C por 44
horas = 4 horas. As colbnias tipicas do género Campylobacter foram contadas e o
resultado anotado. No minimo cinco colénias de cada placa foram confirmadas como

pertencentes ao género pela coloracdo de Gram modificada e teste da catalase.
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G. Presenca/Auséncia de Campylobacter jejuni

Para avaliacdo da auséncia de Campylobacter spp. na andlise inicial e nos
controles negativos das racdes inicial e final, e da presenca deste microrganismo no
grupo teste, foi utilizado o protocolo descrito na 1ISO 10272-1 (ISO, 2006).

Foram pesadas 10g de cada amostra de racdo em 90 mL de caldo Bolton
(Ox0id®) suplementado com antibiéticos (Oxo0id®) e 5% de sangue equino
hemolisado, incubadas em microaerofilia (Probac®) a 37°C por 24 horas. Apés, uma
aliquota de 0,1mL da amostra pré-enriquecida foi semeada na superficie de placas
de agar m-CCDA (Oxo0id®) suplementado com antibiéticos (Oxoid®) e 5% de sangue
equino hemolisado, encobertas por membrana filtrante de celulose com poros de
0,45um (Millipore®). As placas ficaram em repouso por 30 minutos ou até que todo
conteudo da membrana fosse filtrado. Apés a retirada da membrana as placas foram

incubadas a 37° C por 44 horas + 4 horas em atmosfera microaerofilia (Probac®).

H. Anélise estatistica
Para analise do teste de normalidade foi realizado o teste de Teste
Kolmogorov-Smirnov. Constatada a normalidade, foi realizada a anélise da variancia
seguida pelo teste de Turkey (p<0,05) para avaliar as diferencas entre as médias.
Para as analises foi utilizado o programa GraphPad Prism.

IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

A. Microrganismos mesofilos

A quantidade de microrganismos mesofilos no grupo teste aumenta com o
tempo na racao inicial a partir do dia 3 quando inoculada com 10°UFC de C. jejuni
mantidas a 25°C. Também ocorre um aumento no nimero de mesdfilas no grupo
controle em relacdo ao tempo a partir do dia 5 (tabela 1). A contagem de bactérias
mesofilas foi maior no grupo teste comparado ao controle e a ragdo AC no dia 5. O

aumento de mesodfilas no grupo controle também ocorreu em relacdo a ragédo AC,
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porém 0 aumento no grupo teste é maior comparado ao grupo controle (tabela 1).
Fato semelhante ocorre em racdo inicial inoculada com 10°UFC de C. jejuni
mantidas a 25°C (tabela 2).

Esses resultados indicam que microrganismos mesofilos se multiplicam
durante o tempo na rac&o inicial quanto mantido a temperatura de 25°C ja que houve
aumento em numero no grupo controle e teste em relagdo a quantidade inicial de
mesodfilas (antes da inoculacdo de C. jejuni). No entanto, além do tempo a presenca
da C. jejuni € um fator importante para o aumento do numero de bactérias mesofilas,
pois no grupo teste ha um aumento no dia 5 em relacdo ao grupo controle negativo
(tabelas 1 e 2).

Tabela 1. Contagem de mesdfilas (log
UFC/g) em racéo inicial inoculada com
103UFC de C. jejuni mantidas a 25°C.

Diazero Dia3 Dia 5
Teste 5,58 506" 7,34
CN 5,90% 585%* 6,67
AC 579" 5,79 5,79

AC. antes da contaminacdo, CN: controle negativo. Letras
mindsculas diferentes na mesma linha apresentam
diferenca estatistica. Letras mailsculas diferentes na
mesma coluna apresentam diferenca estatistica. Letras
mindsculas na mesma coluna ou mailsculas na mesma

linha ndo devem ser interpretadas.

Tabela 2. Contagem de mesdfilas (log
UFC/g) em racéo inicial inoculada com
10°UFC de C. jejuni mantidas a 25°C.

Diazero Dia3 Dia 5

Teste 5,58 6,06°*  7,18%
CN 5,90* 585* 6,67
AC 579" 5,79" 5,79

AC. antes da contaminag¢do, CN: controle negativo. Letras
minUsculas diferentes na mesma linha apresentam
diferenca estatistica. Letras mailsculas diferentes na
mesma coluna apresentam diferenga estatistica. Letras
mindsculas na mesma coluna ou mailsculas na mesma

linha ndo devem ser interpretadas.

Quando mantidas a 37°C na racéo inicial inoculada com 10°UFC de C. jejuni

houve aumento de mesdfilas nos grupos teste e controle durante o tempo a partir do
dia 3. Esse aumento se mantém no dia 5 no grupo teste, mas no grupo controle
aumento do niumero de microrganismos mesofilos continua. Em relagcéo a racao AC,
a partir do dia 3 h4 aumento de bactérias mesofilas nos grupos teste e controle e

esse aumento também é verificado no dia 5 (tabela 3). Fato semelhante ocorre

quando se inocula 10° UFC de C. jejuni e a racdo é mantida a temperatura de 37°C,
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porém nesse caso 0 aumento do numero de mesofilas no grupo teste ocorre ja no

primeiro dia se mantendo até o dia 5 (tabela 4).

Os resultados da racdo inicial mantida a 37°C mostram que ha aumento de
microrganismos mesofilos nos grupos teste e controle em relacdo a quantidade
inicial de bactérias mesofilas na racdo AC de C. jejuni, mas que esse aumento a
partir do dia 3 para racées inoculadas com 10°UFC e a partir do dia 5 para racées
inoculadas com 10°UFC, é similar entre os grupos teste e controle. Assim, o
aumento dos microrganismos mesofilos é provavelmente devido ao fator tempo
sendo que no grupo teste esse aumento ocorre mais precocemente que no grupo

controle com inoculo de 10°UFC.

Tabela 3. Contagem de mesdfilas (log
UFC/g) em racéo inicial inoculada com
103UFC de C. jejuni mantidas a 37°C.

Dia 1 Dia 3 Dia5
Teste 5,87% 7,18 761"
CN  5,04% 6,88" 7,48
AC 579" 5,79° 5,79°

AC. antes da contaminac¢do, CN: controle negativo. Letras
mindsculas diferentes na mesma linha apresentam
diferenca estatistica. Letras mailsculas diferentes na
mesma coluna apresentam diferenga estatistica. Letras
mindsculas na mesma coluna ou mailsculas na mesma

linha ndo devem ser interpretadas.

Tabela 4. Contagem de mesdfilas (log
UFC/g) em racéo inicial inoculada com
10°UFC de C. jejuni mantidas a 37°C.

Dia 1 Dia 3 Dia 5

Teste 7,39 7,49% 748
CN 5,04%® 6,88 7484
AC 5,79 5,79¢ 5,798

AC. antes da contaminac¢do, CN: controle negativo. Letras
minUsculas diferentes na mesma linha apresentam
diferenca estatistica. Letras mailsculas diferentes na
mesma coluna apresentam diferenga estatistica. Letras
mindsculas na mesma coluna ou mailsculas na mesma

linha ndo devem ser interpretadas.

A variavel temperatura parece influenciar a quantidade de microrganismos
mesofilos na racdo inicial para frangos de corte. E quando armazenada a
temperatura de 25°C ha influéncia da presenca de C. jejuni na multiplicacdo de
bactérias meséfilas enquanto a temperatura de 37°C apenas a variavel tempo leva a

multiplicacdo dos microrganismos mesofilos na rac&o inicial.

As bactérias mesdfilas apresentam temperatura 6tima de crescimento entre
25°C e 40°C (TORTORA et al., 2005). Na racao inicial armazenada a 25°C a
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presenca da C. jejuni leva um aumento da quantidade de mesofilos. A causa desse
aumento nado é objeto desse trabalho, mas provavelmente, apesar da incubagdo em
placas de bactérias mesdfilas nesse estudo ter sido de 35°C o que é compativel com
o crescimento da C. jejuni, a tendéncia de multiplicacdo de microrganismos
mesofilos na racéo, ndo é pela contagem direta da C. jejuni. Isso porque, bactérias
do género Campylobacter sdo microrganismos microaerofilos e para contagem de
mesofilas a incubacdo € em ambiente de aerofilia. Assim, deve haver alguma
relagdo de simbiose entre microrganismos mesofilos e a C. jejuni. Esse mecanismo
nao é bem explorado na literatura, mas € possivel que a presenca de C. jejuni gere
metabdlitos que favorecam ndo apenas a sobrevivéncia, mas também a
multiplicacdo de microrganismos mesdfilos. Trabalhos futuros devem ser realizados
a fim de verificar uma relacdo de simbiose entre a C. jejuni € 0S microrganismos

mesofilos.

Interessantemente quando a racdo foi mantida a temperatura de 37°C a
presenca da C. jejuni ndo interferiu na quantidade de microrganismos mesoéfilos e
nessa temperatura de armazenamento apenas o fator tempo leva a um aumento de
microrganismos mesoéfilos jA que o aumento foi em ambos (grupo teste e controle)
(tabelas 3 e 4). A temperatura ideal para o crescimento de C. jejuni esta entre 37 a
43°C (TRABULSI, 1998; MALBRAN, 2001; GODOY et al., 2010). E esse trabalho
mostrou que a C. jejuni se multiplica mais quando a racao inicial € armazenada a
temperatura de 37°C comparada a 25°C (tabelas 17 e 18). Assim pesquisas futuras
devem ser realizadas a fim de verificar se h4 uma relacdo de simbiose entre C. jejuni
e bactérias mesotfilas e se esse efeito € limitado pela temperatura de

armazenamento da ragao.

Na racdo final mantida a 25°C inoculada com 10°UFC de C. jejuni a
guantidade de mesdfilas aumentou no dia 5 para o grupo teste e no grupo controle
houve uma diminuicdo em relacdo ao tempo. Em relacdo a racdo AC h& maior
guantidade de microrganismos mesofilos no dia 5 no grupo teste e uma quantidade
é inferior no grupo controle. No grupo teste a quantidade de bactérias mesdfilas é
maior no dia 5 em relacdo aos grupos controle e a racdo AC (tabela 5). Fato
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semelhante ocorreu quando a racdo final foi mantida a 25°C e inoculada com
10°UFC de C. jejuni (tabela 6).

Os resultados de contagem de bactérias meséfilas na racdo final
armazenadas a 25°C indicam que microrganismos meséfilos ndo se multiplicam a
partir do dia 3 na racao final quando a racéo é armazenada a temperatura de 25°C, a
nao ser quando ha presenca da C. jejuni mostrando que a presenca dessa bactéria
€ um fator importante para o aumento de bactérias mesofilas nas condi¢cdes

estudadas.

Tabela 5. Contagem de mesdfilas (log
UFC/g) em racéo final inoculada com
103UFC de C. jejuni mantidas a 25°C.

Dia 3 Dia 5
Teste  5,47% 6,05°"
CN 5,324 4,658
AC 5,56" 5,56

AC. antes da contaminac¢do, CN: controle negativo. Letras
mindsculas diferentes na mesma linha apresentam
diferenca estatistica. Letras mailsculas diferentes na
mesma coluna apresentam diferenga estatistica. Letras
mindsculas ha mesma coluna ou mailsculas na mesma

linha ndo devem ser interpretadas.

Tabela 6. Contagem de mesdfilas (log
UFC/g) em racéo final inoculada com
10°UFC de C. jejuni mantidas a 25°C.

Dia 3 Dia 5
Teste  6,02% 7,164
CN 5,324 4,608
AC 5,56" 5,56

AC. antes da contaminac¢do, CN: controle negativo. Letras
minUsculas diferentes na mesma linha apresentam
diferenca estatistica. Letras mailsculas diferentes na
mesma coluna apresentam diferenga estatistica. Letras
mindsculas na mesma coluna ou mailsculas na mesma

linha ndo devem ser interpretadas.

Na racdo final mantida a 37°C inoculada com 10°UFC de C. jejuni a

guantidade de mesofilas aumenta com o tempo nos grupos teste e controle. Em
relacdo a racdo AC, ha menor quantidade de bactérias mesofilas nos grupos teste e
controle no dia 1, mas a partir do dia 3 a quantidade de microrganismos mesdfilos é
maior no grupo teste e no grupo controle a quantidade de microrganismos mesofilos

é igual a racéo Al (tabela 7).

Quando o inoculo era 10°UFC de C. jejuni mantida a 37°C, a quantidade de
bactérias mesofilas aumenta com o tempo a partir do dia 3 e essa quantidade se
mantém no dia 5. No grupo controle também ha aumento de mesodfilas a partir do dia

Y

3. Em relacdo a racdo AC ja no dia 1 houve aumento do numero de bactérias
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mesofilas no grupo teste e esse aumento durou durante todo o periodo avaliado

enguanto no grupo controle houve uma diminuicdo no dia 1 e a partir do dia 3 a

guantidade era igual a racdo antes da inoculacédo (tabela 8).

Tabela 7. Contagem de mesodfilas (log
UFC/g) em racéo final inoculada com
10%UFC de C. jejuni mantidas a 37°C.

Dial Dia 3 Dia b
Teste 4,99 6,04" 6,77
CN 451%® 523" 5 gp°B
AC 556 556" 5,565

AC. antes da contaminac¢do, CN: controle negativo. Letras

mindsculas diferentes na mesma linha apresentam
diferenca estatistica. Letras mailsculas diferentes na
mesma coluna apresentam diferenga estatistica. Letras
mindsculas na mesma coluna ou mailsculas na mesma

linha ndo devem ser interpretadas.

Tabela 8. Contagem de mesofilas (log
UFC/g) em racao final inoculada com
10°UFC de C. jejuni mantidas a 37°C.

Dia 1 Dia 3 Dia 5

Teste 6,12 747" 747"
CN 452% 524" 5 9Q°B
AC 556  556° 5,565

AC. antes da contaminac¢&do, CN: controle negativo. Letras
minUsculas diferentes na mesma linha apresentam
diferenca estatistica. Letras mailsculas diferentes na
mesma coluna apresentam diferenga estatistica. Letras
mindsculas na mesma coluna ou mailsculas na mesma

linha ndo devem ser interpretadas.

A racdo final quando armazenada a 25°C houve uma diminuicdo no nimero
de bactérias mesofilas no grupo controle, diferente do que ocorreu na ragao inicial
onde houve crescimento bacteriano, durante o periodo avaliado. Apesar da
dificuldade em justificar tal ocorréncia, pode-se inferir que, possivelmente, algum
ingrediente presente na racdo final, ou diferencas no processo de mistura ou niveis
nutricionais possa ter provocado a reducdo no numero de bactérias meséfilas com o

tempo no grupo controle.

Nas tabelas 7 e 8, observa-se que na racgéo final armazenada a 37°C houve
multiplicacdo de microrganismos mesofilos no grupo teste com o tempo e em relacao
ao grupo controle e a racdo AC. Na racéo inicial & temperatura de 37°C houve
multiplicacdo de microrganismos mesofilos em relacdo a racdo AC, tanto no grupo
teste como no grupo controle. Essa diferenca entre os tipos de racdo pode estar
relacionada a algum componente da ragdo, ou niveis nutricionais (diferenca entre

niveis energéticos ou proteicos) ou mesmo erros no processo de mistura durante a
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preparacdo da racdo na fabrica. Esses resultados mostram que o tipo de ragéo

também pode interferir na quantidade de microrganismos mesdéfilos na racéo.

A presenca da C. jejuni na racdo final armazenadas a 25 e 37°C leva a uma
multiplicacdo de microrganismos mesofilos no grupo teste, mesmo com essa
possivel variavel na racéo final que possa ter inibido ou reduzido a multiplicacdo no
grupo controle destes respectivos tratamentos. Esse resultado vem reforcar a

hipétese da relacdo de simbiose entre a C. jejuni e microrganismos mesofilos.

7

A quantidade de microrganismos indicadores € um parametro Gtil como
indicador geral de popula¢gBes bacterianas avaliando a qualidade do produto, préatica
de manufatura de matéria prima, condicbes de armazenamento e processamento,
além das indicacdes relevantes sobre as condi¢cfes higiénico-sanitarias. Além disso,
a maioria dos microrganismos que se encontra nas aves vivas S80 0S aerobios
mesofilos (FRANCO e LANDGRAF, 1996; CARDOSO et al., 2005). Aléem disso,
conforme verificado nesse trabalho, uma alta quantidade de microrganismos
mesofilos nas racBes pode ser um indicativo da presenca de bactérias patogénicas

inclusive, Campylobacter jejuni.

B. Coliformes

N&o houve alteracdo na quantidade de coliformes no grupo teste ou no grupo
controle da racao inicial quando inoculada com 10°UFC de C. jejuni na mantidas a
25°C com o tempo ou em relacdo & racdo AC (tabela 9). Quando se inoculou 10°
UFC/g C. jejuni na rac&o inicial mantida a 25°C o mesmo evento ocorreu (tabela 10).
Esses resultados indicam que a presenca da C. jejuni ou o tempo néo altera a
guantidade de coliformes.



Tabela 9. Contagem de coliformes (log
UFC/g) em racéo inicial inoculada com
103UFC de C. jejuni mantidas a 25°C.

Dia 3 Dia 5
Teste 3,69 4,113
CN 2773 3,69
AC 3,694 3,69"

AC. antes da contaminac¢do, CN: controle negativo. Letras
mindsculas diferentes na mesma linha apresentam
diferenca estatistica. Letras mailsculas diferentes na
mesma coluna apresentam diferenga estatistica. Letras
mindsculas na mesma coluna ou mailsculas na mesma

linha ndo devem ser interpretadas.
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10. Contagem de coliformes (log
UFC/g) em racéo inicial inoculada com
10°UFC de C. jejuni mantidas a 25°C.

Dia 1 Dia 3 Dia 5

Teste 3,523 343% 317%
CN 2,77 2,77 3,69
AC 3,69" 3,69" 3,69

AC. antes da contaminac¢do, CN: controle negativo. Letras
minUsculas diferentes na mesma linha apresentam
diferenca estatistica. Letras mailsculas diferentes na
mesma coluna apresentam diferenga estatistica. Letras
mindsculas na mesma coluna ou maidsculas na mesma

linha ndo devem ser interpretadas.

A avaliacdo de coliformes na racao inicial mantida a 37°C nao foi realizada por

erros laboratoriais durante a avaliagdo desses microrganismos.

N&o houve alteracdo no nimero de coliformes na racéo final mantida a 25°C
com inéculo de 10°UFC (tabela 11) ou 10°UFC de C. jejuni (tabela 12) nos grupos

teste e controle com o tempo ou em relacdo a racdo AC. Esses resultados indicam

que a presenca da C. jejuni ou o tempo nao altera a quantidade de coliformes nas

condi¢Oes avaliadas.

Tabela 11. Contagem de coliformes
(log UFC/g) em racéo final inoculada
com 10°UFC de C. jejuni mantidas a
25°C.

Dia 3 Dia 5
Teste 2,744 3,10%*
CN 3,46 3,10%
AC 3,10" 3,10"

AC. antes da contaminacdo, CN: controle negativo. Letras
mindsculas diferentes na mesma linha apresentam
diferenca estatistica. Letras mailsculas diferentes na
mesma coluna apresentam diferenga estatistica. Letras
mindsculas na mesma coluna ou maidsculas na mesma

linha ndo devem ser interpretadas.

Tabela 12. Contagem de coliformes
(log UFC/g) em racéo final inoculada
com 10°UFC de C. jejuni mantidas a
25°C.

Dia 3 Dia 5
Teste 3,37 2,783
CN 3,50 3,108
AC 3,10% 3,10"

AC. antes da contaminac¢do, CN: controle negativo. Letras
minUsculas diferentes na mesma linha apresentam
diferenca estatistica. Letras mailsculas diferentes na
mesma coluna apresentam diferenga estatistica. Letras
mindsculas na mesma coluna ou mailsculas na mesma

linha ndo devem ser interpretadas.
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A avaliacdo de coliformes na racéo final mantida a 37°C néo foi realizada por

erros laboratoriais durante a avaliagdo desses microrganismos.

Diferente do que houve com os microrganismos mesofilos, em geral, nao
houve multiplicacdo de coliformes durante o tempo comparado a racdo AC quando
as racdes final e inicial foram mantidas a temperatura de 25°C. A ndo multiplicacdo
de coliformes totais a temperatura de 25 C era esperada ja que a temperatura ideal
de crescimento de coliformes esta entre 30 e 37°C (SILVA et al., 2007). Como néo
foi possivel avaliar as racées finais e iniciais mantidas a 37°C ndo se pode afirmar
qgue ha influencia da temperatura sobre o crescimento de coliformes nas condicdes
testadas. Mas 0 que se pode concluir é que em temperatura ambiente (25C) a
presenca da C. jejuni ndo altera a quantidade de coliformes totais na racdo com o

tempo.

Kapperud et al (1993) verificaram que a colonizacdo de Campylobacter nos
lotes de frango também estava associada com a presenca de coliformes totais e
fecais nas amostras de agua. Pellegrini (2012) verificou associacdo positiva da
guantidade de coliformes e bactérias patogénicas com Salmonella spp na racao.
Apesar de nao existir na literatura uma associacado positiva entre a presenca de
Campylobacter e o numero de coliformes na racdo, esse trabalho mostra que a
presenca dessa bactéria na racdo inicial e final para frangos de corte quando
mantidas a 25°C n&o leva a um aumento no nimero de coliformes ndo existindo
assim nenhuma relagdo de simbiose. Dessa forma, se hd uma relagdo entre
Campylobacter e coliformes na racdo, similar ao que ocorre na agua (KAPPERUD et
al., 1993) ou com Salmonella (PELLEGRINI, 2012) provavelmente deve ser por
outros fatores como por exemplo, mas condic6es de higiene e armazenamento do

processamento da ragao.
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Em todos os tratamentos, C. jejuni sobreviveu na racdo durante todo o tempo

avaliado. Na racdo inicial armazenada a 25°C inoculada com 10°UFC de C. jejuni

houve multiplicacdo da bactéria a partir do dia 3 e se mantendo no dia 5 em relacdo

ao inoculo (tabela 13). Esse evento ndo foi percebido ao se inocular 10°UFC, pois

nesse tratamento a quantidade de C. jejuni ndo aumentou com O tempo se

mantendo igual a quantidade inoculada até o dia 5 (tabela 14).

Tabela 13. Contagem de C. jejuni (log
UFC/g) em racéo inicial inoculada com
103UFC de C. jejuni mantidas a 25°C.

Diazero Dia3 Diab
Teste 2,90 4,40  4,26°A
CN 1,008 1,00°® 1,008
Inoculo  3,00* 3,00° 3,00°

CN: controle negativo. Letras minusculas diferentes na
mesma linha apresentam diferenca estatistica. Letras
mailsculas diferentes na mesma coluna apresentam
diferenca estatistica. Letras mindsculas na mesma coluna
ou mailsculas na mesma linha ndo devem ser
interpretadas. O valor de log UFC = 1 representa o valor

de UFC = zero.

Tabela 14. Contagem de C. jejuni (log
UFC/g) em racéo inicial inoculada com
10°UFC de C. jejuni mantidas a 25°C

Diazero Dia3 Diab

Teste 4,77 4,64%" 4,723
CN 1,00%8 1,00%® 1,00%®
Inoculo 5,00" 5,00 5,00"

CN: controle negativo. Letras minUsculas diferentes na
mesma linha apresentam diferenca estatistica. Letras
mailsculas diferentes na mesma coluna apresentam
diferenca estatistica. Letras minUsculas na mesma coluna
ou mailsculas na mesma linha ndo devem ser
interpretadas. O valor de log UFC = 1 representa o valor

de UFC = zero.

Na racao inicial armazenada a 37°C inoculada com 10°UFC de C. jejuni houve

multiplicacdo da C. jejuni a partir do dia 3 e se mantendo no dia 5 em relacdo ao

inoculo (tabela 15). Esse evento n&do foi percebido ao se inocular 10°UFC, pois

nesse tratamento a quantidade de C. jejuni ndo aumentou com O tempo se

mantendo igual a quantidade inoculada até o dia 5 (tabela 16).



Tabela 15. Contagem de C. jejuni (log
UFC/g) em racéo inicial inoculada com
103UFC de C. jejuni mantidas a 37°C.

Dia 3 Dia 5
Teste 5,26% 5,08%
CN 1,008 1,008
Inoculo 3,00¢ 3,00°¢

CN: controle negativo. Letras minusculas diferentes na
mesma linha apresentam diferenca estatistica. Letras
mailsculas diferentes na mesma coluna apresentam
diferenca estatistica. Letras mindsculas na mesma coluna
ou mailsculas na mesma linha ndo devem ser
interpretadas. O valor de log UFC = 1 representa o valor

de UFC = zero.
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Tabela 16. Contagem de C. jejuni (log
UFC/g) em racéo inicial inoculada com
10°UFC de C. jejuni mantidas a 37°C.

Dia 3 Dia 5
Teste 4,88% 4,45
CN 1,008 1,00
Inoculo 5,00" 5,00"

CN: controle negativo. Letras minUsculas diferentes na
mesma linha apresentam diferenca estatistica. Letras
mailsculas diferentes na mesma coluna apresentam
diferenca estatistica. Letras mindsculas na mesma coluna
ou mailsculas na mesma linha ndo devem ser
interpretadas. O valor de log UFC = 1 representa o valor

de UFC = zero.

Ao se comparar qual a temperatura de armazenamento da racdo leva maior

multiplicacdo de C. jejuni percebeu-se com o inéculo de 10°UFC na racéo inicial

armazenada a 37°C ha um maior nimero de C. jejuni durante o tempo em relacdo a

racdo inicial mantida a 25°C (tabela 17). Com inoculo de 10° UFC/g mantida nas

mesmas condigdes acima, esse evento ndo ocorre e assim a quantidade de C. jejuni

a 25°C e 37°C s&o iguais (tabela 18).

Tabela 17. Contagem de
Campylobacter jejuni (log UFC/g) em
rac&o inicial inoculada com 10°UFC de
C. jejuni mantidas a 25°C e 37°C.

Tabela 18. Contagem de
Campylobacter jejuni (log UFC/g) em
racdo inicial inoculada com 10°UFC de
C. jejuni mantidas a 25 °C e 37°C.

°C/10°UFC  Dia 3 Dia 5 °C/10°UFC Dia 3 Dia 5
25°C 4,40% 4,26 25°C 4,64 4,72
37°C 526  5,08% 37°C 4,88 4,44

Letras minusculas diferentes na mesma linha apresentam
diferenca estatistica. Letras mailsculas diferentes na
mesma coluna apresentam diferenga estatistica. Letras
mindsculas na mesma coluna ou mailsculas na mesma

linha ndo devem ser interpretadas.

Letras minusculas diferentes na mesma linha apresentam
diferenca estatistica. Letras mailsculas diferentes na
mesma coluna apresentam diferenca estatistica. Letras
mindsculas na mesma coluna ou mailsculas na mesma

linha ndo devem ser interpretadas.
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Na racdo final armazenada a 25°C inoculada com 10°UFC de C. jejuni houve
multiplicacéo da C. jejuni a partir do dia 3 e se mantendo no dia 5 em relacdo ao
inoculo (tabela 19). Esse evento ndo foi percebido ao se inocular 10°UFC, pois
nesse tratamento a quantidade de C. jejuni ndo aumentou com O tempo se
mantendo igual a quantidade inoculada até o dia 5 (tabela 20). Esses resultados

sdao semelhantes ao que ocorreu com a racao inicial mantida nas mesmas

condicoes.

Tabela 109. Contagem de
Campylobacter jejuni (log UFC/g) em
racdo final inoculada com 10°UFC de
C. jejuni mantidas a 25°C.

Diazero Dia3 Diab
Teste 3,14% 477" 4,62"
CN 1,008 1,008 1,00°
Inoculo 3,00* 3,00° 3,00¢

CN: controle negativo. Letras minusculas diferentes na

mesma linha apresentam diferenca estatistica. Letras
mailsculas diferentes na mesma coluna apresentam
diferenca estatistica. Letras mindsculas na mesma coluna
ou mailsculas na mesma linha n&o devem ser
interpretadas. O valor de log UFC = 1 representa o valor
de UFC = zero.

Tabela 20. Contagem de
Campylobacter jejuni (log UFC/g) em
racdo final inoculada com 10°UFC de
C. jejuni mantidas a 25°C.

Diazero Dia3 Dia 5

Teste 5,33% 4,78 4,94
CN 1,008 1,008 1,008
Inoculo 5,00" 500" 5,00"

CN: controle negativo. Letras minUsculas diferentes na
mesma linha apresentam diferenca estatistica. Letras
mailsculas diferentes na mesma coluna apresentam
diferenca estatistica. Letras mindsculas na mesma coluna
ou mailsculas na mesma linha ndo devem ser
interpretadas. O valor de log UFC = 1 representa o valor
de UFC = zero.

Quando a racéo final foi armazenada a 37°C inoculada com 10°UFC de C.
jejuni houve multiplicacdo da bactéria a partir do dia 3 e se mantendo no dia 5 em
relacdo ao inoculo (tabela 21). Esse evento n&o foi percebido ao se inocular 10°UFC,
pois nesse tratamento a quantidade de C. jejuni diminuiu com o tempo e se manteve

igual & quantidade inoculada até o dia 5 (tabela 22).



Tabela 21. Contagem de
Campylobacter jejuni (log UFC/g) em
racdo final inoculada com 10°UFC de
C. jejuni mantidas a 37°C.

Dia 3 Dia 5
Teste 4,88 5,01
CN 1,008 1,008

Inoculo  3,00° 3,00¢

CN: controle negativo. Letras minGsculas diferentes na

mesma linha apresentam diferenca estatistica. Letras
mailsculas diferentes na mesma coluna apresentam
diferenca estatistica. Letras mindsculas na mesma coluna
ou mailsculas na mesma linha ndo devem ser
interpretadas. O valor de log UFC = 1 representa o valor

de UFC = zero.
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Tabela 22. Contagem de
Campylobacter jejuni (log UFC/g) em
racéo final inoculada com 10°UFC de
C. jejuni mantidas a 37°C.

Dia 3 Dia 5
Teste 5,50 4,86
CN 1,008 1,008

Inoculo  5,00¢ 5,00"

CN: controle negativo. Letras minUsculas diferentes na
mesma linha apresentam diferenca estatistica. Letras
mailsculas diferentes na mesma coluna apresentam
diferenca estatistica. Letras mindsculas na mesma coluna
ou mailsculas na mesma linha ndo devem ser
interpretadas. O valor de log UFC = 1 representa o valor

de UFC = zero.

Ao se comparar qual a temperatura de armazenamento da racéo final leva

maior multiplicac&o de C. jejuni verificou-se que com inoculo de 10°UFC mantida a

37°C h& um maior nimero de C. jejuni durante o tempo em relacdo a racdo mantida

a 25°C (tabela 23) no dia 5. Com inoculo de 10° UFC/g mantida nas mesmas

condicdes acima, a quantidade de C. jejuni a 25°C é menor no dia 3 em relagéo a

racdo mantida a temperatura de 37°C, mas os valores se igualam no dia 5 (tabela

24).

Tabela 23. Contagem de
Campylobacter jejuni (log UFC/g) em
racdo final inoculada com 10°UFC de
C. jejuni mantidas a 25 e 37°C.

9C/103UFC Dia 3 Dia 5
25°C 4,773 4,623
37°C 4,883 5,01%

Letras minusculas diferentes na mesma linha apresentam
diferenca estatistica. Letras mailsculas diferentes na
mesma coluna apresentam diferenca estatistica. Letras
mindsculas na mesma coluna ou maildsculas na mesma

linha ndo devem ser interpretadas.

Tabela 24. Contagem de
Campylobacter jejuni (log UFC/g) em
racdo final inoculada com 10°UFC de
C. jejuni mantidas a 25 e 37°C.

%C/10°UFC Dia 3 Dia 5
25°C 4,784 4,943/
37°C 5,502 4,86

Letras minusculas diferentes na mesma linha apresentam
diferenca estatistica. Letras mailsculas diferentes na
mesma coluna apresentam diferenca estatistica. Letras
minUsculas na mesma coluna ou mailsculas na mesma

linha ndo devem ser interpretadas.
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A racdo nao tem sido considerada por alguns pesquisadores uma fonte de
contaminagao importante dentro da granja (LINDBLOM et al., 1986; CARVALHO et
al., 2001; JACOBS et al., 1995). Jacobs et al (1995) ndo encontraram a presenca de
Campylobacter em amostras de racao coletadas antes de entrar em contato com 0s
frangos em oito ciclos consecutivos em duas granjas na Holanda, mas a
Campylobacter ssp. foi isolado de 56% e 91% das amostras de fezes cecais frescas
nas duas granjas. Em outro experimento, Lindblom et al (1986), verificaram que
frangos de corte alojados em ambiente controlado se tornaram colonizados depois
de nove semanas e a agua e racao foram consideradas improvaveis fontes de

infeccdo devido aos resultados bacteriolégicos negativos.

Carvalho et al (2001) pesquisaram a presenca de C. jejuni em amostras de
racao coletadas em diferentes pontos dos comedouros em duas granjas comerciais
situadas na regido de Ribeirdo Preto-SP, durante o periodo de 6 ciclos diferentes e
isolou 0 agente em apenas uma amostra de um total de 170 amostras de racgao
(0,6%). O que também ndo permite chegar a uma concluséo e afirmar que a ragcéo
seria um potencial veiculador da C. jejuni € que este foi isolado na racdo somente no
final do ciclo do lote (42° dia) enquanto o isolamento em suabes cloacais aconteceu
anteriormente.

Apesar dos autores acima néo considerarem a racdo uma fonte importante de
contaminacdo dos lotes, nesse trabalho verificamos que a C. jejuni é capaz de
sobreviver durante dias na racdo. Portanto, apesar de nesse estudo a inoculacéao ter
sido in vitro pode-se considerar que a racdo em algum momento pode ter um papel
epidemioldgico importante nas granjas para disseminacao da C. jejuni.

A multiplicacéo da C. jejuni quando se inocula 10°UFC e a ndo multiplicacdo
quando inoculada 10°UFC de C. jejuni pode ter ocorrido devido a uma saturacdo do
nimero da bactéria nas ra¢ées quando atinge contagem proximo a 10° UFC. Apesar
de essa hip6tese ser considerada, esse tipo de saturacdo ndo ocorre em outros
locais como, por exemplo, no ceco, onde a colonizagédo de C. jejuni pode chegar a
10°UFC.

A maior multiplicacdo de C. jejuni quando mantida a temperatura de 37°C era
esperada ja que C. jejuni sdo microrganismos terméfilos. Malbran (2001) e Vaz et al

(2011) comentaram que a Campylobacter jejuni cresce bem entre 37 e 42°C,
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portanto a temperatura de 37°C pode ter favorecido o maior crescimento de
Campylobacter jejuni quando comparada com as racdes mantidas a 25°C e
inoculadas com 10°UFC de Campylobacter jejuni. Dessa forma, a temperatura pode
ser um fator importante dentro das granjas e fabricas de rac¢des principalmente para

locais onde a temperatura é alta e ndo ha investimento em ambiéncia.

Patrick et al (2004) constataram uma correlagao entre temperatura ambiente e
incidéncia de campilobacteriose; quando a temperatura ambiente se eleva, ha um
aumento correspondente na incidéncia de campilobacteriose em humanos e frangos
de corte infectados. Wedderkopp et al. (2001) em suas avaliagbes na Dinamarca
quanto a presenca de Campylobacter jejuni em lotes de frango, verificaram maior
prevaléncia de amostras positivas durante o periodo de verdo e menor no inverno,
constatacdes semelhantes também foram obtidas por Jacobs-Reitsma et al. (1994).
Com base nos achados desses autores podemos especular que a temperatura € um

fator importante no isolamento de Campylobacter.

As amostras de racdo do trabalho de Jacobs et al (1995) foram coletadas
antes de entrar em contato com as aves no galpdo e ocorreu auséncia de
isolamento de Campylobacter destas amostras. Provavelmente se coletadas no
ambiente das aves (principalmente se o lote for positivo), a racdo poderia tornar-se
contaminada e consequentemente via de infeccdo para as demais aves, pois a

viabilidade desta bactéria nas racdes foi verificada neste presente estudo.

Muitos autores citados anteriormente, ndo consideram a racao uma fonte de
contaminacdo primaria de Campylobacter jejuni. No entanto, essa pesquisa
apresenta resultados que devem servir a outras investigacdes. Muitas vezes as
fabricas de racfes sado habitadas por pragas e/ou animais sinantropicos destacando-
se aves como pombos que séo considerados importantes reservatorios de C. jejuni e
eventualmente, as fezes desses animais podem contaminar a ragao que vai para a

granja. Essa especulacao deveria ser melhor entendida em trabalhos futuros.
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V. CONCLUSOES

Campylobacter jejuni se mantém viavel em racdes inicial e final de frango de
corte quando se inocula 10°UFC e se multiplicam quando se inocula 10°UFC e a
racdo permanece armazenada em temperaturas de 25 ou 37°C durante 5 dias. Na
temperatura de 37°C a multiplicacdo de C. jejuni é maior comparada & temperatura
de 25°C. Além disso, a presenca da C. jejuni leva a um aumento de microrganismos
mesofilos nas ragdes final e inicial, mas ndo leva a um aumento no numero de
coliformes totais. Os resultados deste estudo sugerem que a racdo, quando
contaminada com Campylobacter, pode ser reservatério ambiental significativo e
fonte de infeccdo para as aves, representando um risco aos animais na granja e

sendo necessario que este alimento seja incluido nos programas de monitoramento.
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