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RESUMO

Para se pesquisar a ocorréncia de C. fetus sub-espécie jejuni
foram analisadas 120 amostras de carcacas frescas evisceradas pro
venientes de matadouros sob Inspecao Federal, sendo 40 de frangos
de 55 - 60 dias, abatidos num matadouro localizado em Paulinia, 40
de suinos com cerca de 8 meses, de dois matadouros localizados em

Piracicaba e Vinhedo e 40 de bovinos adultos, de dois matadouros

localizados  em Piracicaba e Valinhos, todos no estado de Sao Pau

lo. A colheita foi feita durante o périodo de outubro de 1981 a ja

. neiro de 1982.

As amostras de frangos foram retiradas sobre a pele das regi
oés peitoral, ventral e dorsal, imediatamente antes da embalagem. As
amostras de suinos e bovinos foram retiradas das meias-carcacas a
pos a lavagem final, nas regioés dos miasculos do pescogo, na pare
de abdominal interna, proximo a ultima costela e’é rafe e nos mis
culos adutores da coxa, no local por onde a serra os dividiu.

Cada amostra de carcaca foi obtida com auxilio de ‘zaragatoas
sobre uma superficie de 15 cm?, nas trés'regioés mencionadas, sen
do portanto de 45 cm® a area total analisada. O material era colo
cado em tubos com agua peptonada a 0,1 % e transportado ao labora
torio, sob refrigeracéo, onde se procedia a analise dentro das trés
horas apésAa.coleta,~Apés_homogenizac§o,\aliquotas das diluicoes
decimais foram espalhadas com alca de Drigalski em placas com agar
seletivo para campilobacter. A incubacéo se fazia a 42°C em atmos
fera micro-aerobia por 72 horas.

Dez por cento das coldnias tipicas foram submetidas a verifi
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cacao da morfologia e motilidade em microscopia de fase e & rea
¢ao ao Gram. As culturas purificadas foram confirmadas por testes
culturais, biogquimico-fisiolGgicos e de sensibilidade. As cepas de
C. fetus sub-espécie jejuni isoladas de frangos e suinos foram sub
metidas a tentativas para caracterizacdo e diferenciacio.

Os testes efetuados para diferenciagao das cepas do microrga
nismo apresentaram resultados variaveis, mas a tolerancia a 1,0 mg
de cloreto de trifenil tetrazolium por ml de meio e, em menor ex
tensao, a produgao de sulfeto de hidrogénio em meio padrio permiti
ram diferenciar a maioria das cepas.‘Com bése nestes testes, a maio
. ria das cepas isoladas de frangos assemelham-se ao C.jejuni e as
de suino ao C. coli.

O C. fetus sub-espécie de jejuni foi confirmado em 47,5% das
amostras de frangos e 35,5% das amostras de suinos. O organismo
foi detectado em niveis de menos de 10 células viaveis por cm? em
1 amostra de frango e 7 de suinos, entre 10 e 100 células viaveis
por cm? em 16 amostras de frangos e 7 de suinos. O nivel mais ele
vado de contaminacao foi de mais de 100 células viaveis por cm? em
duas carcag¢as de frangos. As amostras de bovinos n3o apresentaram
0 microrganismo.

Os resultados indicam que carcacas de frangos e suinos devem
ser consideradas como provaveis veiculos do microrganismo para o

homem, no Brasil.
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SUMMARY

In order to investigate the occurence of Campylobacter fetus

sub-espécie jejuni 120 samples of fresh eviscerated animal
carcasses from slaughterhouses under Federal Inspection were
examined. Forty out of these samples came from chickens aged 55-
60 days slaughtered at a Paulinia slaughterhouse, 40 came from 8
month~old swines from two slaughterhouses at Piracicaba and Vinhedo
and 40 came from adult cattle of two.slaughterhouses at Piracicaba
. and Valinhos, all in S3o Paulo state. Samples were collected
during october 1981-january of 1982,

Chicken samples were removed from the skin surface of the
pectoral, ventral and dorsal regions, just prior to bagging. Swine
and cattle samples were removed from ﬁhe neck muscles, in the
internal abdominal wall near the last rib and at "linea alba" and
the thigh aductors muscles from the cut surface of half carcasses
after final rinsing. Each carcass sample was obtained with swabs
on a 15 cm? surface on the three mentioned regions. Therefore, the
total examined area was 45 cm?. The material was placed in screw-
cap tubes with 0,1% peptone water and transported in a cooling box

to the laboratory, where the analysis were performed within 3

hours of sampling. _After homogenizing, diluted decimal .._aliquots

were spread with Drigalski spatula in plates with seletive agar for

Campylobacter. The plates were incubated at 429C inmicroaerophilic

atmosphere for 72 hours.
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Ten percent of the tipical colonies were submitted to
morphology and motility observations in phase microscopy and at
the Gram staining. The purified cultures were confirmed by
cultural, biochemical-physiological and sensibility tests. C.fetus
ssp jejuni strains isolated from chickens and pigs were submitted
to characterization and differentiation trials.

The tests carried out differentiate the organism strains
showed variable results. The tolerance to 1,0 mg of triphenyl
tetrazolium chloride per ml and in minor extension, the hidrogen
sulphide production on basal medium ailowed to differentiate fhe
majority of the strains. Based on these tests, the majority of

isolated chicken strains was similar to Campylobacter jejuni and

those of swine to Campylobacter coli.

Campylobacter fetus r.8ubspécie jejuni was confirmed in 45%

of the chicken samples and 35,5% of the swine samples. The organism
was detected at levels -lower than 10 viables cells by cm? in one
chicken sample and 7 of swine, between 10 and 100 viables cells by
cm? in 16 chicken samples and 7 of swine. Thehighest contamination
level had more than 100 viable cells by cm? in two chicken
carcasses. The bovine samples did not present the organism.

The results indicate that chicken and swine carcasses should
be considered as probable vehicles of the microrganism to human

beings in Brasil.



1. INTRODUGAO

Objetivo do trabalho

Muito embora as espécies do género Campylobacter ja tivessem

sido reconhecidas como agentes responsaveis por varias doencas ani

mais, somente recentemente & que o Campylobacter fetus sub-espécie

jejuni vem sendo incriminado por grande parte dos casos de gastro
enterites em seres humanos de diversos paises (DOYLE, 1981). No
Brasil, esta doenca foi diagnosticada em criancas, nos estados do
. Rio de Janeiro (RICCIARDI et al., 1979), Pernambuco ( MAGALHAES,
ARAUJO & SILVA, 1982) e Sao Paulo (FERNANDEZ et al., 1982).

O C. fetus sub-espécie jejuni tem sido isolado de fezes e de
carcacas de animais de abate tais como bovinos, ovinos, suinos,
frangos e perus (BLASER, 1982), bem como de miudos comestiveis des
sas aves ( CHRISTOPHER, SMITH & VANDERZANT, 1982b) e de carne bovi
na moida (SVEDHEM, KAIJSER & SJOGREN, 1981). Embora na maioria dos
casos de campilobacteriose humana, a fonte do microrganismo nao
tenha sido identificada, existem evidéncias circunstanciais que o;
alimentos particularmente de origem animal, estdo implicados na
transmissdo do C. fetus sub-espécie jéjﬁhi a individuos suscetive
is. Neste sentido, ja existem mesmo relatos considerando esta doen
ca uma toxinfeccdo alimentar, associada com a ingestdo de leite
cru (TAYLOR, WEINSTEIN & BRYNER, 1979); hamburguer (OOSTEROM EE
al, 1980), frangos mal-cozidos (HAYEK & CRUICKSHANK, 1977) e produ
tos alimenticios contendo carne de porco (PEEL & McINTOSCH, 1978).

Em S3o Paulo, até & presente data, n3o conhecemos qualquer es
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tudo ou publicacdo a respeito da presenga do Campylobacter fetus
sub-espécie jejuni em alimentos..

O objetivo deste trabalho foi avaliar a ocorréncia desse mi
crorganismo em carcac¢as de bovinos, suinos e frangos atraves de
técnicas adequadas as nossas condi¢des de trabalho. Algumas tenta
tivas foram feitas para caracterizar e diferenciar as cepas isola

das.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Taxonomia e nomenclatura

SEBALD & VERON (1963) criaram o género Campylobacter (do gre

go campylo= curvo e bacter=bastao) para incluir os organismos ori
ginalmente classificados no género Vibrio (SMITH & TAYLOR, 1919)
mas que diferiam dos vibrios clissicos por serem micro- aerdbios,
por nao oxidarem nem fermentarem carboidratos e por apresentarem
na molécula de acido desoxirribonucleico, guanina e citosina, num
_ percentual molar de 30 a 35. Segundo SMIBERT (1974), os campilobac
teres constituem um- grupo bem definido de organismos cilindricos,
delgados e curvos, Gram negativos, moveis por flagelos polares, mi
cro-aerobios de metabolismo bastante limitado, incluidos na fami
lia Spirillaceae.

De acordo com SMIBERT (1974 e 1978), os organismos do gériero

Campylobacter sao divididos primariamente em dois grupos com base

em sua capacidade de produzir catalase.
Os campilobacteres produtores de catalase si3o mais importan

tes do ponto de vista patogénico. Dentre estes, o Campylobacter

fetus apresenta trés sub-espécies: C. fetus sub-espécie fetus, en
contrado principalmente no trato reprodutivo dos bovinos, nas fe

meas em processo infeccioso; o C. fetus sub-espécie intestinalis

que ocasiona doencas no trato digestivo e reprodutivo dos animais
e apenas ocasionalmente causa doencas sistémicas e diarréia em se
res humanos debilitados; e o C. fetus sub-espécie jejuni que & encon

trado no tratodigestivo da maioria dos animais, produz aborto em ovi
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nos e atualmente ocasiona gastrenterites em seres humanos. HA ainda o

C. fecalis que prowoca distirbios intestinais em bovinos ( AL-MASH &
TAYLOR, 1981).

Os campilobacteres incapazes de produzir catalase séo comen
sais encontrados na cavidade oral do homem (C. sputorum sub-espé
cie sputorum) e no trato genital de bovinos e ovinos (C. sputorum
sub-espécie bubulus). Por outro lado, o C. sputorum sub-espécie
mucosalis tem sido isolado da cavidade oral e de 1es§es intesti
nais de suinos (SMIBERT; 1978).

As cepas de C. fetus sub-espécié jejuni foram originalmente

descritas como Vibrio jejuni por JONES, ORCUTT & LITTLE (1931), co

mo organismos relacionados aos vibrios ("related vibrios") por
KING (1957), devido apresentarem morfologia e motilidade similares
a dos vibrios, mas com a propriedade especifica de crescerem a

42°C, e como Vibrio coli por DOYLE (1948). De acordo com a classi

ficacao de VERON & CHATELAIN (1973) e SKERMAN, McGOWAN & SNEATH
(1980) , esses microrganismos foram divididos. em duas espécies di§
tintas, o C. coli e o C. jejﬁhi. Entretanto, até_o presente momeg
to, as caracteristiéas apresentadas por essas espécies tolerantes
ao calor néo permitem distingui-las precisamente.*

Em decorréncia da existéncia de varias terminologias difereg
tes, aprésentamos no quadro 1 as diversas classificac§es e nomeg

claturas.

* Manuscrito de PARK, SMIBERT; BLASER, VANDERZANT & STERN, a pu

blicar.
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QUADRO 1 — NOMENCIATURAS USADAS PARA CLASSIFICAR OS CAMPTLOBACTERES PRODUTORES DE CATALASE (ADAPTACAO DO QUADRO DE DOYLE, 1981)

AUTORES

SKERMAN et al. SMIBERT VERON & CHATE BERG et al. ELAZHARY BRYNER et al. KING (1962) MOHANTY et al. FLORENT
{1980) (1974) LAIN (1973) (19771) (1968) (1962) (1962) (1959)
C.fetus ssp. C. fetus C. fetus var. Vibrio fetus V. fetus var. V. fetus tipo V. fetus V. fetus tipo V. fetus var.
veneralis ssp. fetus venerealis e sorotipos A-1 venerealis e I e subtipo 1 IelIll venerealis e
- biotipo e A sub 1 subtipo 1 _ biotipo
intermedius _ intermedius intermedius
C.fetus ssp. C. fetus C. fetus ssp. Vibrio fetus V. fetus var. V. fetus V. fetus V. fetus tipo V. fetus var.
Tetus ssp intesti fetus sorotipos intestinalis tipo 2 o . II * intestinalis
) nalis A-2eB
C. jejuni C. fetus A_C_!. jejuni . vibrio fetus V. jejuni "relacionados ’ Vibrio coli-
ssp. jejuni sorotipo C : a vibrios " jejuni (gru-
‘ )
m ¢
C. coli C. fetus C. coli ) V. coli : ~"relacionados Vibrio coli-
ssp. jejuni - a vibrios " - jejuni (gru-
coe po)

C. fecalis C. fecalis V. fecalis




2.2, Caracteristicas dos microrganismos

2.2.1. Caracteres morfoldgicos

Os campilobacteres tolerantes ao calor sdo bactérias asporula
das, Gram-negativas, pequenas e delgadas (0,2 a 0,8 um x 1,5 a 5,0
pm de comprimento), que apresentam formas cilindricas curvas, iso
ladas, em espirais, como a letra S, lembrando virgulas e asas de
passaros, com extremidades pontiagudas. Podem ainda se apresentar
sob formas espirais filamentosas longés de até 8,0 jum de comprimég
to, bem como sob formas esféricas ou cocdides, especialmente em
culturas velhas. Estes organismos apresentam ainda motilidade ati
va e rapida, assemelhando-se a um saca=rolha, através de um ou do
is flagelos situados nas extremidades da célula (SMIBERT, 1974;
SMIBERT, 1978; MORRIS & PARK,1971). KARMALI, ALLEN & FLEMING
(1981), relatam diferencas morfologicas significativas entre as es

pécies do género Campylobacter. Dentre estas, as células do grupo

coli / jejuni sao geralmente menores, mas ha formas longas que se

apresentam com as eSpirais fechadas.

De acordo com SKIRROW & BENJAMIN (1980a), a morfologia celu
lar dos membros deste género varia segundo as condicoés da cultu
ra: na fase logaritmica de crescimento os microrganismos sio cur
tos e extremamente moOveis, mas com o envelhecimento da cultura as
células tornam-se mais longas e menos mdveis; as células do grupo

coli / jejuni apresentam-se invariavelmente sob formas cocdides em

culturas velhas ou ap0s permanecerem em aerobiose por 24 a 48 ho

ras e sao geralmente inviadveis. Algumas culturas apos sucessivos



repiques podem adquirir formas cilindricas retas.

Quanto ao aspecto morfoldgico das coldnias, os microrganis

mos do grupo coli / jejuni apresentam, em agar nutriente, coldnias

tipicamente redondas com 1 a 2 mm de diametro, lisas, convexas, in
teiras, brilhantes e translicidas. Um outro tipo de coldnia apre
sentado €& baixo, finamente granular, translGcido e com bordos irre
gulares (SMIBERT, 1974). DEAS (1960) verificou que o C. fetus sub
espécie jejuni pode ainda apresentar um crescimento difuso com ten
déncia a espalhar-se na superficie do meio, especialmente em atmos
fera Gmida. Segundo SKIRROW & BENJAMIN (1980a), este crescimento
_ € caracteristico do C. jejuni, e pode ser evitado usando-se meios
de cultura com mais de 2 % de agar. De acordo com os uUltimos auto
res, ocasionalmente uma cepa origina colonias discretas de varias
formas em uma GUnica cultura. Ainda, as colénias de C. fetus sub-es
pécie jejuni tendem a aumentar de tamanho e adquirir uma coloracgao
bronzeada, com o centro ligeiramente opaco, relacionados com o en
velhecimento da cultura. De acordo com BUCK & KELLY (1981), a mor
fologia das colénias do organismo varia com o teor de umidade na
superficie do meio, sendo difusas e coalescentes em meio &mido,
distintas em placas secas e com caracteristica intermediaria
gquando em placas ligeiramente uUmidas.

Segundo SMIBERT (1974), as colénias em agar sangue sdo de apa
réncia~cinza—esbranquicada e nao apresentam hemdlise.

O crescimento em meio semi-so6lido com 0,16 % de agar ocorre
entre 2 a 3 mm abaixo da superficie do meio, na forma de um anel
caracteristico, que se torna abundante na porcéo superior do meio

apos 48 horas a temperatura de 37°C (SMIBERT, 1974; SKIRROW &
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BENJAMIN, 1980a). O crescimento em caldo resulta geralmente num

sedimento butiroso (SMIBERT, 1974).
2.2.2. Caracteres culturais e bioquimicos

Os campilobacteres apresentam requisitos nutricionais e fisio
16gicos muito variados. Os organismos do grupo C. fetus sao micro
aerdobios a anaerdbios que requerem para crescimento e desenvolvi
mento uma tensdo atmosférica de 3 a 15 % de oxigénio (SMIBERT,
1974) . Em 1956, KIGGINS & PLASTRIDGE verificaram que tanto o oxigé
nio como o anidrido carbonico séo requeridos numa concentracgdo oti
ma de 5 a 10 %, respectivamente. Os campilobacteres tolerantes ao
calor (C. coli e C. jejuni) crescem bem sob tensdo reduzida de oxi
génio, embora a atmosfera Otima para crescimento seja de 3 a 6 %
de oxigénio e 2 a 10 % de anidrido carbénico.* De acordo com
KIGGINS & PLASTRIDGE (1956), a concentracéo de oxigénio presente no
ar a pressao atmosférica normal tem efeito bacteriostitico para o
C. fetus. As razoés do efeito toxico ou inibitdrio.. do oxigénio pa
ra as bactérias micro-aerdbias ainda néo QSO'bem - compreendidas
(HOFFMAN; KRIEG & SMIBERT, 1979b), porém a adicao de enzimas como
a catalase e dismutase superoxido ao meio de cultura, reduz a toxi
cidade do ambiente e permite melhor crescimento de organismos mi
cro-aerdobios (KINGSCOTE, 1961). Do mesmo modo, GEORGE et al. (1978)
verificaram que a adicao de sulfato ferroso; piruvato de sdédio e
meta-bissulfito de sbdio ao agar para brucela permitiu o cresci
mento do C. fetus sub-espécie jejuni mesmo em teores de 17 a 21 %

de oxigénio. Estes suplementos atuam quelando anions superoxidos

* Manuscrito de PARK et al., a publicar.
-8-
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e outros radicais livres no meio e néo sobre o metabolismo celular
(HOFFMAN et al., 1979a).

Segundo SMIBERT (1974, 1978), os campilobacteres 550 organis
mos quimiorganotrdficos, com metabolismo essencialmente respirato
rio, que obtém energia de aminodcidos ou de substratos intermedia
rios do ciclo dos acidos tricarboxilicos e nido possuem atividade
metabdlica sobre carboidratos e lipidios, nem tampouco hidrolizam
a uréia e a gelatina. Do mesmo modo néo produzem indol nem pigmen
tos, mas produzem oxidase e reduzem nitratos a nitritos.

De acordo com SMIBERT (1963), as cepas de C. fetus exigem, co
mo requisitos nutricionais minimos a vitamina niacina e cerca de
18 aminoacidos, principalmente acido glutémico, acido aspartico,
leucina; alanina e arginina.

ZEMJANIS & HOYT (1960) verificaram que a adicdo de cisteina,
lactato, el ceto-glutarato, acido glutamico, glutamina; uracila, ti
amina, acido para-aminobenzéico; 17-beta-estradiol, magnésio, man
ganés e ferro estimularam o crescimento do C. fetus. Por sua vez,
LOESCHE, GIBBONS & SOCRANSKY (1965); relataram que a adicéo de ni
trato ao meio de cultura melhorava o crescimento dos campilobacte
res, provavelménte, devido a sua utilizagao como agente oxidante
ou como fonte de nitrogénib;. Entretanto; RAZI; PARK & SKIRROW
(1981); verificaram que as cepas de g. £§£2§ crescem anaerobiamen

te na presen¢a de nitrato e L-aspartato, mas isto nao ocorre com

Segundo MORRIS & PARK (1971), SKIRROW (1977), HOLDEMAN
CATO & MOORE ( 1977 ) os meios sOlidos ou liquidos mais
comumente empregados para o crescimento e desen
volvimento do C. fetus sdo constituidos de extrato
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de levedura, autolizado de levedura, extrato de carne, figado dige
rido, peptona, bissulfito de s6dio, sangue ou hematina, agar e
principalmente em condicoés fisico-quimicas adequadas, tais como
pPH e osmolaridade (LOWRIE, PEARCE & KENNEDY, 1974).

De acordo com SMIBERT (1974), os meios de cultura para cresci
mento de C. fetus sub-espécie jejuni-devem ter o pH ajustado para
7,0.

O C. fetus sub-espécie jejuni apresenta crescimento e desen
volvimento otimos em atmosfera micro-aerébia a 42°cC (SKIRROW,1977),

Os organismos do género Campylobacter podem ser identificados

primariamente por seus caracteres morfologicos, motilidade, colora
¢ao e aspectos culturais. Entretanto, para caracterizacao e identi
ficacao das espécies e sub-espécies, existem varios critérios bio
quimicos e fisioldgicos, dentre os quais destacamos os seguintes:
producao de catalase, producéo de sulfeto de hidrogénio em diferen
tes meios, redugao de nitritos, reducdo de selenito (SMIBERT, 1974;
HOLDEMAN et al, 1977), crescimento em aerobiose, anaerobiose e mi
cro-aerobiose (HOLDEMAN et al,1977), crescimento em meios com
3,5 % de NaCl, 1 % de glicina (SMIBERT, 1974), 1 % de bile (bOYLE,
1981), 8.% de glicose (VERON & CHATELAIN, 1973), crescimento em di
ferentes temperaturas (KING, 1962), sensibilidade ao verde brilhan
te, cloreto de trifeniltetrazolium, acido nalidixico (VERON &
CHATELAIN, 1973), cefalotina (DOYLE, 1981).

Apresentamos no quadro 2 as principais caracteristicas dife

renciais das espécies de campilobacteres.
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QUADRO 2 — CARACTERISTICAS BIQJUIMICAS E FISIOLOGICAS DO GENERO CAMPYLOBACTER (ADAPTADO DE HOLDEMAN ET AL., 1977; VERON & CHATELAIN ,
1973; SMIBERT, 1974 LEAPER & OWEN, 1981; SKIPROW & BENJAMIN, 1980a)

(S) s:sensivel
(~) s:reacdo ou crescimento negativos
{+) :reacao ou crescimento positivos

* .meio Albimi com 0,02. % de cistina ou cisteina

** :meio Albimi aemcistma ou cisteina
**k:cloreto de trifeniltetrazolium

Producao .
Caracteristicas ' Crescimento em Sensibilidade
de st
) 0 o
E '..84 5o« 8 g 5 8
L 3 f v [e]
&« AN I N B . B|E 2 EEes
o Tn o Al w 4 -~ gD 0
28 8 B E R T & & BIJEHEy o X
. § é 5 o ol € o o o o B °© §|8TETE ' 8% €%
Bspicies 8§87 8l d4l/d 38 4 % &8 ¢ flbobsE g 5dss
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C. fetus sub-espécie - :
fetus -/- + + o+ - - - - - + - + + < -+ f + + - - R -
C. fetus sub-espécie
intestinalis /= + + 4 -, - + - + + - + + - - % £ + + - - R -
C. fetus sub-espécie _ ' d
jejuni- -/- + + % - - + ‘$a) + +/(b)- + - + -+ f +/—(b) - +}S) - S +}-)
C. fecalis /- o+ + o+ ? + + o+ + + Vv v - + -+ + ? 2 0?2 2 ? _
C. sputorum sub-espe, J v
- -+ o+ + + + o+ + ? 0+ v v v o -+ + ? ?2 2 2 ? -
cie bubulus
.C. sputorum sub-espé
L - -/ - o+ % + o+ + o+ + ?2 - + + = -+ + ? 2 0?2 2 ?
cie sputorum -
{O/F) :0xidacdo/fermentacio {a):C. coli produz mais H,S que C. jejuni
(v) :reacdo variavel (b):C. coli cresce enquanto C. jejuni nao
(f) :reacdo ou crescimento fracamente positivos (c):C. coli cresce enquanto 82% de C. jejuni nio
(R} :resistente (d) :€. coli ndo hidrolisa o hipurato enquanto o C. jejuni sim



2.2.2.1. Producao de catalase e sulfeto de hidrogénio

Em 1954, REICH (apud KIGGINS & PLASTRIDGE, 1956) verificou
que o V. fetus ( C. fetus sub-espécie fetus) produzia a enzima ca
talase. Posteriormente, BRYNER & FRANK (1955) verificaram que os
campilobacteres produtores de catalase, isolados de processos in
fecciosos genitais de bovinos, nao produziam sulfeto de hidrogé
nio através da técnica de papel de filtro impregnado com acetato
de chumbo. Por outro lado, os campilobacteres saprofitas frequente
mente encontrados nos materiais de analise e'néo relacionados a do
encas clinicas, néo apresentavam catalase mas produziam grande
quantidade do gas. Estes Gltimos foram denominados por FLORENT
(1953) de V.bubulus ( C. sputorum sub-espécie bubulus).

Do mesmo modo, FLORENT (apud ELAZHARY, 1968) e DEAS (1960),
verificaram que os campilobacteres produtores de catalase, isolados
de suinos,podiam ser diferenciados em dois tipos com base na produ

cao de sulfeto de hidrogénio em meios sem cistina. As cepas produ

toras de sulfeto de hidrogénio foram relacionadas ao V. coli ( C.

coli), enquanto as ndo produtoras ao V. fetus var. intestinalis

(C. fetus sub-espécie intestinalis).

DILIELLO, POELMA & FABER (1959) verificaram que as cepas pato
génicas de C. fetus isoladas de bovinos néo produziam sulfeto de
hidrogénio em meio padréo (meio basal sem cisteina) e meio sensi
vel (meio basal com 0,003 % de cisteina), mas as cepas oriundas de
ovinos e seres humanos produziam o gas em pequena quantidade. Para
execucéo destes testes, FLORENT (1959) recomenda a adicéo de hidro

cloreto de cistina a 0,02 % ao inves de cisteina. A~ ~ proposito

-]12-



FIREHAMMER (1965) isolou cepas de campilobacteres catalase-~ positi

vas a partir de fezes de ovinos normais, que produziam elevado te
or de sulfeto de hidrogénio, tanto em meio padrao e meio sensivel
como também na base do agar inclinado triplice-agucar-ferro. O au
tor propos o nome de V. fecalis (C. fecalis) para diferencia-lo
dos outros campilobacteres.

No MANUAL DE BERGEY, SMIBERT (1974) relaciona o C. fetus sub

espécie fetus, C. fetus sub-espécie intestinalis, C. fetus sub-es

pécie jejuni e C. fecalis como produtores de catalase, para dife
rencia-los do C. sputorum sﬁb-espécie sputorum e C. sputorum sub
espécie bubulus, tipicamente nao produtores de catalase. Com rela
cdo a producdo de sulfeto de hidrogénio, somente o C. fetus sub-es
pécie fetus nao produz o gas em meio padréo. Por outro lado, somen
te as espécies de C. sputorum e C. fecalis séo capazes de produzi
rem sulfeto de hidrogénio em agar triplice-acucar-ferro.

Segundo SKIRROW & BENJAMIN (1980a), os testes para producao
de sulfeto de hidrogénio sao Uteis para diferenciar os campilobac
teres. De modo geral, as cepas de C. coli séo mais ativas que as
do C. jejuni e C. fetus sub-espécie fetus; entretanto, estes tes
tes séo de dificil padronizacéo e quantificacéo. Em outro traba
lho, SKIRROW & BENJAMIN (1980b) verificaram que era possivel iden
tificar biotipos de C. jejuni e C. coli de acordo com a producao
de sulfeto de hidrogénio em caldo nutriente semi-s6lido com sulfa
to ferroso. Nesse meio, somente o C. jejuni biotipo 2 produzia sul

feto de hidrogénio.
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2.2.2.2. Crescimento em diferentes atmosferas de oxigénio

FLETCHER& PLASTRIDGE (1964a) verificaram que os C. fetus cres
cem bem em teores de 2,5 % de oxigénio, mas sao incapazes de cres
cer sob condigoés exclusivamente anaerdobia ou aerobia, no isolamen
to primario. Por outro lado, os campilobacteres saprofitas apresen
tam a posicdo mais anaerdbia dentre os campilobacteres. De acordo
com VERON & CHATELAIN (1973), o C. coli & o campilobacter mais
aero-tolerante, e apresenta a mais rapida velocidade de crescimen
to. Do mesmo modo, HOLDEMAN et 2&.(1977) relatam que os campilobac
_ teres nio apresentam crescimento sob condigoés aerdobias, mas cres
cem bem em atmosfera micro-aerdbia (5 % de oxigénio). No entanto,
em condi¢oés anaerdbias, os campilobacteres do grupo C. fetus podem
crescer ligeiramente, enquanto o C. sputorum e o C. fecalis cres
cem abundantemente. Segundo SMIBERT (1974), ocasionalmente algumas
cepas de campilobacteres podem crescer ligeiramente sob condigoes

aerdbias.

A atmosfera Otima para desenvolvimento dos pampilobacteres

termotolerantes deve conter 3 a 6 % de oxigénio e 2 a 10 % anidri

do carbonico.*

2.2.2.3. Crescimento em meios basais contendo cloreto de sodio,

glicina, bile e glicose

KUZDAS & MORSE (1956) estudando a tolerancia dos campilobacte
res oriundos de ovinos, bovinos e seres humanos, em meios com clo

reto de so6dio, verificaram que somente os campilobacteres saprofi

* Manuscrito de PARK et al, a publicar.
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tas cresciam em concentracao de 3,5 % de sal. Do mesmo modo, DILIE
LLO et al. (1959) e FLORENT (1959), verificaram que as cepas de V.
bubulus (C. sputorum sub-espécie bubulus) e alguns vibrios aerobi
os cresciam no meio aquela concentrac¢ao do sal, enquanto que as ce
pas do grupo V. fetus ( C. fetus sub-espécie fetus e C. fetus sub

espécie intestinalis) e inclusive o grupo coli / jejuni, nao apre

sentaram crescimento. BRYANS & SMITH (1960), ELAZHARY (1968) e

SMIBERT (1969), estudando cepas de campilobacteres isolados de bo
vinos, ovinos e frangos, verificaram que as cepas de C. fetus nao
cresciam em meios com 3,5 % de cloreto de s6dio. De acordo | com
SMIBERT (1974), HOLDEMAN et al. (1977) e VERON & CHATELAIN (1973),
somente o C. sputorum sub-espécie bubulus e menos frequentemente
C. fecalis podem apresentar crescimento em meios com 3,5 % de clo
reto de s6dio. Mais recentemente SKIRROW & BENJAMIN (1980a) relata
ram que as cepas do C. fetus sub-espécie jejuni ndo crescem em me
ios com 1,5 % de cloreto de so6dio, o que permite diferencia-las
dos campilobacteres termofilos resistentes ao acido nalidixico
isolados de gaivotas.

LECCE (1958) e MOHANTY, PLUMER & FABER (1962) comprovaram que
todos os campilobacteres, com excec¢do do C. fetus sub-espécie
fetus, sao capazes de crescer em meios com 1 % de glicina. Embora
esta caracteristica tenha sido relatada também por SMIBERT (1974),
VERON & CHATELAIN (1973) e HOLDEMAN et a_l (1977), por outro lado,
SKIRROW & BENJAMIN (1980a) obtiveram resultados variaveis.

Segqundo SMIBERT (1974) e HOLDEMAN et al. (1977), todos os C.

fetus crescem em meios com 1 % de bile, no entanto o C. fecalis e

o grupo C. sputorum apresentam resultados variados.
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DILLIELLO et al. (1959), ELAZHARY (1968) e VERON & CHATELAIN
(1973), tentando diferenciar os campilobacteres produtores de cata
lase, verificaram que somente as cepas de C. jejuni eram incapazes
de crescer em meios cuja concentragdao de glicose era elevada para
8 %. Entretanto, SKIRROW & BENJAMIN (1980a) comprovaram que esse

teste nao € exato.
2.2.2.4. Crescimento a varias temperaturas

KiNG (1957) verificou que todos os campilobacteres cresciam a
37°C, mas os campilobacteres patogénicos intestinais ( organismos
relacionados aos vibrios) de origem humana e animal apresentavam a
propriedade especifica de crescimento 6timo & temperatura de 42°C
e nao cresciam a 25°C. Por outro lado, o V. fetus de origem bovina
(C. fetus sub-espécie fetus) e humana (C. fetus sub-espécie intes
tinalis) cresciam a 25°C mas néo a 42°C. pDesde entao, esses testes
tém sido efetuados para caracterizar os diversos campilobacteres.
Posteriormente, FLETCHER & PLASTRIDGE (1964b) verificaram que os
campilobacteres de origem aviaria cresciam a 45°cC. AFIREHA&MER &
BERG (1965) coﬁfirmaram as observacoés de KING, mas relataram a
existéncia de cepas de campilobacteres de origem ovina e bovina
que cresciam tanto a 25°C quanto a 42°9C. Por isso, SMIBERT (1978),
recomenda o teste de crescimento a 25°C como uma caracteristica di
ferencial mais adequada que o crescimento a 42°C. Do mesmo modo,
aquelas cepas que crescem nas duas temperaturas devem ser conside

radas como C. fetus sub-espécie intestinalis. Por sua vez, SKIRROW

& BENJAMIN (1980a); verificaram que o teste de crescimento a 25°C

permitia 100% de separacao entre os C. fetus e o grupo coli/
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jejuni. Além disso sugeriram que o teste de crescimento a 43°C era

mais adequado que a 429C. De acordo com  SMIBERT (1974, 1978),
HOLDEMAN et al. (1977) e VERON & CHATELAIN (1973), o C. fetus sub

espécie fetus e C. fetus sub-espécie intestinalis, C. sputorum sub

espécie sputorum e algumas cepas de C. sputorum sub-espécie
bubulus crescem a 25°c, enquanto as cepas de C. fetus sub-espécie
jejuni e C. fecalis nao apresentam crescimento a essa temperatura.
Por outro lado, as cepas do grupo C. sputorum sub-espécie bubulus,
C. fetus sub-espécie jejuni e C. fecalis crescem a temperatura de
42°C enquanto as outras espécies e sub-espécies néo creséem a esta
temperatura, ressalvadas algumas cepas de C. fetus sub-espécie

intestinalis.

2.2.2.5. Sensibilidade a determinados compostos quimicos e antimi

crobianos

FLORENT (1959) verificou que os campilobacteres do grupo coli
jejuni nao cresciap bem em meios adicionados de verde brilhante
a concentracéoAde 1 : 40.000, mas reduzindo-se esta concentracdo a
metade, era possivel obter um certo crescimento. Por sua vez,
ELAZHARY (1968) também verificou que os campilobacteres poderiam
ser diferenciados através da observacéo do crescimento em meios
com verde brilhante a diferentes concentracoés; e neste sentido,
as cepas de C. fetus sub-espécie fetus cresciam bem em concentra
coés elevadas de verde brilhante (1 : 33.000), porém as cepas de
C. coli (V. coli) oriundas de diversas fontes, tiveram o crescimen
to completamente inibido agquela concentracéo, mas cresciam bem a

1 : 100.000. Por outro lado, as cepas de C. jejuni (V. jejuni) de
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origem bovina e ovina nao cresciam mesmo a mais baixa concentracéo
do corante. Por este motivo; FLORENT (1959) recomendou a incorpora
¢do do verde brilhante & concentracdo de 1 : 40.000 aos meios em
pregados para o isolamento do g.’fgﬁgg sub-espécie fetus ( V.
fetus) de origem genital, pois permitia o seu isolamento em detri
mento dos demais.

Aplicando este teste, VERON & CHATELAIN (1973), verificaram

que somente as cepas de C. fetus sub-espécie fetus ( C. fetus sub

espécie intestinalis) e C. fetus sub-espécie venerealis ( C. fetus

sub-espécie fetus) eram capazes de crescer a mais alta concentra
cdo de verde brilhante (1 : 33.000). Ainda o C. coli podia ser di
ferenciado do C. jejuni porque somente o primeiro crescia a concen
tracao de 10 ug de verde brilhante por mililitro do meio (1 :
100.000 ). Entretanto; SKIRROW & BENJAMIN (1980a) verificaram que

apenas 352 das 1.120 cepas do grupo coli-jejuni testadas apresenta

ram resultados satisfatorios de sensibilidade ao verde brilhante.
De acordo com THIBAUALT & FLORENT (EEEQ VERON & CHATELAIN,
1973), o C. fetus sub-espécie i%iggi‘(g. coli e C. jejuni) €& sensi
vel ao acido nalidixico (30 - 40 ug/ml) e relativamente resisten
te ao cloreto de trifeniltetrazolium (CTT) (1 mg/ml), enquanto que

o C. fetus sub-espécie venerealis (C. fetus sub-espécie fetus) e o

C. fetus sub-espécie intestinalis (C. fetus sub-espécie fetus) sao

resistentes ao primeiro composto e sensiveis ao segundo. Para efe

tuar o teste de resisténcia ao CTT BUTZLER & SKIRROW
(1979), recomendam reduzir a concentracao dessa substancia
de 1 mg para 0,4 mg/ml; porque o C. jejuni cresce me

lhor a esta concentracao. Segundo SKIRROW & BENJAMIN (1980a), o
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teste de tolerancia ao CTT mostrou-se Util para separar as cepas

do grupo coli-jejuni das outras sub-espécies do grupo C. fetus, e

até mesmo diferenciar as cepas do grupo coli-jejuni por teste de

difusdo em disco, pois que o C. coli €& bem mais resistente ao CTT
que o C. jejuni. LUECHTEFELD & WANG (1982) estudaram 315 cepas de
C. fetus sub-espécie jejuni com relagdo a resisténcia ao CTT
(0,4 mg/ml) e esta caracteristica foi observada em 97 % das cepas
de origem humana, 95 % das cepas aviarias e em 100 % das cepas de
outros mamiferos. Por outro lado, todas as cepas de C. fetus sub

espécie intestinalis analisadas apresentaram sensilibilidade ao

CTT.

Quanto a sensibilidade ao acido nalidixico, SKIRROW & BENJAMIN
(1980a), verificaram que as cepas de C. jejuni e C. coli sao sen
siveis ao composto, mas deve-se levar em consideracdo a existéncia
de algumas cepas desse grupo, encontradas em gaivotas, que sdo re
sistentes ao acido nalidixico. Contrariamente, todas as cepas do
grupo C. fetus sao resistentes ao acido nalidixico (SMIBERT, 1974;

HOLDEMAN et al, 1977 e BUTZLER & SKIRROW, 1979).
2.2.2.6. Hidrolise do hipurato

HARVEY (1980) fez um estudo para diferenciar as sub-espécies
do grupo C. fetus, empregando o método de hidrdlise do hipurato de
sodio. Através desse teste o autor observou que somente o C. fetus
aub-espécie jejuni era capaz de hidrolisar o hipurato. SKIRROW &
BENJAMIN (1980b) verificaram que a atividade da hipuricase era ca

racteristica exclusiva dos dois biotipos de C. jejuni, o que permi
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tia diferencia-los do C. coli e C. fetus. Por sua vez, LUECHTEFELD
& WANG (1982) estudando 315 cepas de C. fetus sub-espécie jejuni
encontraram atividade de hipuricase em 99 % das 155 isoladas de se
res humanos, 75 % das 60 isoladas de aves, 100 % de 41 cepas bovi
nas e caninas, 84 % de 31 isoladas de mamiferos de zooldogicos e em
nenhuma das 28 cepas isoladas de suinos. Por outro lado, todas as

18 cepas de C. fetus sub-espécie intestinalis estudadas pelo mesmo

autor ndo hidrolisaram o hipurato.

Segqundo LEAPER & OWEN (1981), os testes mais importantes usa
dos na identificacao das varias espécies de campilobacteres produ
_ toras de catalase foram o crescimento a 25° e~42°C, producao de
sulfeto de hidrogénio, tolerancia ao acido nalidixico e ao cloreto
de trifeniltetrazolium e hidrdlise do hipurato. Ainda segundo os
pesquisadores, a unica forma de diferenciar o C. coli do C. jejuni

era a execucao do ultimo teste.

2.2.3. Métodos para isolamento de C. fetus sub-espécie jejuni

Desde as primeiras tentativas para o isolamehto de C. fetus
de animais, se verificou a dificuldade de crescimento e desenvoleui
mento do microrganismo nas condigoés de rotina dos laboratorios
(SMITH, 1918). Esta dificul8adé deve-se sobretudo, as complexas e

xigéncias culturais desses microrganismos, particularmente quanto

3 nutricdo, atmesfera e temperatura de incubagao (SMIBERT, ~1978).

Além disso, os campilobacteres apresentam crescimento lento gquando
comparado a outros microrganismos contaminantes, tais como entero

bactérias e pseudomonas, usualmente presentes nos materiais de ana
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lise (SMIBERT, 1965; SMITH & MULDOON, 1974; TANNER & BULLIN, 1977;
BUTZLER et al, 1973; e SMELTZER, 1981). Em decorréncia, diferentes
métodos tém sido desenvolvidos com o objetivo de fornecer as condi
¢oés necessarias para o isolamento e desenvolvimento do C.  fetus
sub-espécie jejuni. Dentre estes incluem-se o uso de meios ricos
seletivos, reducao da concentracéo de oxigénio do ar para 5 a 6 %,
aumento da concentragao de anidrido carbénico para cerca de 10 % e
incubacao a temperatura de 42°c (SMIBERT, 1978; SKIRROW, 1977;
BUTZLER et al,, 1973; KIGGINS & PLASTRIDGE, 1956; KING, 1957).

A fim de evitar os microrganismds contaminantes, DEKEYSER et
. al. (1972) aplicaram o procedimento de PLUMER, DUVALL & SHEPLER
(1962) e SHEPLER, PLUMER & FABER (1963), o gual envolve a filtra
cao diferencial das amostras em filtros de membranas com poros de
0,65 pm de diametro e posterior inoculacéo do filtrado em agar san
gue com antibidticos. Esta técnica baseia-se no principio de que
os campilobacteres por serem delgados passam atravées dos poros, em
detrimento da maioria dos contaminantes que 550 retidos. Este pro

cedimento, entretanto, € muito laborioso para uso em analise de ro

tina e é menos sensivel que os métodos de inoculagdo direta em me
ios sOlidos seletivos (BUTZLER & SKIRROW, 1979), provavelmente de
vido a retencéo dos campilobacteres nos filtros (WANG, BLASER &
CRAVENS, 1978; GRANT, RICHARDSON & BOKKENHEUSER, 1980). WANG et al.
(1978) recomendam esta técnica para analise de fezes de animais,

devido a presenca de Proteus que crescem mesmo em meios com antibi

oticos.
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2.2.3.1. Tratamento das amostras

As amostras de fezes, intestinos ou alimentos, coletadas com
zaragatoas, sao geralmente transportadas e mantidas a 4°C em tubos
de rosca contendo os mais diferentes meios, tais como tioglicolato
(BLASER et al, 1979b), meio para brucéela (HOLDEMAN et al, 1977), me
io peptonado com extrato de levedura e magnésio (FIREHAMMER &MYERS
1981), meio Albimi para brucela (STERN, 1981b), meio enriquecido
para brucela (WANG et al., 1980), meio de transporte de Cary &
Blair (LUECHTEFELD et al,, 1981b). A estes meios deve-se adicionar
0,16 % de agar, quantidade que permite a oxigenacao do meio em tor
no de 6 ¥ (SMIBERT, 1974) e usualmente os antibidticos cloridrato
de vancomicina, sulfato de polimixina-B, lactato de trimetoprinm,
anfotericina-B e cefalotina (BLASER et al, 1979a). Desse modo, oOs
meios semi-sélidos sdo seletivos pois fornecem atmosfera micro-aerd
bia, eliminando os microrganismos anaerdbios estritos da porg¢ao su
perior oxigenada, assim como selecionam os microrganismos moveis
como os campilobacteres que se deslocam para aquela porgao. A adi
céo de antibioticos e a incubacéo a 42°C torna os meios ainda mais
seletivos. Podem ainda ser utilizados o caldo nutriente com sangue
e antibioticos (ROBINSON et al., 1979), agua peptonada alcalina
(TANNER & BULLIN, 1977; STICHT-GROH, 1982), salina glicerol ( KAR
MALI & FLEMING, 1979b) ou salina com tampao de fosfato ( SMELTZER,
1981).

As amostras sOlidas de alimentos ou al¢as intestinais podem

ser acondicionadas em caldo nutriente (SMITH & MULDOON, 1974), a

gua peptonada 0,1 % (NORBERG, 1981); salina fisioldgica ou agua
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destilada estéril (AL-MASHAT & TAYLOR, 1980a), caldo de - infusao
de cérebro e coracdo (GRANT et al, 1980). Segundo GILL & HARRIS
(1982) , quando se usam zaragatoas para amostragem, estas podem ser
acondicionadas em agua peptonada 0,1 %.

O periodo para anadlise ndo deve ser longo, pois os microrga
nismos psicrotroficos contaminantes podem superar rapidamente em
numero os campilobacteres, particularmente em amostras que presumi
velmente contenham o microrganismo em baixos niveis ou que tenham
sofrido injirias. Isto pode até mesmo ocorrer com alimentos em con
dicoés normais de manuseio e manutenééo, devido & toxicidade do
oxigénio atmosférico e incapacidade do organismo multiplicar-se a

baixas temperaturas.*

2.2.3.2. Meios para recuperacgao e isolamento

As amostras de alimentos podem ser inoculadas em caldo de en
riquecimento e/ou plaqueadas diretamente em meios solidos seleti
vos (PARK et al, 1981). Para ;postras frescas, seja de fezes, con
teido de pessoas e animais sintomaticos, o plaqueamento direto é
preferido, devido a presenca do microrganismo em grande numero e
por permitir abreviar o diagndstico.

BLASER et al. (1979a) recomendam o plagqueamento direto em me
ios seletivos e a inoculagéo das amostras de fezes em meio semi—sé
lido de enriquecimento, constituido de caldo de tioglicolato com
antibidticos, e refrigeragdo por 8 horas antes de proceder a inocu

lacdao em meios solidos seletivos. Entretanto, segundo DOYLE &

ROMAN (1982c), este procedimento nao é adequado para o isolamento

* Manuscrito de PARK et al, a publicar.
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de campilobacteres em baixos nimeros, porque estes microrganismos
nao crescem a temperatura de refrigeracao, morrendo progressivamen
te, ainda que lentamente.

TANNER & BULLIN (1977) verificaram que a manutencio das amos
tras em agua peptonada alcalina (pH= 8,4) e incubacdo a 43°c em
atmosfera micro-aerdbia constitui um método satisfatdrio de enri
quecimento para campilobacteres, permitindo o crescimento e multi
plicacéo de pequenos inoculos (1 a 10 organismos), mesmo em presen

¢a de numeros elevados de Escherichia coli e Streptococcus

faecalis. Além disso este método permitiu isolar o Campylobacter

~de duas amostras de fezes que haviam dado resultados negativos pe
lo plaqueamento direto. Por outro lado, WANG, BLASER & CRAVENS
(19789, relataram que este meio & Gtil para recuperacao do C.
jejuni de suspensoés fecais inoculadas com o microrganismo e incu
badas a 42°c por periodo de tempo ndo superior a 8 horas, visto
que incubacoés mais prolongadas resultam em crescimento exagerado
de outros membros da flora intestinal. Contudo, estes  pesquisado
res observaram que este método de enriquecimento € menos efetivo
para o isolamento do C. jejuni de amostras de fezes de pacientes
do que o procedimento de plaqueamento direto em meio seletivo.
DOYLE & ROMAN (1982c) acreditam que a ineficacia do enriqueci
mento em agua peptonada alcalina para isolamento seja devido ao fa
to de que este microrganismo apresenta uma baixa velocidade de
crescimento, mesmo sob condicées aparentemente oOtimas, que permi

tem a sobrepujancia do Campylobacter pelos microrganismos da flora

N

normal.

LANDER & GILL (1980) desenvolveram um meio de enriquecimento
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seletivo constituido de caldo de <carne de vitela ao qual acres
centam 7 % de sangue lisado de cavalo, 1 % de carvao vegetal para
bacteriologia e os antibidoticos vancomicina (40 pg/ml), trimeto
prim (20 pg/ml), polimixina-B (10 UI/ml), cicloheximida (100 pg/

ml), para isolamento do C. coli-jejuni de fezes de vacas infecta

das experimentalmente com o microrganismo, por via intramamaria. A
pos a inoculacdao, o meio de enriquecimento foi incubado a 37% por
48 horas aerobiamente e entao repicado em agar seletivo de Skirrow
- suplementado com o antibiotico actidiona (100 npg/ml), assim como
em agar éangue comum. De acordo com bOYLE & ROMAN (1982c), o meio
de enriquecimento anteriormente mencionado mostrou-se inibitorio
para algumas cepas de C. jejuni, provavelmente devido a presenga
dos antibioticos em elevadas concentracgoes.

SMELTZER (1981) desenvolveu um meio de enriquecimento liquido
constituido de 4 g de extrato de levedura, 1 g de piruvato de s
dio, 1 g de metabissulfito de s6dio e 1 g de sulfato ferroso, para
cada litro de infusao de cérebro e coragdao, para o isolamento de
C. jejuni de carcacas de frangos. As amostras eram obtidas por la
vagem superficial das carcacas. Parte do liquido de enxaguadﬁra
das mesmas era plaqueado diretamente em agar para campilobacteres
e o restante era inoculado no meio liquido de enriquecimento. (o)
procedimento de enriquecimento consistia em incubar as amostras a
37°C por 3 a 4 horas, adigdo dos antibiSticos de SKIRROW (1977) su
plementados com cefalotina (15 ug/ml) e incubacdo a 43°c por mais 48 ho
ras. Os repiques eram feitos apos 24, 48 e 72 horas, por plaquea
mento direto em agar seletivo e indireto, apds filtracdo de 4 go

tas em membranas com poros de 0,65 pym. Através deste procedimento
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de enriquecimento e filtracao em membwana , o autor conseguiu iso
lar o C. jejuni de 5 amostras, as quais tinham dado resultados ne
gativos pelo plaqueamento direto.

Estudando a taxa de recuperacdao de C. jejuni inoculado expe
rimentalmente em carne moida, tendo sido enriquecido em caldo de
tioglicolato com 7 % de sangue lisado de cavalo, 40 ug/ml de van
comicina, 30 pg/ml de trimetoprim, 10 UI/ml de polimixina-B e
100 pg/ml de cicloheximida, e incubado a 37% por 24 horas em
atmosfera micro-aerdobia, OOSTEROM, VEREIJKEN & ENGELS (1981), ve
rificaram que este meio era capaz de-recuperar de 100 a 1000 célu
las do microrganismo por grama de carne. Ainda, os pesquisadores
tornaram este meio mais sensivel pela incorporacgao de 1,5 % de bi
le bovina, permitindo recuperacéo de até 3 a 10 células de C.
jejuni por grama de carne.

PARK et al. (1981) desenvolveram um sistema de recuperacao pg
ra amostras de frangos, as quais eram filtradas em camada dupla
de algodao e centrifugadas a 16.300 x G por 15 min. O sedimento
era suspenso em caldo para brucela e transferido para caldo de en
rigquecimento com o mesmo meio adicionado de 8 ng de wvancomicina,
4 pg de trimetoprim e 8 ng de sulfato de polimixina-B, para cada
ml do meio. A incubacao era €fetuada a 42°C sob um fluxo constan
te de uma mistura gasosa de 85 % de nitrogénio, 10 ¥ de anidrido
carbénico e 5 % de oxigénio, a uma velocidade de 5 a 7 ml por mi
nuto ( ou em condicoés estaticas de micro-aerobiose), por um peri
odo de trés dias, ao fim do qual a cultura era filtrada em fil
tros de membranas com poros de 0,65 um de diémetro. As diluicoes

do filtrado eram plagqueadas em meios seletivos. Através deste pro
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cedimento, os autores verifiéaram que era possivel recuperar aci
ma de 0,2 células de campilobacter na presencga de 104 a 106 orga
nismos contaminantes por grama, além de ser duas vezes mais efici
ente para o isolamento do'C. jejuni de carcacas de frangos do que
o plaqueamento seletivo direto.

DOYLE & ROMAN (1982c) desenvolveram um procedimento de
recuperacéo seletiva de pequenos numeros de campilobacteres em
leite cru, pele de frango e hamburguer, ' que apresentavam conta

5 9

a 10° bactérias por grama. O meio

gem aerobia em placas de 10
era constituido de caldo pafa brucelé’com 7% de sangue lisado de
cavalo, 0,35 de succinato de sédio; 0,01% de hidrocloreto de cis
teina, 15 ug/ml de trimetoprim; 20 UI/ml de polimixina-B e 50 ug /
ml de cicloheximida. ApOs incorporacao ao meio de cultura de 10 ou
25 g de alimento inoCuladé, a incubacéo era feita com agitacao sob
condicées micro-aerdbia a 42°C por 16 a 18 horas, quando se proce
dia ao plagqueamento em meio so6lido de Blaser e colaboradores. o)

procedimento mostrou-se efetivo para recuperar até 0,1 célula de

Campylobacter por grama de alimento. Das 50 cepas de campilobacte

res inoculadas experimentalmente; todas foram recuperadas de leite
cru e hamburguer a um nivel de 1 a 4 células por grama. No entan
to, somente 41 e 40 cepas foram recuperadas de hamburgueres e lei
te cru, respectivamente; quando o inodculo continha 0,1 a 0,4 célg
la/g. Embora este procedimento tenha sido mais rapido e direto que

os mencionados anteriormente, ele foi o menos efetivo para recupe

racao de Campylobacter da pele de frangos; pois das 50 cepas estu

dadas, 7 e 26 nao foram . recuperadas quando o inbéculo con

tinha de 1 a 4 e 0,1 a 0,4 células/g; respectivamente.
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Os meios sb6lidos seletivos empregados para o isolamento de
C. fetus sub-espécie jejuni sdo basicamente de dois tipos. 0 meio
de Skirrow & constituido de agar nutriente especial (base para
agar sangue n? 2 da OXOID) com 5 a 7 % de sangue lisado de cava
lo, 10 ng/ml de cloridrato de vancomicina, 2,5 UI/ml de sulfato
de polimixina-B e 5 ng/ml de lactato de trimetoprim. O outro meio
existente € o de Butzler, constituido de agar de tioglicolato com
15 % de sangue de carneiro, 25 UI/ml de bacitracina, 5 pg/ml de
novobiocina, 50 ng/ml de actidiona, 10 unidades/ml de colistina e
15 pg/ml de cefalotina. De acordo com BUTZLER & SKIRROW (1979), o
primeiro meio tem uma formula mais simples e & menos seletivo que
O segundo meio. Se for empregado um meio basico diferente, por
exemplo o agar Colimbia, na preparagio do primeiro meio, deve-se
aumentar a concentracao de polimixina. O uso de sangue lisado de
cavalo é essencial para assegurar a neutralizacao de antagonistas
a trimetoprim, que de outro modo permitiria o crescimento de
Proteus sp.

O meio de Skirrow foi postgriormente modificado por WANG et
al. (1978) pelavadicéo de anfotericina-B (2 pg/ml) e por BLASER
et al. (1979a), incorporando ainda 15 ng/ml de cefalotina, tornan

do-o efetivamente mais inibitdrio para o crescimento de organis

mos da flora entérica normal sem afetar o C. fetus sub-espécie’
jejuni. KARMALI & FLEMING (1979a) verificaram que o meio de

Skirrow contendo 5 pg/ml (50 UI/ml) de polimixina-B, tendo como
base o agar Columbia, suprimia melhor a flora normal resistente,
permitindo melhor leitura. PATTON et al. (1981) modificaram o meio

de Butzler pelo aumento da concentracio de colistina de 10 para

-28-—

i



20 unidades/ml, conseguindo reduzir o niimero de coliformes compe
tidores, sem afetar o crescimento do C. fetus sub-espécie jejuni.
O meio preparado com agar brucela e com os antibidticos de
Skirrow, modificado por BLASER et al. (1979a), tem sido usado com
sucesso em analises de fezes humanas.

BORDER, FIREHAMMER & MYERS (1974) substituiram com eficién
cia o sangue por hematina em concentragdo de 0,002 % no meio de
agar brucela.

De acordo com GEORGE et al. (1978), a adicdo, ao 4gar bruce
la, dos compostos sulfato ferroso, metabissulfito de sddio e piru
vato de so6dio, na concentragdo de 0,025 %, melhorava consideravel
mente o crescimento do C. fetus, provavelmente por proteger as cé
lulas da toxicidade do oxigénio, pois com este meio era possivel
cultivar as células deste microrganismo, mesmo em teores elevados
de oxigénio.

Por sua.vez, RAZI & PARK (1979) verificaram que a incorpora
¢ao conjunta dos agentes seletivos de Skirrow e 0,001 % de hemati

na ao agar nutriente facilitava o isolamentp de Campylobacter,

mesmo em se tratando de indculos pequenos, além do meio ser mais
simples e mais barato que os mais comumente empregados.
GILCHRIST, GREWELL & WASHINGTON II (1981) verificaram que o
método de plaqueamento direto utilizando meios s6lidos com suple
mentos de GEORGE et al. (1978), oferece vidrias vantagens sobre o
método de enriquecimento de BLASER et al.(1979a), para o isolamen
to de C. fetus sub-espécie jejuni de amostras clinicas. Dentre e
las, permite o diagnostico em 24 horas, reduz os custos e a neces

sidade de novos testes adicionais. Naquele mesmo estudo, os auto
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res verificaram que o meiode Thayer-Martin e modificacoés sd3o ina
dequados para o isolamento primario de muitas cepas de C. fetus
sub-espécie jejuni.

MEHLMAN & ROMERO (1982), estudando os principais requisitos

de varias cepas de Campylobacter sp., observaram que as concentra

¢coés, fontes de nitrogénio organico e fatores de crescimento sao
criticos. Para o crescimento de pequenos indculos é necessirio a
presenca de extratos de carne e de levedura, aminoacidos de casei
na e agar. A faixa Otima de pH situa-se entre 7,0 e 7,5, segundo
os pesquiéadores. Além disso foi observado que as culturas apre
sentavam sensibilidade aos agentes tenso-ativos, como sulfato-lau
ril e sais biliares n? 3, em concentragoés comumente empregadas
para o enriquecimento de bactérias entéricas. Por outro lado, as
culturas toleram 0,7 % de cloreto de s6dio em adigdo aos sais pre
sentes nos constituintes organicos.

Entre os principais meios sO0lidos seletivos empregados, o de
Butzler e aquele modificado por PATTON et al. (1981), sdo mais ini

bitorios para o Campylobacter e para a flora competitiva, do que

os meios de Skirrow e o modificado por BLASER et al. (1979a). Ain
da, a capacidade de recuperacao depende tanto da natureza das ce
pas de campilobacteres como do numero de bactérias presentes nos
alimentos.* Para analise de materiais clinicos, o melhor seria u
tilizar concomitante uma combinacao conjunta dos principais meios
(PATTON et al.,, 1981), assim como procedimentos de enriquecimento
(CHAN & MAKENZIE, 1982; STICHT-GROH, 1982; PARK et al, 1981).
SMELTZER (1981), na Australia, empregou com sucesso um meio

s0lido seletivo para isolamento de C. jejuni de carcacas frescas

* Manuscrito de PARK et al, a publicar.
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de frangos, constituido de agar de Mueller-Hinton com os ingre
dientes de GEORGE et al. (1978), os antibidticos de Skirrow e 15
ug/ml de cefalotina. Entretanto, 5 culturas adicionais somente
foram positivas apos enriquecimento e filtracéo. Do mesmo modo ,
PARK et al. (1981) empregaram o meio de Skirrow modificado pelo
aumento de 10 vezes a concentracéo de polimixina, mas o isolamen
to direto resultou apenas em 32 % de casos positivos, e em 62 %
ap0s o enriquecimento.

Através de plaqueamento direto em meio de Blaser, cujo agar
triptose &€ utilizado como base, e inéubacéo micro-aerébia a 42°C
- por 48 horas, LUECHTEFELD & WANG (1981) conseguiram isolar o C.
fetus sub-espécie jejuni de amostras do trato intestinal, carca
cas frescas de perus e também de superficies do abatedouro.

STERN (1981a) empregou um meio constituido de agar com soja
triptica com 5 % de sangue desfibrinado de cavalo e os antibidti
cos de Skirrow com 15 ug/ml de cefalotina;wpara analisar carne bo
vina inoculada experimentalmente, obtendo uma recuperacéo de 100%

quando o indoculo era de 32 células de“Camp‘ylobaéter/cm2 de super

ficie estudada e de 40 %, quando o mesmo era de 0,3 a 3,2 células
por cm?. Em outro estudo; STERN (1981b) verificou que este método
permitia isolar o C. ggggg sub-espécie jejuni de fezes e carcacgas
frescas de ovinos; suinos e bovinos.

GILL é HARRIS (1982) empregaram o meio de BLASER et al.
(1979a) juntamente com os suplementos de GEORGE et al. (1978) e
os antibioticos recomendados por Butzler ou Skirrow, para o isola
mento de C. fetus sub-espécie jéjuni de fezes e carcacas de be

zerros e borregos, assim como de superficies utilizadas em mata
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douros. Os autores verificaram que estes meios sao Uteis e que
as colonias do microrganismo apareciam mais rapidamente (48 ho
ras) no meio suplementado com os antibioticos de Skirrow do que
naqueles com os antibioticos de Butzler (3 - 4 dias). Também, a
técnica de amostragem com zaragatoas (umedecidas em peptona 0,1 %
ou secas) apresentou uma taxa de recuperacéo de aproxidamente 1 %
para superficies de carne. Para superficie de vidro, a taxa de re
cuperacao foi de 10 %.
CHRISTOPHER, SMITH & VANDERZANT (1982b) desenvolveram com su

cesso um procedimento para determinar o numero mais provavel (NMP)

_de C. fetus sub-espécie jejuni em miudos frescos comestiveis
de frangos, que consitia em cultivar as amostras em caldo para

brucela com 0,15 % de agar; 0,05 % de piruvato de so6dio e os anti
bioticos usados por BLASER et al, (1979a). Os tubos inoculados e
ram mantidos a 2°c por 12 horas e entao incubados a 42°¢ por 48
horas em atmosfera micro-aerobia. Findo este periodo, o plagquea
mento era feito em agar brucela suplementado com 10 % de sangue
desfibrinado de cavalo e com os mesmos antibidticos. A incubacao
era feita por 48 horas em atmosfera adequada.

NORBERG (1981) detectou a presenca de C. fetus sub-espécie
jejuni em carcacas congeladas de frangos, através da filtracao
das amostras em filtros de membrana. com poros de 0,45 pm e inocu
lacao das. membranas no meio de Skirrow. A incubacao era feita em
duas jarras de anaerobiose sem o catalisador, sendo que uma era

incubada a 42°c por 48 horas e a outra a 25% por 5 dias.
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2.2.3.3. Temperatura e pH

DOYLE & ROMAN (1981) estudando o efeito da temperatura e pH,
em caldo para brucela, sobre o crescimento e sobrevivengia do
C. fetus sub-espécie jejuni, verificaram que o crescimento nao o
corria a temperatura de 30°C ou abaixo desta e i temperatura de
47°c ou acima desta. Por outro lado; a faixa de temperatura Otima
de crescimento encontrava-se entre 42 e 45°C, e o pH otimo entre
6,5 & 7,5, embora todas a. cepas analisadas crescessem bem em fai
xas de pH de 5,5 a 8,0.

BUTZLER & SKIRROW (1979) relataram que a temperatura de incu

bacdo a 37°C & satisfatdria para o isolamento de C. coli -jejuni,

mas a seletividade pode ser aumentada e os resultados podem  ser
obtidos mais rapidamente pela incubacgao a 42-43°c; pois exclui os
organismos do grupo C. ggggé e o crescimento torna-se visivel en
tre 12 a 48 horas, a depender do nﬁmero de organismos presentes na

amostra. Entretanto, as placas devem ser incubadas por um periodo

minimo de 72 horas antes de serem descartadas (PATTON et al,
1981). Para isolamento de outras espécies ' do género
Campylobacter é necessario incubar a temperatura de 37° ¢

(KING, 1962; ULLMANN, 1979; HOLDEMAN et al, 1977 e MORRIS & PARK,

1971).
2.2.3.4. Atmosfera micro-aerdbia

A atmosfera micro-aerdbia requerida para o isolamento e cres

cimento de C. fetus sub-espécie jejuni pode ser conseguida por di
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versos procedimentos. O mais simples consiste em adicionar 0,12 a
0,20 % de agar aos meios liquidos e incubar sob condigoés aerdbi
as. O crescimento nestas condigcoés ocorre somente na porgao supe
rior, isto €, 2 a 3 mm abaixo da superficie do meio ( SMIBERT,
1974).

A atmosfera micro-aerdbia Gtima para crescimento de C. fetus
pode ser obtida através da evacuacao do ar de uma jarra para anae
robiose e substitui-lo por uma mistura gasosa de 5 % de oxigénio,
10 % de anidrido carbdnico e 85 % de nitrogénio ( KIGGINS &
PLASTRIDGE; 1956). Alternativamente,-pode—se evacuarv2/3 do ar e
. ajustar a pressao com uma mistura gasosa de 95 a 85 % de nitrogé
nio e 5 a 15 % de anidrido carbénico (MORRIS & PARK, 1971; HOLDE
MAN et al,, 1977 e BUTZLER & SKIRROW, 1979).

Esta atmosfera pode também ser conseguida por meio de rea
coes quimicas, através da utilizacao de um envelope de Gas-~Pak ou
colocando um tubo coﬁ 3 gramas de NaHCO3 em uma jarra para anaero
biose sem catalisador e adicionando ao tubo 3 ml de HCl a 0,2 N.
Evacua-se entéo 3/4 do ar da jarra e fecha-se.* Segundo KIGGINS
& PLASTRIDGE (1956) néo € obrigatoriamente necessario ajustar a
presséo com nitrogénio ou hidrogénio.

Um método simples consiste em colocar uma ou mais velas ace
sas num recipiente que se feche hermeticamente. De acordo com
LUECHTEFELD et al. (1982), este. método reduz o_teor de oxigénio. do
ar de 21 % para 17% e gera 3 % de anidrico carbdnico, mas é reco
mendavel apenas quando se usa uma temperatura de incubacgao de
42°C e em condicoés onde nao haja possibilidade de fornecer uma

atmosfera 6tima. GEORGE et al. (1978) relataram que a incorporacao

* Manuscrito de PARK et al, a publicar.
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(ao meio de agar brucela) de sulfato ferroso, metabissulfito de
so0dio e piruvato de s6dio, na concentracgdo de 0,025 % de cada
substancia, permitiu uma melhor recuperacgio de C. fetus, especial
mente quando se usa o método da vela. Por outro lado, este método
somente € Util para propagacdo de culturas puras ou para isolamen

to de Campylobacter de amostras contendo acima de 106 células do

organismo por grama, e deste modo n3ao é recomendavel o seu uso
para o isolamento de microrganismos de alimentos.*

MAGALHAES, ANDRADE & SILVA (1982) aplicando o método da 13
de acgo para‘isolamento de C. fetus sub—espécie jejuni de amostras
. de fezes humanas, verificaram que € mais econdmico e de mesma efi
ciéncia que o processo Gas-Pak sem o catalisador. Por aquele métg
do, consegue-se a atmosfera micro-aerdbia embebendo- se pedacos
de 1a de ago (4-5 g) em placa de Petri contendo uma solucdo acidi
ficada de sulfato de cobre (10 ml). O liguido & removido e a pla
ca invertida € colocada num recipiente de 1,5 1 de capacidade con
tendo 1/2 tablete de Alka-Seltzer.

KARMALI & FLEMING (1979c) aplicaram com sucesso o principio
de FORTNER para isolamento de C. fetus sub-espécie jejuni de amos
tras clinicas. Este método consiste na utilizacéo de um microrga

nismo anaerobio facultativo ( Proteus rettgeri)de crescimento ra

pido, para reduzir a concentragao de oxigénio e aumentar a tensio
de anidrido carbdnico da atmosfera de incubacdo, através do meta

bolismo em umsistema fechado, que permite.. o crescimento de or

-

ganismos sensiveis ao oxigénio, como. os campilobacteres. Este me

todo foi igualmente eficaz ao método da substituicio de 2/3 do ar

da jarra anaerobia por anidrido carbdnico.

* Manuscrito de PARK et al., a publicar.
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PATTON et al. (1981) obtiveram uma atmosfera micro- aerdbia
em jarras para anaerobiose sem catalisador, de aproximadamente 5%
de oxigénio e 8 % de anidrido carbdnico, através da evacuacao do
ar a 15 polegadas de mercirio e substituigdo por uma mistura gaso

10 % de H

sa de 10 % de CO e 80 % de N,. O processo era repeti

2 2 2

do duas vezes.
2.2.4. Capacidade de sobrevivéncia do C. fetus sub-espécie jejuni

Muito embora o C. fetus sub—espééie jejuni ja tenha sido im
plicado como agente de toxinfecc¢do alimentar, pouco se sabe sobre
sua capacidade de sobrevivéncia em diferentes ambientes e condi
coés fisioldgicas, bem como em relacao a composicao, processamen
to e estocagem de alimentos (DOYLE, 1981).

Desde 1919, que SMITH & TAYLOR verificaram que o C. fetus
sub-espécie fetus era bastante sensivel a dessecagao e ao calor,
morrendo 3 horas apds exposicéo a temperatura ambiente e 10 minu
tos apos exposicéo a 55°c. )

Em 1974, SMITH & MULDOON relataram que o C. fetus sub-espé
cie jejuni € capaz de sobreviver em superficies de carne de fran
go cruas mantidas em refrigeracao (3°C) e -+ congelamento
( - 23,5°C), por periodos de tempo correspondentes a comercializa
céo das aves, 5 e 20 dias respectivamente.

Segundo BLASER et al. (1980a), o C. fetus sub-espécie jejuni
nao se multiplica quando inoculado no leite, mas pode permanecer

viavel por varias semanas e mais de 24 horas se mantidas em tempe

raturas de 4 e 25°C, respectivamente. Em condicoés normais,
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WATERMAN ( apud ROBINSON & JONES, 1981) obteve resultados idénti
cos. DOYLE & ROMAN (1981), estudando as taxas de inativacao do C.
fetus sub-espécie jejuni em creme de leite, aquecido a 48, 50, 53
e 55°C, encontraram valores D entre 7,2 e 12,8 minutos para a tem
peratura de 48°C e de 0,74 a 1 minuto a 55°C. 0Os autores conclui
ram que as temperaturas e tempos usados na pasteurizacdo do leite
seriam suficientes para eliminacdao de niumeros elevados de

Campylobacter, porventura presentes no leite. Neste mesmo sentido

CHRISTOPHER, SMITH & VANDERZANT (1982a) verificaram que o C.
fetus sub-espécie jejuni e o C. fetus sub-espécie intestinalis

nao sobrevivem ao aquecimento de 60°C por 1 minuto, em creme de
leite. Os valores de D para estas duas sub-espécies a 50°C situa
va-se entre 1,3 a 4,5 e 1 a 3,7, respectivamente. Por outro lado,
Oos autores verificaram um decréscimo das contagens de C. fetus
quando em creme de leite estocado as temperaturas de - 20, 1, 10,
20,30.e 409C. Entretanto, - a faixa de temperatura -entre 1 e 10°¢
foi a que permitiu melhor sobrevivéncia do microrganismo. Resulta
dos semelhantes foram obFidos por BLASER et al. (1980a).

Com relagao ao pH, BLASER et al. (1980a) verificaram "in vi
tro” que a sobrevivéncia do C. fetus sub-espécie jejuni em  solu
coés de HCl era significativamente afetada a valores de pH abaixo
de 3,0 e néo era afetada gquando os valores de pH eram  superiores
a 3,6. Os relatos de DOYLE & ROMAN (1981) sobre crescimento e so
brevivéncia do C. fetus sub-espécie jejuni em meio para brucela
indicaram que as taxas de morte celular entre PH 3 e 4,5, dependi

am da temperatura, pois nesta faixa de pH as células do microrganis

mo morriam mais rapidamente & temperatura o6tima de crescimento
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(24°C), menos rapidamente a temperatura ambiente (25°C) e menos a
inda sob temperatura de refrigeracdao. CHRISTOPHER et al. (1982a )
estudaram a influéncia da variac¢do do pH em meio para brucella in
cubando a 37°C, verificando que a pH 5;0 nenhum sobrevivente de
C. fetus era detectado apos 24 horas; e a pH 9,0 as contagens de
C. fetus sub-espécie jejﬁhi decresceram rapidamente, enquanto as

de C. fetus sub-espécie intestinalis aumentaram ligeiramente.

BLASER et al. (1980a) também estudaram a sobrevivéncia do C.
fetus sub-espécie jejuni em diferentes produtos biolégicos a vari
as temperaturas, verificando que os microrganismos apresentavam
viabilidade maxima quando mantidos a 4°C, 3 semanas em leite e em
fezes, 4 semanas em agua e 5 semanas em urina. Na bile os micror
ganismos multiplicavam-se a 37°C e sobreviviam por 2 meses. A sO
brevivéncia dos microrganismos nos produtos foi melhor a 4°c do
que a 25°c. Os autores chegaram a concluséo que a contaminacao da
queles~produtos-pe10«§‘~fétus sub—espécie.jejuni.poderia.represeg
tar um importante papel na disseminacao do microrganismo ou como
reservatorios ambientais.

LUECHTEFELD, WANG, BLASER & RELLER (apud BLASER, 1982) ana
lisaram a sobrevivéncia do g; fetus sub-espécie jejuni em amos
tras de cecum de perus infectados; verificando que o microrganis
mo sobrevivia em média por 9 e 4 dias quando mantidos a 4 e 25°C,
respectivamente. Entretanto, somente 20 % das amostras positivas,
congeladas a -20 ou —70°C; vermitiram a recuperacéo do microrga
nismo. Por outro lado; nenhum sobrevivente foi encontrado em cul
turas do microrganism& seco e mantido em tiras de papel de filtro
por 1,5 horas.

WANG (apud LUECHTEFELD & WANG, 1981) verificou que 0,625 ppm
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de cloretos aplicados a uma suspensdo de 10’ células de C. fetus
sub-espécie jejuni, por ml, matava todas as células do microrganis
mo ' em 4 horas. Surpreendentemente, LUECHTEFELD & WANG (1981)
relataram que 34 % de carcacas de perus contaminadas com C. fetus
sub-espécie jejuni mantidas em tanques de resfriamento com agua
clorada na concentracdao de 20 a 50 e 50 a 340 ppm, durante 24 ho
ras, nao reduzia o nimero de carcacgas positivas. Entretanto,
CHRISTOPHER et al. (1982b) ao analisar 50 amostras de figado e moe
la de frangos e perus obtidas apds lavagem em agua clorada ( 50-
100 ppm) , constataram que nenhuma amostra apresentou o microrga
nismo.

CHRISTOPHER et al. (1982a), verificaram que inoculando C.

fetus sub-espécie jejuni e C. fetus sub-espécie intestinalis em

pedacos regulares de carne bovina a um nivel de 106 e 107 cél./q,

quando o centro da carne atingia 57 ou 55°C, os microrganismos
eram eliminados, entretanto, a temperatura interna de 50% e 53°C,
os pesquisadores verificaram a presenca de sobreviventes de C.
fetus na carne. POr outro lado, a estocagem de carne moida conten
do C. fetus és_temperaturas de -~ 20, 1, 10, 20, 30 ou 40°C, resul
tou em decréscimo das contagens dos microrganismos em todas as
temperaturas, sendo que a maior sobrevivéncia foi observada nas
temperaturas de 1 e 10°c.

BLANKENSHIP & CRAVEN (1981), por sua vez, verificaram que os
valores "D" para as cepas de C. fetus sub-espécie jejuni quando
aquecidas a 49-57°% e inoculadas em carne de frango moida‘autoclg
vada, foram maiores do que em dgua peptonada a 1 %. Os pesquisado

res também verificaram que os procedimentos comuns de aquecimento
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que destroem Salmonella. deveriam destruir C. fetus sub-espécie

jejuni. Com relagdo 3 sobrevivéncia e crescimento dos microrganis
mos na superficie da carne de frango; mantidos a diferentes
temperaturas por 17 dias, os autores obtiveram
Os seguintes resultados: crescimento até 4 dias, seguido de decli
nio minimo constante a 37°C, declinio maximo constante a 23°c e
declinio moderado constante a 4°cC. Os autores ainda estudaram a
influéncia da variacéo da atmosfera, verificando que o crescimen
to do microrganismo em carne de frango a 37% ocorria ‘rapidamente
a atmosfera de 5 % de oxigénio e.parélelamente foi observado um
declinio acentuado i atmosfera ambiente.

Segqundo DOYLE & ROMAN (1982b), as cepas de g;‘fetus sub-espé
cie jejuni séo, geralmente, sensiveis a secagem e 3 estocagem a
temperatura ambiente, mas podem sobreviver por varios dias em su

perficies se o ambiente for mantido i temperatura de refrigeracao

(4°¢) e baixa umidade--(-menor que 14 §%).
2.2.5. Manutencdo e preservacido das culturas

Os campilobacteres nao sobrevivem por muito tempo nos meios
bacteriologicos comumente empregados para manutencao, sejam sOli
dos, semi-solidos ou liquidos.. As células destes microrganismos ge
ralmente tornam-se cocdides e inviiveis com o envelhecimento da
cultura e néo sdo raros os relatos da perda destes microrganismos
em meios artificiais de laboratorio, seja por envelhecimenté ou
manuseio excessivo das culturas (BUTZLER'éE'él; 1973; SMITH &

TAYLOR, 1919; SCHNEIDER & MORSE, 1955; MORRIS & PARK, 1971; WANG
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et al, 1980; GRANT et al, 1980 e SMIBERT, 1978).

Na tentativa de se obterem procedimentos adequados para pre
servacdao de campilobacteres, inclusive tolerantes ao calor,
SCHNEIDER & MORSE (1955) estudaram o emprego do meio Albimi para
brucela, com 0,1 % de agar a varias temperaturas. Os autores
concluiram que as culturas mantidas a 1°C eram instiveis. Por ou
tro lado, mantinham-se viaveis por quatro semanas a temperatura
ambiente (21°C).

MORRIS & PARK (1971) recomendam manter as culturas em meio
de tioglicolato de Brewer com 0,4 % de agar e em caldo de carne
~cozida 3 temperatura ambiente, apds crescimento maximo a 37°C por
3 dias. As transferéncias devem ser efetuadas mensalmente e nao €
recomendavel manipular muito as culturas.

PARK (1976) preservou os campilobacteres (Vibrio fetus) por

mais de 2 anos em caldo tripticase com 15 % de glicerol, estocan
do as culturas a - 50°C.

GARVIE (1967) recomenda preservar os campilobacteres por lio
filizacéo, utilizando:: culturas crescidas em agar sanqgue- tiogli
colato. Entretanto, devem-se tomar cuidados especiais para recupe
racao das culturas liofilizadas.

WANG et al. (980) sugerem o uso do meio para brucela com 0,5%
de agar e 10 % de sangue desfibrinado de carneiro para preserva
céo ou transporte de culturas puras de C. fetus sub-espécie jejn
ni, visto que permite a sobrevivéncia do microrganismo por peri
odos de tempo superiores a 27 dias quando estocado & temperatuza
ambiente ( 22 a 25°C).

RAZI & PARK (1979) conseguiram preservar culturas puras de
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Campylobacter sp. em meio semi-solido reforg¢ado para clostridios

adicionado de NaCl 0,5 %, aspartato de potassio 0,2 % e extrato
de levedura 0,3 %. A incubacao era efetuada aerobiamente e os re
piques apos 10 semanas.

GRANT et al. (1980), estudando a sobrevivéncia de 18 cepas
de g. fetus sub-espécie jejuni, verificaram que -0os melhores resul
tados foram obtidos em caldo de infusao de cérebro e coragdo, su

plementado com sangue de cavalo mantido em micro-aerofilia a tem

peratura ambiente.
2.2.6. Distribuicdo nos animais

Diversas sub-espécies de C. fetus té&m ocasionado uma grande
variedade de doencas animais, tais como aborto, infertilidade e
disenteria em bovinos (SMITH, 1918; PLASTRIDGE & WILLIAMS , 1943;
JONES, ORCUTT & LITTLE, 1931) e ovinos ( FIREHAMMER, MASH &
TUNICLIFF, 1956); hepatite em frangos (PECKHAM, 1958) e disente
ria em suinos (DOYLE, 1948). Na espécie humana o C. fetus sub-es
pécie jejﬁni vem provocand; gastrenterites em frequéncia igual ou

superior aos microrganismos Salmonella e Shigella, em diversas

partes do mundo (BLASER et al., 1979a e DELORME et al., 1979).

As espécies de Campylobacter encontram-se bast;nte difundi
das em animais, notadamente bovinos, suinos, ovinos, aves, feli
nos; caninos e roedores, como comensais ou patogénicos e, devido
a isto; supoé-se que estas fontes representem papel importante na
disseminacdo desses microrganismos para os seres humanos (SMIBERT

1978; BLASER et al., 1980c).
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Em diversos paises, o C. fetus sub-espécie jejuni tem sido
isolado por varios pesquisadores, de varias espécies animais e in
clusive do homem. Os isolamentos foram efetuados em amostras de pa
cientes com diarréia e também de animais sadios ou portadores
(MORRIS & PARK, 1971). SMIBERT (1965, 1969) isolou o microrganismo
de intestinos e fezes de bezerros, cordeiros, suinos, aves'doméstl
cas e selvagens, bem como de ratos. FERNIE & PARK (1977) relatam a
ocorréncia de C. fetus sub—espécie'jejuni em fezes de ratos selva
gens e de laboratdrio. Por outro lado, os autores nio conseguiram
isolar o microrganismo de coelhos, cémundongés, "hamsteres" e ra
tos do campo.

No Brasil, o microrganismo ja foi isolado de fezes de crian
cas normais e diarréicas, nos Estados do Rio de Janeiro (RICCIARDI
et al., 1979), S3ao Paulo (FERNANDEZ et al., 1982) e Pernambuco (MA
GALHAES et al., 1982).

JONES et al., (1931) isolaram pela primeira vez o C.fetus sub
espécie jejuni de lesoces entéricas de vacas e bezerros com distar
bios intestinais e conseguiram reproduzir a doenca em animais sa
dios, através da administragdo de culturas puras do microrganismo
obtidas de animais doentes. Como o microrganismo localizava-se pre
ponderantemente sobre a mucosa do jejuno, ocasionando a infecgio,

os pesquisadores propuseram a denominagdo de Vibrio jejuni. Entre

tante;--0 mierorganismo - tem sido isolado de animais. sadios
(ELAZHARY, 1968; ALLSUP & HUNTER, 1973) bem como de diarréicos
(ALLSUP & HUNTER, 1973), através de analises de fezes e intestinos

de bezerros.
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Mais recentemente, AL-MASHAT & TAYLOR (1980a), examinando 47
amostras de mucosa intestinal de bovinos "post-mortem", encontra

ram o Campylobacter sp. em 17 destas. Dentre os isolamentos, 7 fo

ram identificados como C. fetus sub-espécie jejuni, 8 como C.fetus

sub-espécie intestinalis e 1 como C. fecalis. Os autores consegui

ram produzir diarréia e disenteria em bezerros através da adminis
tragao oral de culturas puras de C. fetus sub-espécie jejuni em 9
animais empregados no ensaio. Em adigéo, AL-MASHAT & TAYLOR (1981)
ao vefificarem a patogenicidade do g.‘fecalis para bovinos, conse
~guiram produzir enterite em 6 bezerros e, contrario a opiniao de
FIREHAMMER (1965), consideram o microrganismo um agente patogénico
primario para bezerros.

O C. fetus sub-espécie jejuni também ji foi isolado do intes
tino de cordeiros (FIREHAMMER, 1965) e de caprinos (SMIBERT,1974).

DOYLE (1944) relacionou os vibrios micro-aerdbios a disente
ria suina, uma vez que obteve o isolamento de C. fetus sub-espécie
jejuni de lesoés do colon de suinos diarréicos e reproduziu a doen
¢a em suinos sadios. Em 1948, DOYLE propés a denominacéo de Vibrio
coli ao microrganismo, devido 3 sua localizacao. Estes resultados
foram confirmados por outros autores tais como JAMES & DOYLE (1947),
ROBERTS (1956) e TAYLOR & OLUBUNMI (1981), mas ha outros que dis
cordam da patogenicidade do C. coli, como ANDRESS & BARNUM (1968),
BOLEY et _é._l_. (1951) e TERPSTRA, AKKERSMANS & OUWERKERK (1968).

SODERLIND (1965) pesquisando o C. fEEEE sub-espécie jejuni do
colon de 82 suinos, 10 diarréicos e 72 sadios, isolou o microrga

nismo de 5 animais doentes e 39 do grupo sadio. Outros autores
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também tém recuperado o Campylobacter sp. de suinos normais

(OOSTEROM; i980%- - . -STERN,. 198th). Ainda DEAS (1960) examinou 28

suinos e isolou o Campylobacter de 15. Este autor concluiu, entre

tanto, que os campilobacteres sdo comensais do célon de suinos, po
is nao conseqguiu produzir a doenca experimentalmente, mesmo subme
tendo os animais a estresse violento’. de temperatura.

Somente recentemente € que FERNIE, GRIFFIN & PARK (1975) veri
ficaram que a disenteria suina tipica s podia ser reproduzida em
suinos sadios através da administracio oral conjunta de culturas

puras de C. coli e Treponema hyodysenteriae.

Nos Estados Unidos, BRYNER et al. (1972) analisaram, em mata
douros, 525 amostras de bile de bovinos e 186 amostras de bile de
ovinos, encontrando o microrganismo em 12 % e 9 % das amostras ana
lisadas, respectivamente.

Vibrios micro-aerdbios tém sido isolados de bile, figado e in
testinos de frangos com hepatite vibridnica (PECKHAM, 1958). Nes
tes animais a ocorréncia do C. fetus sub-espeéecie jejuni tem sido
mais pesquisada. Na Inglaterra, SIMMONS & GIBBS (1977) analisaram
o conteﬁdo-cecal de 50 frangos apds o abate e encontraram o micror
ganismo em 14 % das amostras. Neste mesmo pais BRUCE, ZOCHOWSKI &
FERGUNSON (1977) analisaram 167 e RIBEIRO (1978) analisou 34 amos
tras do conteudo cecal de frangos e encontraram o microrganismo em
68 ¥ e 91 % das amostras analisadas, respectivamente.

Nos EUA, GRANT et al. (1980) analisaram 46 amostras do conteu
cecal de frangos e LUECHTEFELD & WANG (1981) analisaram amostras
de 600 perus. O microrganiémo foi encontrado em 83 % das amostras

de frangos e 100 % das amostras de perus.
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Na Holanda, GOREN & JONG (1980) encontraram o microrganismo
no conteido do jejuno e na bile, em niveis de 28,6 % das amostras
do jejuno e de 11,2 % das amostras de bile, de um total de 239 a
amostras analisadas.

Em 1980, EIDEN & DALTON (apud BLASER, 1982) analisaram o con
teido intestinal de 62 amostras de frangos e encontraram o micror
ganismo em 50 % das amostras.

Nos EUA, LUECHTEFELD, BLASER & WANG . (1980) encontraram o mi
crorganismo no conteudo cecal de 35 % das 445 amostras de aves mi
gratorias sadias (patos seivagens) estudadas. Ainda LUECHTEFELD &
_ WANG (apud BLASER, 1982), isolaram o C. fetus sub-espécie jejuni
de 43 % das 130 amostras .analisadas do conteiido cecal de bovinos.

Ainda, na Holanda, OOSTEROM (1980), analisando o conteiido in
testinal de 300 suinos recém abatidos, encontrou o C. fetus sub
espécie . jejuni em 6t-$-das-amostras.

Quanto a presenca nas fezes, SMIBERT (1978) encontrou o C.
fetus sub-espécie jejuni em estado comensal, em nimero elevado e
também no conteddo intestinal de animais jovens, com tendéncia &
diminuicéo quando no envelhecimento desses animais.

Em 1964, TRUSCOTT & MORIN verificaram que perus com enterite
apresentavam vibrios micro-aerdbios, ou seja, campilobacteres, em
suas fezes; e estes animais eram capazes de transmitir a infeccgao
a perus mais jovens.

De acordo com SMIBERT (1974), os caprinos e ovinos também po
dem albergar o C. fetus sub-espécie jejuni em seus tratos intesti
nais. Este fato foi comprovado por trabalhos mais recentes apre

sentados por STERN (1981b) e GILL & HARRIS (1982), que revelam a
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presenca do microrganismo em fezes de ovinos. O primeiro autor ob
teve isolamentos positivos em 24 % das 15 amostras estudadas, ori
undas de matadouros. GILL & HARRIS, por sua vez, conseguiram iso
lar o microrganismo tanto de ovinos adultos como de ovinos jo
vens.

Amostras obtidas de fezes de novilhos, oriundas de matadou
ros nos EUA e estudadas por PRESCOTT & BRUIN-MOSCH (1981), apre
sentaram o microrganismo num nivel de ocorréncia igual a 3 %. Na
Nova Zelandia, entretanto, este porcentual foi mais elevado na
pesquisa efetuada por GILL & HARRIS (1982), com 50 amostras de fe
zes de bezerros com 2 a 3 semanas de idade, sendo o microrganismo
encontrado em 27 amostras.

Ainda na Nova Zeléndia, GILL & HARRIS (1982) verificaram que
65 amostras de fezes de bovinos adultos ndo apresentaram o C.fetus
sub-espécie jejuni. Do mesmo modo, a analise de 31 amostras de fe
zes de bovinos adultos, oriundas de matadouros dos EUA, nao apre
sentou o microrganismo (STERN, 1981).

Pesquisas foram conduzidg; também com o intuito de verificar

- a presenga do E- ggﬁgg sub-espécie jejuni ém fezes de suinos. As
sim € que OOSTEROM (1980) analisou 300 amoétras de fezes de sui
nos -em abatedouros, encontrando o microrganismo em 182 (61 %) a
mostras. Em 1981, STERN conseguiu isolar o microrganismo em 87 &
das 58 amostras de fezes de suinos estudadas. .

Segundo SMIBERT (1978), o elevado nimero do C. fetus sub-es
pécie jejuni observado em suinos com disenteria pode ser devido a

infecc¢ao primaria ou & invasdo secundaria do microrganismo.

ATHERTON & RICKETTS (1980), pesquisando o C. fetus sub-espé
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cie jejuni em equinos, isolaram o microrganismo das fezes de 5 po
tros com histdria clinica de pirexia, colite e diarréia aguda.

Os caninos também tém sido implicados como fonte de campilo

bacteres para os seres humanos. SKIRROW (1977) e BLASER et al.

(1978) relacionaram casos de campilobacteriose humana aos conta
tos com caées diarréicos, de cujas fezes conseguiram isolar o mi
crorganismo. No Brasil, FERREIRA, RIBEIRO & RICCIARDI (1979) iso
laram o campilobacter de 5,5 % das 90 amostras de fezes de caées
diarréicos, porém néo-encontraram O microrganismo em amostras de
25 caés sadios.

PARK & STANKIEWCZ (1978) isolaram o microrganismo em 20 %
das 100 amostras de fezes de frangos, oriundas do Canada. PRE
SCOTT & BRUIN-MOSH (1981) analisaram 94 amostras de fezes de pa
tos dirigidos ao consumo e encontraram o campilobacter em 88 %
das amostras estudadas. LUECHTEFELD et al. (1980) estudaram a fre
quéncia do microrganismo-em-amostras de fezes e conteudo cecal de
patos selvagens migratorios sadios, e obtiveram 35 % de isolamen
to das 445 amostras analisadas.

LAUWERS et al. (1981) relatam a ocorréncia de C. fetus sub-es
pécie jejuni em primatas importados, que frequentemente apresenta
vam enterites, de cujas fezes isolaram o microrganismo em frequég
cia de 60 a 80 % das amostras analisadas. Os pesquisadores verifi
caram que os campilobacteres isolados apresentavam semelhancgas as
cepas isoladas da espécie humana.

Ainda, CISNEROS. et al, (1981) relatam a presenca do microrga
nismo em 80 % das fezes de 10 saguis diarréicos. Entretanto, o mi

crorganismo nao foi encontrado nas fezes de animais sadios.
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LUECHTEFELD, CAMBRE & WANG ((1981a) isolaram o microrganismo de fe
zes de varias espécies de animais de zooldgico. Destes, 28 % dos
44 animais diarréicos analisados, apresentaram o C. fetus sub-es
péecie jejuni e somente 5,5 % das 575 fezes de animais sadios, a
apresentaram o microrganismo.

De acordo com BLASER et al. (1980a) e LUECHTEFELD & WANG
(1981) , o namero de campilobacteres encontrados em fezes de fran

3 a 107 cél./g. Por sua vez,

gos, bovinos e caninos varia de 10
GILL & HARRIS (1981), encontraram um numero médio na ordem de
1,6 x 103 colonias de campilobactereé por grama de fezes de bezer
. ros, oriundas de matadouros. Por outro lado, GRANT et al. apresen
taram resultados da analise de fezes do conteldo intestinal de

6 cél./

frangos recém abatidos, com uma contagem média de 4,4 x 10
g.

Ainda com relacao a presen¢a do microrganismo nas fezes de
frangos, PRESCOTT & BRUIN-MOSCH (1981) isolaram-no em 23, 8 % das

amostras analisadas e SHANKER et al. (1982) isolaram-no em 134 a

mostras de fezes de frangos abatidos em abatedouros na Australia.

2.2.7. Distribuicao nas carcacas e alimentos crus de origem ani

mal

Em decorréncia do frequente isolamento do C. fetus sub-espé .

cie jejuni da flora intestinal de animais de abate em nimeros re
lativamente elevados, bem como pela suspeita destes animais serem
responsaveis pela transmissdo do microrganismo ao homem, varios

pesquisadores se empenham na pesquisa do microrganismo em carca
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cas e visceras comestiveis de origem animal, devido & possibilida
de da ocorréncia de contaminacdo destes com material fecal duran
te as operacoés de abate, assim como em agua, leite, ovos, etc.

SMITH & MULDOON (1974) analisaram nos EUA 165 partes de fran
gos (pescoco; figado e carcacas ) retiradas do comércio e encon
traram o microrganismo-em 2 % das amostras analisadas. Neste mes
mo pais, LUECHTEFELD & WANG (1981) pesquisaram o microrganismo em
33 carcacas frescas evisceradas, 83 resfriadas e 24 amostras de
visceras de perus recentemente abatidos e encontraram o C. fetus
sub-espécie jejuni em 94, 94 e 33 % das amostras, respectiva
) mente.

Na Inglaterra, varios pesquisadores tém demonstrado a conta
minacdo das carcacas animais. Segundo BRUCE et al. (1977), a anali
se de 63 carcacas frescas de frangos apresentava o microrganismo
em 39 amostras. SIMMONS & GIBBS (apud BLASER, 1982) analisando
frangos eviscerados, sendo 50 amostras frescas, 25 resfriadas em
agua a 2°C e 10 resfriadas em ar, encontraram o microrganismo em

72, 80 e 80 % das amostras analisadas, respectivamente. Do mesmo

I s

modo, as carcacas de perus eviscerados; sendo 6 resfriados com
gua e 5 em ar, apresentaram o microrganismo em 83 e 100 % das . a
mostras analisadas, respectivamente.

Em uma pesquisa efetuada nos EUA e Canada, PARK et al. (1981)
analisaram 100 amostras de frangos inteiros vendidos no comércio
e encontraram o microrganismo em 62 % das amostras analisadas em
Ontario e em 54 % das amostras analisadas em Ohio. GOREN & JONG
(1980) analisaram, .na Holanda, 750 amostras de carcacas de fran

gos congeladas e nao encontraram o microrganismo. Na Australia,
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SMELTZER (1981) isolou o microrganismo em 47 (94 %) das 50 amos
tras de carcagas de frangos obtidas em balcoés de empacotamento,
imediatamente apés a saida do tanque de resfriamento, em abatedou
ros. As contagens das amostras positivas situaram-se na faixa de
0 a1l1,1x 105 organismos por carcacga.

Ainda nos EUA, NORBERG (1981) pesquisando bactérias enteropa

togénicas em frangos congelados expostos a venda no comércio, en

controu o C. fetus sub-espécie jejuni em 22 % das amostras anali
sadas. Nesse mesmo pais, STERN (1981b) encontrou o C. fetus sub-es
pécie jejuni em carcacas de bovinos, ovinos e suinos em niveis de
2, 24 e 38 % das amostras analisadas, respectivamente. Do mesmo
modo, EIDEN & DALTON ( apud BLASER, 1982) analisaram 23 amostras
de carcacas de frangos apds congelamento e encontraram o microrga
nismo em todas as. amostras. LUECHTEFELD & WANG (1981) isolaram o
microrganismo de 94 % das 33 amostras de carcacas frescas evisce
radas de perus. De acordo com os ultimos pesquisadores, a manuten
cao de 83 carcagas contaminadas com o C. fetus sub-espécie jejuni
em tanques com agua clorada por uma nq}te, resultou na presenca
do germe em 34 % das amostras, mesmo na presenc¢a de 340 ppm de
cloro residual.

Na Suécia, SVEDHEM, KAIJSER & S'JOGREN (1981) isolaram o C.
fetus sub-espécie jejuni de 6 das 10 amostras de frangos congela
dos; de 5 das. 8 amostras de frangos. frescos estocados a 4°C, de
11 das 24 amostras de frangos frescos e de 6 das 7 amostras de
frangos congelados estocados por 3 meses.

SVEDHEM et al. (1981) isolaram o microrganismo de todas as 9

amostras de carne suina e bovina moidas, analisadas.
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Nos EUA, CHRISTOPHER et al. (1982b)analisaram amostras de mid
dos comestiveis de perus e frangos, através da técnica do nimero
mais provavel (NMP), para determinar a ocorréncia de C. fetus sub
espécie jejuni nestes alimentos. Os autores conseguiram isolar o
microrganismo de 85 % das amostras de figado e de 89 % das amos
tras de moelas de frangos eviscerados. O NMP da maioria das amos
tras positivas situou-se em niveis superiores a 1100 organismos
por grama. Por outro lado, na analise de 86 amostras de moelas e
86 amostras de figados de perus, somente uma amostra de moela a
apresentou o microrganismo, a um hivél de 9 organismos por grama.
O microrganismo também foi isolado de1t'das 5 amostras de moelas
congeladas de frangos, cujo NMP encontrado foi igual a 5 por gra
ma. Os pesquisadores fizeram ainda tentativas no sentido de iso
lar o microrganismo de 100 amostras de leite cru e de 13 amostras

de carne bovina, mas nao tiveram resultados positivos.
2.2.8. Epidemiologia

Segundo KING (1962), o estudo das infeccoés ocasionadas por
campilobacteres em seres humanos nao pode ficar restrito a esta
espécie, devido & grande distribuicdo desses microrganismos entre
os animais, seja em estado comensal ou patogénico.

De acordo com SMIBERT (1978), os campilobacteres isolados de
fezes de suinos, ovinos, aves e bovinos apresentam as mesmas ca
racteristicas daqueles microrganismos isolados do homem. Ainda se
gundo o autor, provavelmente, o modo de transmisséo entre os se

res humanos é igual ao verificado em animais, ou seja, atraveés da
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ingestao de alimentos contaminados. Do mesmo modo, FLETCHER &
PLASTRIDGE (1964b) verificaram que as cepas de campilobacteres i
soladas de perus com disenteria eram similares as isoladas dos se
res humanos. SMIBERT (1969) estudando os campilobacteres isolados
de intestinos de passaros encontrados proximos & criacdo de bovi
nos e ovinos, verificou que os microrganismos apresentavam simila
ridade morfoldgica, bioquimica e fisioldgica com os campilobacte
res isolados de fezes de frangos, perus e ovinos. Assim, o autor
concluiu que o fato acima mencionado tem grande importancia na de
terminagéo de fatores epizooetiolégicbs da campilobacteriose ani
- mal, bem como de fatores epidemioldégicos da doenca no homem.
FERNIE & PARK (1977) sugeriram que algumas infecg¢des por cam
pilobacteres de origem desconhecida em seres humanos poderiam ser

originadas mais por contato com roedores do que com animais domés

ticos.
LUECHTEFELD et al. (1980) supoém que ‘a presenga de C. fetus
sub-espécie jejuni em numero relativamente elevado em fezes de

aves migratorias sadias pode ser uma fonte importante na contami
nacdo da agua ou mesmo de alimentos.

Segundo BRUCE et al. (1977), os frangos podem ser considera
dos como fonte primaria do C. fetus sub-espécie jejuni, pois o so
ro de um paciente com campilobacteriose aglutinou tanto as cepas
humanas, como aquelas isoladas de frangos, o que sugeriu a presen
¢a de um antigeno comum. Estes resultados também foram obtidos
por HAYEK & CRUICKSHANK (1977).

Em 1981, JONES & ROBINSON, na Inglaterra, examinaram o soro

de trabalhadores de matadouros de patos, frangos e bovinos dirigi
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dos ao consumo humano. e verificaram que a prevaléncia de anti
corpos contra C. fetus sub-espécie jejuni entre estes individuos
é mais elevada que a encontrada na populagdo normal e aproxima-se
dos niveis encontrados em pessoas com enterites campilobacteriana
devido a ingestao de leite cru.

De acordo com "DISEASE SURVEILLANCE CENTRE ( Public Health
Service)" e o "COMMUNICABLE DISEASES (Scotland) UNIT" (1978), a
campilobacteriose humana tem sido associada ao contato e consumo
de frangos contaminados com o microrganismo, bem como pelo consu

de outros alimentos crus ou cozidos que estiveram de algum modo

em contato com frangos contaminados com o C. fetus sub-espécie
jejuni.

Nos EUA, SCHAEFER et al. (1979) pesquisando bactérias ente
ropatogénicas em 238 amostras de fezes de pacientes diarréicos
hospitalizados, encontraram o C. fetus sub-espécie jejuni em 10

casos; o C. fetus sub-espécie intestinalis em um, e em 5 casos fo

ram isoladas salmonelas. Dentre os casos de campilobacteriose hu

_mana acima citados, um ocorreu em um paciente de 14 anos, quatro

dias apos haver depenado varios frangos. Na oportunidade, o C.
fetus sub-espécie jejuni foi isolado das fezes do paciente, de

frangos e suinos da fazenda onde ocorreu o incidente. Em duas oca
siées distintas; 5 pessoas desenvolveram gastro-esterite apds con
sumirem frango mal passado. Embora o alimento suspeito,néo . esti
vesse disponivel para analise, os autores ja haviam cultivado o
C. fgggg sub-espécie jejuhi dos frangos abatidos e refrigerados ,
oriundos da loja distribuidora que os fornecia para o local onde

ocorreu um dos incidentes.
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Segundo HAYEK & CRUICKSHANR (1977), os frangos poderiam ter
sido indiretamente os responsaveis por um surto de enterite ocorri
do na Inglaterra, acometendo 5 das 29 pessoas Presentes em uma re
cepgao. Os autores isolaram o C. fetus das fezes e do sangue de do
is pacientes, bem como verificaram elevados titulos de anticorpos
contra campilobacteres no soro dos pacientes. Mais tarde, isolaram
campilobacteres da superficie de frangos obtidos da loja distribui
doras, que supriu os frangos para a recepcéo. Como os frangos crus
haviam sido cortados em uma superficie que Posteriormente serviu
para preparacao»dé varios alimentos cbzidos (carnes), os autores
Supuseram que ocorreu uma contaminacao Cruzada e que as infeccgoés
resultaram do consumo daqueles alimentos contaminados.

Em 1978, PEEL & McINTOSH relataram um episddio interessante
envolvendo uma enfermeira que adoeceu .24 horas apos ter ingerido
um lanche contendo carne de porco. Porcoés desse. lanche foram da
das a sua irmé que o rejeitou apds ter cheirado e pPor sua vez deu
a um céo que ficou doente 4 diag apos a ingestéo e morreu 36 horas

depois. O Campylobacter Sp. foi isolado das fezes da enfermeira e

do sangue, tecidos e fezes do cao.

Na Holanda, BROUWER et al. (1979) relataram um surto de enteri
te por campilobacteres em um quartel, acometendo 89 dos 123 cade
tes implicados. Uma semana apos O incidente, o C. fetus sub—espé
cie jejuni foi isolado de 34 das 104 amostras de fezes dos cade
tes. O surto foi relacionado a ingestao de frangos contaminados
com O microrganismo, em decorréncia do emprego de métodos inadequg
dos de preparacéo, manuseio e cozimento. Neste mesmo pais, SEVERIN

(apud BLASER, 1982) associou frangos mal cozidos 3 infeccao huma
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na.

Em Los Angeles, SHANDERA (1981) (apud BLASER, 1982) estudan
do pacientes com bacteriemia por C. fetus sub-espécie jejuni, re
lacionou a doenga a ingestao de carne de peru processada.

OOSTEROM et al, (1980) relataram um surto de enterite por cam
pilobacteres em um quartel, acometendo 54 pessoas. A analise de
fezes de 51 pessoas revelou a presenca do microrganismo em 13 dos
casos. Através de um ensaio sorolégico, os autores encontraram ti
tulos de anticorpos contra o microrganismo superiores a 1 :160
em 19 das 41 amostras de soro analisadas e em 10 casos esta foi a
unica evidéncia da infeccdo. Em todas as tentativas efetuadas pa
ra verificar a causa, a ingestéo de hamburgueres crus tinha sido
a mais provavel origem da infeccéo.

No Japao, YANAGISAWA'. (1980) verificou um surto de gastro-ente
rite ocasionado, provavelmente, pela ingestao de lanche preparado
com carne de porco. Neste surto, 2500 criancas foram envolvidas,
sendo que 800 desenvolveram enterite por campilobacter.

Segundo BLASER,_FELDMAN & WELLS (apud BLASER, 1982), ~ nos
EUA (Nova Jersey), a ingestdo de mexilhdo cru estava associada a
ocorréncia de 2 surtos de campilobacteriose.

Em um acampamento de verao, nos Estados Unidos, BLASER et al.
(1981) relataram um surto de gastro- enterite em 41 pessoas e o
C. fetus sub-espécie jejuni foi isolado de 16 pacientes e ‘de ne
nhuma das 63 amostras do grupo controle. Através de ensaio sorold
gico os autores verificaram que as cepas isoladas eram idénticas.
Embora a fonte da contaminacao néo tenha sido encontrada, os auto

res verificaram que o consumo de bolo, particularmente a cobertu
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ra aplicada sobre o bolo pronto, apresentou relagao significativa

com a doenca. Nesta mesma pesquisa, o Campylobacter foi isolado

das maos de uma das pessoas sintomaticas que preparava salada pa
ra os soldados, mas a salada néo foi comprovada estatisticamente
como causadora do surto.

Dentre os mais importantes veiculos incriminados como trans

missores de Campylobacter sp., o leite assume o principal papel,

tanto em termos de numero de surtos relatados quanto em relacao
ao numero de pessoas acometidas em cada surto. Na maioria dos ca
sos em que o leite esta envolvido existem relatos de falhas no
sistema de pasteurizacéo.

Em 1979, TAYLOR, WEINSTEIN & BRYNER relataram a .ocorréncia
de 4 casos de campilobacteriose humana em Los Angeles (EUA), cujo
agente foi isolado do sangue dos 4 pacientes. Trés dos pacientes
examinados haviam bebido leite cru de uma mesma marca e o micror
ganismo isolado foi o C. fetus sub-espeéecie jejuni. Um ensaio soro
logico foi efetuado através de aglutinacéo direta do soro contra
uma cepa de C. fetus sub-espécie jejuni de um dos pacientes, in
cluindo 23 individuos que ingeriram leite cru e 13 individuos co
mo controle. Destes, 4 que ingeriram leite cru (17 %) apresenta
ram titulos altos de anticorpos contra o antigeno e, como seria
esperado, nenhum individuo do grupo controle apresentou titulos.
Um quarto paciente que nao havia ingerido leite cru apresentou o

C. fetus sub-espécie intestinalis na hemocultura efetuada.

ROBINSON et al. (1979) verificaram 2 surtos de campilobacteri
ose humana na Inglaterra, ocasionados por campilobacteres toleran

tes ao calor. Os organismos isolados das fezes dos pacientes e de
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vacas eram indistinguiveis nos dois surtos. Em um dos surtos, os

autores isolaram o Campylobacter sp. dos dedos das ordenhadeiras

em 2 das 45 anilises realizadas, apos 26 dias da ocorréncia do
primeiro caso de enterite. Além disso, como nao existem relatos as
sociando a excrecéo de campilobacter pelo leite, os autores con
cluiram que provavelmente ocorreu contaminacéo fecal do leite e

isto deu origem aos dois surtos.
Na Escocia, WALLACE (1980) relata a ocorréncia de um surto

de gastro-enterite por Campylobacter sp. envolvendo 648 pessoas,

associado a ingestao de leite nao pasteurizado. O microrganismo
foi isolado de um filtro pelo qual o leite tinha passado, mas as
tentativas efetuadas para isola-lo do leite foram infrutiferas.

Nos EUA, TOSH, MULLEN & WILCOX (1981) associaram um surto de
enterite por campilobacter a ingestéo de leite cru. Os autores i
solaram o microrganismo de vacas sas e com mastite, apds o inci
dente, mas nao isolaram de amostras de leite. BLASER et al.
(1979b) também relacionaram 3 casos de enterite por campilobacter
a ingestéo de leite cru. O C. fetus sub-espécie jejuni foi isola
-do dos pacientes e das:fezes da vaca que h;via fornecido o 1leite
e também de suinos. Entretanto, as analises de fezes de pintos,ga
linhas, ovelhas; caes;.bovinos,uassim“comoﬁde amostras_de leite_e
agua, deram resultados negativos.

De acordo com ROBINSON & JONES (1981), o consumo de leite
cru ou mal pasteurizado foi o responsavel pelo aparecimento de 13
surtos de enterites por C. fetus sub-espécie jejuni na Inglater
ra. Segundo os autores, o C. fetus sub-espécie jejuni € membro co

mensal do trato intestinal das vacas leiteiras, mas ainda nao se
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conhece como ocorre a contaminagao do leite pelo microrganismo.
A Agua também tem sido incriminada como veiculo da infecgao
por campilobacter. Em 1978, nos EUA, TIEHAN & VOGT relataram um

surto de gastro-enterite por Campylobacter envolvendo 2000 pes

soas. Os pesquisadores, através de uma investigag¢do epidemioldgi
ca, observaram uma forte associag¢do entre a doenga e o consumo de
dgua potdvel do suprimento municipal (p<g 0,005). Através do méto
do da zaragatoa retal os autores isolaram o C. fetus sub-espécie
jejuni de 5 dos 9 pacientes estudados, mas nenhuma das 20 amos
tras de pessoas sadias analisadas apfesentaram o) microrganismo.
Neste periodo foi verificado que as amostras de agua nao apresen
tavam cloro residual durante o surto.

PORTER & REID (1980) verificaram um surto de enterite envol
vendo 148 pessoas. O C. fetus sub-espécie jejuni foi isolado de
todos os pacientes doentes e de 57 assintomaticos e todos tinham
ingerido leite- cru. Em decorréncia de uma falha térmica na planta
de pasteurizacao do leite e do isolamento do microrganismo de um
dos _filtros da fabrica, os autores relacionaram o surto & inges

~ tdo de leite cru contaminado.

2.2.9. Gastro-enterite humana

Os casos de gastro-enterite humana ocasionados pelo C. fetus
sub-espécie jejuni-sao- verificados-mais-frequentemente-em - crian
cas, mas também ocorrem em seres humanos de todas as idades, par
ticularmente nos meses mais quentes do ano, em todos os continen

tes (LEVI, 1946; BUTZLER et al., 1973; SKIRROW, 1977; TAYLOR et
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al., 1979; BLASER, 1980; SVEDHEM & KAIJSER, 1980; BUTZLER &
SKIRROW, 1979; BOKKENHEUSER et al., 1979 e RICCIARDI et al.,(1979).

Nos paises desenvolvidos, o papel patogénico desse microrga
nismo ja esta bem estabelecido (BUTZLER & SKIRROW, 1979; STEELE &
McDERMONT, 1978 e ROBINSON, 1981). Nestes paises existem relatos

considerando a infecg¢do por Campylobacter termotolerante tio im

portante como a ocasionada por Salmonella, particularmente devido

ao isolamento do microrganismo em taxas iguais ou superiores aos
casos de salmoneloses (BLASER et al., 1979a; BRUCE et al., 1977;
DELORME et al., 1979 e BLASER et al., 1980a).

Por outro lado, nos paises em desenvolvimento, a gastro-ente
rite por C. fetus sub-espécie jejuni também ja foi diagnosticada
em taxas semelhantes aquelas dos paises desenvolvidos. Entretan
to, nesses paises, os campilobacteres termotolerantes tém sido
isolados em frequéncia elevada nas fezes de pacientes sadios e
até mais elevada que nas fezes dos pacientes diarreéicos
(BOKKENHEUSER et al., 1979; BLASER et al., 1980b e FERNANDEZ et
al., 1982). Desse modo, nos paises desenvolvidos, as pessoas sa
dias raramente excretam esses microrganismos em suas fezes, mas
nos paises em desenvolvimento os microrganismos podem ser isola
dos das fezes de criancgas assintomiticas (BLASER et al., 1980b), o
que dificulta o diagndstico. Segundo BLASER (1980) , provavelmente
este fato estd.relacionado ds condigdes-de -higiene,.embora_as ra
z0es para essas ocorréncias nio sejam conhecidas. A propdsito ’
PRESCOTT & MUNROE (1982) extrapolam essas observagoes para muitas
espécies de animais domésticos que vivem em péssimas condigdes sa

nitarias e onde a prevaléncia da infecgao por esse microrganismo

=60~



também € alta, mesmo em animais sadios,

No Brasil, no Estado do Rio de Janeiro (RICCIARDI et al.,
1979), Pernambuco (MAGALHAES et al., 1982) e sio Paulo ( FERNANDEZ
et al., 1982), a doeng¢a foi verificada em Criancas com diarreéia,
de cujas fezes o g.'ﬁgggg sub-espeécie - Jejuni foi isolado.

No quadro de n? 4, apresentamos as taxas de ocorréncia de C.
fetus sub—espécie‘jejuni em fezes de seres humanos de diversos pai
ses.

Embora o C. fetus sub-espécie JeJunl tenha sido isolado inici
almente com mais frequéncia do sangue, meninge e trato urinirio do
homem ou de outras fontes usualmente estéreis (MEGRAUD & LATRILLE,
1981), o desenvolvimento de técnicas de coproculturas mais especi
ficas permitiram concluir que a infecg¢do por esse microrganismo
ocorre predominantemente no trato intestinal (BUTZLER & SKIRROW ’
1979).

De acordo com CADRANEL et al. (1973), a campilobacteriose hu
mana € transmitida por ingestao e os microrganismos vio se alojar
nos intestinos, onde causam o sindrome diarréico. Ocasionalmente,
Os campilobacteres podem invadir a corrente sanguinea, provavelmen
te durante a fase diarréica, devido i alteracao da flora intesti

nal ou até mesmo por alguma deficiéncia imunologica.
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QUADRD 3 - TAXAS DE ISOLAMENTO DE CAMPYLOBACTER FETUS SUB-ESPECIE
JEJUNI DE FEZES HUMANAS
NUumero de positivos / Namero testado
Local Referéncia
Pacientes diarréicos Controled
Australia 13/ 224 (5,8 %) 0/ 530 (0,0 %) STEELE & McDERMONT (1978)
17 / 386 (5,0 %) 0/ 332 (0,0% KIRUBAKARAN et al. (1981)
Bélgica 41/ 800 (5,1%) 13 /1000 ( 1,3 &) BUTZLER et al. (1973)
Brasil 9/ 186 ( 4,8 %) N RICCIARDI et al. (1979)
16 / 262 ( 6,1 %) 7/ 78 (9,0 %) FERNANDEZ et al. (1982)
15/ 80 (18,5 %) M MAGATHAES et al. (1982)
Canada 43 / 1004 ( 4,3 %) 0/ 176 ( 0,0 %) PAT et al. (1979)
Escocia 17 / 196 ( 8,7 %) 0/ 50 (0,0 %) TELFER~ BRUNTON
HEGGIE (1977)
EUA 27 / 532 (5,1%) 0/ 81 (0,0% BIASER et al. (1979a)
17/ 29 (59,0 %) ND TOSH et al. (1981)
4/ 8 (50,0 %) ND TOSH et al. (1981)
39 / 956 ( 4,1 %) 0/ 548 (0,0 %) BLASER et al. (1980c)
8/ 12 (66,792 1/ 32 (3,0%)° BIASER et al. (1980c)
Inglaterra 57/ 803 (7,1 %) 0/ 194 ( 0,0 %) SKIRROW (1977)
12 / 280 (13,9 %) 1/ 156 ( 0,6 %) BRUCE et al. (1977)
19 / 330 (5,8 %) 1/ 120 (0,8 %) TANNER & BULLIN (1977)
Africa dosul 27/ 78 (35,0 %) 10/ 63 (16,0 %) BOKKENHEUSER et _al.
(1979)
Bangladash 5/ 97 (5,2 %)c 25/ 141 (17,7 %) BLASER et al. (1980b)
25 / 204 (12,3 %) BLASER et al. (1980b)
Ruanda - 22 / 204 (10,8 %) 0/ 58 (0,0%) De MOL & BOSMANS (1978)
ND - Nao determinado
a - Pacientes sintomaticos em contato com pacientes positivos com diarréia
b - Pacientes assintomaticos em contato com pacientes positivos com diarréia
c - Pacientes com diarréia sanguinolenta, ou seja, disenteria clinica
d - Pacientes sadios
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A doenga no homem se iguala ou excede a salmonelose como cau
sa de diarréia bacteriana (BUTZLER & SKIRROW, 1979; KARMALI &
FLEMING, 1979a; BLASER et al., 1978b e BRUCE et al., 1977). O curso
tipico da doenca € moderado e usualmente manifesta-se clinicamen
te como uma diarréia aguda que pode persistir por uma semana. A
diarréia €& aquosa ou muco sanguinolenta, com febre ou nao, acompa
nhada por vémitos. Dores abdominais geralmente precedem a diar
réia. Também podem ocorrer sintomas como indisposicao, cefaléias,
dores nos musculos esqueléeticos (BUTZLER & SKIRROW, 1979; KARMALI
& FLEMING, 1979a).

Segundo BLASER et al., (1979a) a presenca de leucocitos e
sangue nas fezes dos individuos doentes sugere um mecanismo inva
sor. Do mesmo modo, BLASER, PARSONS & WANG (1980d) consideram que
a bacteriemia por C. fetus sub-espécie jejuni indica indiretamen

te aquele mecanismo. De acordo com BUTZLER & SKIRROW (1979) os

campilobacteres termotolerantes séq a semelhanca de Salmonella,
Yersinia e E. coli, patogénicos principalmente por mecanismo inva
sor, mas algumas cepas podem apresentar uma eqterotoxina termo-es
tavel. Ainda, de acordo com JARAMILLO (1982) o C. fetus sub-espé
cie jejuni provavelmente produz duas toxinas: uma termolabil, ca
paz de alterar os mecanismos que regulam a absorgao de glicose
bem como a absorcéo facilitada de s6dio e outra, termo-estavel ca

paz de alterar os mecanismos reguladores da secrec¢ao de sddio.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material
3.1.1. Carcacas

Foram analisadas 120 amostras de carcag¢as provenientes de ma
tadouros sob Inspecao Federal, no Estado de Sao Paulo, sendo 40 de
frangos de 55-60 dias, abatidos num matadouro localizado em Pauli
nea; 40 de suinos adultos de dois matadouros localizados em PiraCi
caba e em Vinhedo e 40 de bovinos adultos de dois matadouros loca
lizados em Piracicaba e Valinhos. A colheita do material foi feita

durante o periodo de outubro de 1981 a janeiro de 1982,
3.1.2. Material de laboratodrio

O equipamento por nos utilizado constou do que a seguir se ex
p6¢.

-_Um aparelho para obtencéo de atmosfera micro-aerdobia, adap
tado as nossas condigoés de trabalho, composto de jarras para anae
robiose constituidas de recipientes plasticos ou panelas de pres
sao a cujas tampas se adaptaram duas torneiras do tipo das utilizg
das em instalacoés de gas, uma destinada é,tubulac50-de borracha
ligada 3 bomba de vacuo e a outra destinada a idéntica tubulacao
em "T" para o manOmetro e para os cilindros de nitrogénio e anidri

do carbonico (SERRANO, 1976).

-Microscdpio Optico, marca Zeiss.
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- Microscopio de contraste de fase, marca Nikon.

- Potenciometro, marca Micronal.

- Balanca analitica, marca Sauter, P. 200.

- Estufas, marca Fanem.

- Incubador de temperatura controlada.

- Contador de coldnias, marca Hellige.

- Moldes metalicos com abertura retangular de 3 x 5 cm.

- Zaragatoas com haste de 14 cm de comprimento, contendo em
uma extremidade algoddo ndo absorvente com medida de 1,3 cm de dia
metro por 3 cm de compfimento. |

- Bomba de vacuo 1/3 C.V.

- Demais materiais de uso comum em laboratorio.

3.2. Metodos
3.2.1. Coleta e tratamento das amostras

As amostras das carcagas eram retiradas das linhas de matancga
de modo intermitente.

As de frango eram retiradas sobre a pele em 3 regides: no pei
to, no dorso e no ventre, nas proximidades da cloaca. Estas amos
tras eram colhidas na mesa de embalagem de carcacas frescas evisce
radas.

As amostras de suinos e bovinos eram coletadas ap0s a lavagem
final das carcacas, depois da divisao destas em duas metades e nas
sequintes regides: nos musculos do pescog¢o, na parede abdominal, pe
lo lado interno, proximo as costelas e a rafe e nos miisculos aduto

res da coxa, no local por onde a serra os dividiu.
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Utilizamos zaragatoa estéril que era molhada em 10 ml de agua
peptonada a 0,1%, e o excesso do ligquido era espremido de encontro
ds paredes do tubo e a zaragatoa era passada pela area de 15cm? de
limitada pelo molde, repetindo-se este procedimento mais duas ve
zes em cada area. Finalmente, o cabo da zaragatoa era partido con
tra as paredes do tubo, no local logo abaixo aquele em que era se
gura pelo operador. O tubo era a seqguir rosqueado e acondicionado
em caixa de isopor contendo gelo. Como se amostravam mais 2 regi
Oes, a area total somava 45 cm? por carcaca.

O exame em laboratorio era feit§ dentro de aproximadamente 3
horas apdos a colheita.

As aliquotas das dilui¢des eramcolocadas sobre a superficiede
placas de Petri em duplicata, previamente secas a 429C por 20 min.,

contendo agar nutriente-hematina seletivo para Campylobacter (RAZI

& PARK, 1979) e espalhadas com espatula de Drigalski.

3.2.2. Atmosfera de incubacgao

As placas, uma vez inoculadas, eram colocadas em jarras para
anaerobiose, cuja atmosfera micro-aerobia era obtida pelo uso de
uma bomba que proporcionava 500 mm de Hg de vacuo. Posteriormente,
era injetada uma mistura de gases constituida de 90% de nitrogénio
e 10% de anidrido carbOnico, de acordo com SKIRROW & BENJAMIN, 1980a
e HOLDEMAN et al., 1977. Uma cultura controle de C. fetus sub-espé
cie jejuni era sempre incubada juntamente com as amostras em anali
se. Dentro da jarra colocava-se cloreto de calcio granulado para

retirar a umidade da atmosfera.
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A incubacdo das placas era efetuada a 429C por, pelo menos,

72 horas (PATTON et al., 1981).

3.2.3. Contagem, isolamento e confirmagao

As placas eram examinadas apds 48 a 72 horas de incubagao e
descartadas apos 72 horas, se negativas. Naquelas positivas as co
l6nias eram contadas e a confirmagao das coldonias era feita sobre
10% do total, mas nunca menos de 3 (MOSSEL & QUEVEDO, 1967), subme
tendo-as a coloracao de Gram e verificando a mdtilidade e morfolo
gia (BUTZLER & SKIRROW, 1979). A coloracao ao Gram era feita pelo
emprego de fucsina de Ziehl diluida (carbol-fucsina) como corante
de contraste (WANG et al., 1978). Para verificacao da motilidade as
colonias eram suspensas em caldo tripticase e examinadas em micros
copio de contraste de fase (CHESTER & POULOS, 1980).

Apbs a verificac¢do da morfologia e motilidade, as coldnias ou
culturas eram purificadas em placas de agar nutriente-hematina se
letivo, em atmosfera micro-aerobia a 429C, por 24 a 48 horas.

Para execucgdo dos testes usuais de identificagao do C. fetus
sub-espécie jejuni, as coldnias eram inoculadas na porgao superior
(10 mm abaixo da superficie) do meio basal de caldo Albimi para
brucela com 0,16% de agar, conforme HOLDEMAN et al. (1977), e in
cubadas em aerobiose a 429C por 48 horas. Desta cultura retiravam-
se inbculos através de uma alca dupla de niguel ou com uma pipeta
e inoculavam-se nos meios empregados para identificacao do micror

ganismo, conforme a seguir:
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3.2.4, Testes bioquimicos e fisioldgicos
3.2.4.1. Formacao de células cocoides

Para este teste uma cultura de C. fetus sub-espécie jejuni de
48 horas, era exposta a temperatura e atmosfera ambiente por 48 ho
ras. A seguir procedia-se a uma coloragao pelo Gram e observava-se

o aparecimento de células cocoides (KARMALI, ALLEN & FLEMING, 1981).

3.2.4.2. Crescimento em agar nutriente simples

Para execucao desta prova inoculava-se com a cultura uma pla
ca de agar nutriente simples (KING, 1962). A incubagao era feitaem
micro-aerobiose a 429C por 72 horas. A leitura €ra feita pela ob

servacao do crescimento.

3.2.4.3. Producao de catalase e oxidase

Para estes testes inoculavam-se placas de agar nutriente com
as culturas provenientes do meio basal e incubavam-nasem micro - ae
robiose a 429C por 24 a 48 horas.

O teste de catalase era feito transferindo-se uma porgao da
coldnia para uma lamina de vidro contendo uma gota de perdoxido de
hidrogénio a 3% (VERON & CHATELAIN, 1973). A confirmacao da produ
c¢ao de catalase sempre era feita em tubos, onde cresciam os micror
ganismos, e nos quais se juntava posteriormente 0,5 a 1 ml de peré

xido (HOLDEMAN et al., 1977). A reac¢ao era positiva quando, sobre
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a massa celular, ocorria efervescéncia, dentro de 1 a 5 minutos.
Pra o teste de oxidade, colhiam-se, da placa de Petri, com
auxilio de uma alga de niquel, porgdes do crescimento microbiano,
e em seguida esfregavam-se-as sobre uma tira de papel de filtro im
pregnada de uma solugdo de tetrametil p-fenilenodiamina a 1% (p/v).
A reacdo era positiva quando a massa celular denotava coloragao vio
lacea dentro de 5 a 10 segundos (SKIRROW & BENJAMIN, 1980a). Do

mesmo modo, uma cultura de Escherichia coli também era utilizada

para controle.
3.2.4.4. Teste para fermentacao e oxidacdo da glicose

Para o teste de oxidacao inoculava-se, com os microrganismos
em estudos, os meios de Hugh & Leifson (VERON & CHATELAIN, 1973 )
e o meio basal (HOLDEMAN et al., 1977), aos quais era adicionado
1% de glicose esterilizada em filtro Millipore.

Para o teste de fermentag¢ao usavamos o mesmo procedimento,
mas depois de adicionarmos a glicose, os tubos eram agquecidos em
banho-maria por 10 minutos, esfriados, inoculados com o microrga
nismo e cobertos com uma camada de vaspar (vaselina e parafina ,
50/50%). A incubacao era feita“Gerobiose a 379C por uma semana.

A leitura dos resultados era feita pela observagao da colora
¢ao do indicador do meio. A reacdo era negativa se os meios perma
neciam com a cor original, laranja no meio basal ou verde no meio
de Hugh & Leifson, ou entdo vermelha ou azul, consequéncia de uma
producao de alcalis naqueles meios. Era positiva quando a colora

¢ao passava para amarelo em ambos os meios.
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3.2.4.5. Reducao de nitratos a nitritos

Para este teste, inoculﬁva—se, com a cultura em estudo, o
meio basal adicionado de 1% de nitrato de potassio. A incubacao era
feita aerobiose a 379C por uma semana. A leitura era feita adicio
nando-se 1 ml de cada reagente para detecc¢ao de nitritos. A reacgao
positiva era traduzida pelo desenvolvimento de uma cor vermelha

imediatamente, sobre o meio (HOLDEMAN et al., 1977).

3.2.4.6. Producao de sulfeto de hidrogeéenio

A producao de sulfeto de hidrogénio era verificada por  dois
procedimentos:

a) producao de sulfeto de hidrogénio em meio basal com 0,02 %
de hidrocloreto de cisteina e em meio basal sem cisteina. Inocula
vam-se os tubos com a cultura, colocava-se no topo dos tubos uma
tira de papel de filtro impregnada com solug¢ao saturada de acetato
de chumbo (HOLDEMAN et al., 1977) e incubavam-se em aerobiose: a
379C por uma semana; a reagao positiva era indicada pelo enegreci
mento da tira de papel de filtro suspensa sobre o meio;

b) produgdo de sulfeto de hidrogénio em meio de triplice - acu
car-ferro (TAF - DIFCO). Este meio, inclinado, era inoculado com
a cultura, usando-se uma agulha de niquel que o perfurava e
depois estriava-se também a superficie. A incubagao era micro - ae
robia por 10 dias (HOLDEMAN et al., 1977). A reagao positiva era

indicada pelo enegrecimento no lugar da picada do meio.
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3.2.4.7. Crescimento em 1% de glicina, 8% de glicose e 3,5% de clo

reto de sodio

A partir do meio basal com crescimento do microrganismo eram
realizadas inoculagoes em 3 tubos de meio basal, cada um com uma
das substancias acima mencionadas. Os tubos inoculados eram incuba
dos aerobiamente a 379C por uma semana.

A presenca de claro crescimento, sob a forma de um anel abai
x0 da superficie dos meios, era considerada como pro&a positiva /

(HOLDEMAN et al., 1977 e VERON & CHATELAIN, 1973).
3.2.4.8. Crescimento a 259 e 42¢C

Estes testes eram efetuados inoculando-se a cultura em meio
basal, em duplicata. Um tubo era incubado a 259C e o outro a 429C,
em atmosfera aerdobia por uma semana. Do mesmo modo que OsS testes
anteriores, o crescimento era observado como em 3.2.4.7., quando

a prova era positiva.
3.2.5. Testes de tolerancia

De modo geral, para efetuar quaitjuer dos testes de tolerancia
empregava-se como meio basal o agar nutriente com hematina a 0,001%
ou com 7% de sangue defibrinado de carneiro, em placas. Apos inocu
lagao com a cultura, incubava-se em atmosfera micro-aerobia a 379C
por 72 horas, exceto quando o crescimento ja se tornava claro en

menor periodo de tempo (HOLDEMAN et al., 1977 e VERON & CHATELAIN,
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1973).

3.2.5.1. Crescimento em verde brilhante

Para este teste a cultura em estudo era inoculada em uma pla
ca com meio basal contendo 30,3 pg do corante por ml do meio e em
outra placa com o corante em meio basal numa concentragao de 1l0pg/

ml (VERON & CHATELAIN, 1973).

3.2.5.2. Crescimento em cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolium

Este teste era efetuado estriando-se a cultura em duas placas
com meio basal contendo 1,0 mg e 0,4 mg de cloreto de trifenilte
trazolium por ml do meio. As coldnias redutoras do sal de tetrazo

lium apresentavam-se vermelhas (LUECHTEFELD & WANG, 1982).

3.2.5.3. Crescimento em aerobiose e anaerobiose

Os testes eram conduzidos plaqueando-se a cultura em meio ba
sal, em duplicata, e incubando-se uma placa em atmosfera aerdbia e
a outra em anaerobiose. A temperatura de incubagao era de 379C e o

periodo de uma semana (HOLDEMAN et al., 1977).

3.2.5.4. Sensibilidade ao acido nalidixico

Este teste era feito estriando-se a cultura em placas com me

io basal e colocando-se no centro das estrias um disco de papel de
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filtro com acido nalidixico na concentragado de 30 upg. Qualquer zo
na de inibigao era interpretada como microrganismo sensivel (HOLDE

MAN et al., 1977).
3.2.6. Manutencao das culturas
As culturas de C. fetus sub-espécie jejuni eram mantidas em

caldo Albimi para brucela com 0,16% de agar, meio fluido de tiogli

colato (DIFCO) e meio reforgado para Clostridium, adicionado de

0,3% de extrato de levedura e 0,3% de aspartato de potassio e clo

reto de sodio.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Da identificagao das cepas do microrganismo

4.1.1. Morfologia

Os campilobacteres isolados de carcacas de frangos apresenta
ram dois tipos de coldnias ao isolamento direto em agar nutriente
seletivo com hematina, a 429C por 48 horas. O tipo mais comum
apresentava colonias pequenas a médias com cerca de 0,3 a 1,0 mm
de diametro, convexas, com bordos geralmente regqulares, ligeiramen
te translicidas nos bordos e com o centro pardo bronzeado, ligeira
mente opaco a luz refletida. Estas coldnias aumentavam de diame
tro (1,5 - 3,0 mm) e perdiam o brilho, tornando-se foscas com a
incubagao por 72 horas.

O segundo tipo de colonias apresentava-se como um crescimento
isolado, achatado e abundante ao longo ou ao ladodas estrias, irre
gular, brilhante e transparente. Este tipo tambeém se encontrava
como colonias grandes de 3 a 4 mm de didmetro, espalhadas e baixas,
com bordos irregqulares as vezes apiculados, translicidas, com _teg
déencia a espalharem—se e coalescerem-se.

O exame morfologico das coldnias de campilobacteres termotole
rantes isolados de amostras de carcacas de frangos foi inicialmen
te dificultado devido principalmente ao elevado numero de microrga
nismos termotolerantes contaminantes; notadamente bastonetes Gram
negativos, Gram positivos e leveduras, que apresentavam colonias
com alguma similaridade morfologica com a dos campilobacteres.

Os campilobacteres isolados de carcacas de suinos apresenta

ram maior variacao morfoldogica. As colonias mais comumente encon
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tradas eram semelhantes as do tipo descritas para os campilobacte-
res isolados de frangos, porém eram maiores e mais douradas no cen
tro. Também foram encontradas colonias peguenas, circulares e
ovais, brilhantes, lisas e transparentes como goticulas de agua.
Do mesmo modo, ao microscopio, as colonias apresentavam bordos in
teiros e circulares, convexas baixas e com o centro amarelado, fi
namente granulares. Ap0s incubagdo prolongada, as colonias eram
maiores, mais viscosas e mais amareladas.

Todas as colonias foram facilmente emulsionadas em agua pepto
nada. Quando qualquer coldonia era repicada em agar nutriente, da
va origem a coldonias de todos os tamanhos, desde goticulas de 0,5
mm até 2,0 mm de diametro, com caracteristicas semelhantes as do
primeiro tipo.

Ao examinarmos a morfologia celular e motilidade em microsco
pia de contraste de fase, encontramos células curtas curvas, asse
melhando-se a letra S e formas helicoidais, com extremidades ponti
agudas e extremamente moveis. Ao teste de Gram, as células se
apresentavam como formas cilindricas curvas, isoladas e em espi
rais, como a letra S, lembrando gaivotas e algumas em espirais com
3 a 4 espiras.

A exposicao das placas com as coldnias ao ar por 48 horas a
temperatura ambiente redundou no aparecimento de células cocdides,
invidveis. Este fato ocorreu com todas as cepas dos campilobacte
res isoladas. |

Do mesmo modo, a incubagao prolongada das células em meio se
mi-sb6lido reforgcado para clostridios resultou na presenca de célu
las unidas em espirais relativamente longas, formando emaranhados.

O exame da morfologia e motilidade celulares em microscopia
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permitiu dirimir as duvidas suscitadas pela morfologia das colo-
nias e desta forma contribuiu significativamente para um diagnésti
co presuntivo diferencial para campilobacteres. O carater varié
vel da morfologia celular, particularmente a formacao de células
cocoides em culturas envelhecidas ou expostas ao oxigénio atmosfé
rico, & uma caracteristica tipica dos campilobacteres e a exemplo
de RISTIC, WHITE & DOTY (1958), permite diferencia-los de outras
bactérias Gram negativas moveis por flagelos polares.

As caracteristicas morfoldogicas das colonias e das células
dos campilobacteres isolados de frangos e suinos correspondem aque
las relatadas por SMIBERT (1965) e DOYLE (1948), respectivamente .
Estas caracteristicas morfoldgicas sdo comparaveis as do C. fetus
sub-espécie jejuni enunciadas por SMIBERT (1974), KARMALI, ALLEN &

FLEMING (198l) ou ao grupo coli-jejuni segundo VERON & CHATELAIN

(1973) e SKIRROW & BENJAMIN (1980a).

Em meio semi-s6lido, o crescimento invariavelmente ocorria en
tre 1 a 3 mm abaixo da superficie do meio, caracteristicamente co
mo um anel esbranquicado delgado, semelhante ao observado por
SMIBERT (1974), apbs incubagdo aerobia a 429C por 24 a 48 horas.
Este crescimento tornava-se abundante, espesso e viscoso, apds in

cubacao prolongada nas mesmas condigodes.

4.1.2. Comportamento cultural, biogquimico-fisiologico e de sensibi

lidade

4.1.2.1. Producao de catalase e oxidae

Todas as cepas de campilobacteres isoladas de frangos e sui
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nos produziram as enzimas citocromo-oxidase e catalase (Quadros 4
e 5).

No estudo de campilobacteres termotolerantes isolados, a pro
ducao de catalase representa importancia em salde piblica, visto
que esta € uma das propriedades das espécies patogénicas do grupo.
Contudo, em uma amostra de suino, S 23, além de campilobacteres
produtores de catalase, encontrou-se uma cepa nao produtora da enzi
ma. SODERLIND (1965) e SMIBERT (1978), também relataram a presencga

de campilobacteres nao produtores de catalase em fezes de suinos.

4.1.2.2. Redugao de nitratos

Todas as cepas isoladas reduziram os nitratos a nitritos (Qua
dros 4 e 5). Embora DOYLE (1948) relate a ocorréncia de cepas de

Campylobacter (V. coli), causadoras da disenteria suina, nao redu

toras de nitratos, nenhuma foi encontrada entre as cepas isoladas.

4.1.2.3. Fermentacao e oxidagdo de carboidratos

A glicose nao foi fermentada nem oxidada por nenhuma das ce
pas classificadas. Todos os campilobacteres cresceram no meio pa
ra verificag¢ao da reacao oxidativa, apresentando uma reacio ligei
ramente alcalina. Entretanto, somente 7 cepas de campilobacteres
apresentaram crescimento no meio para verificacao da fermentacao

( 5 delas pertenciam as carcagas de suinos e 2 3as de frangos).
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4.1.2.4. Produgdo de sulfeto de hidrogénio

Todas as cepas de campilobacteres produziram sulfeto de hidro
génio em meio sensivel. Em meio padrao (meio basal sem cisteina),
com excegao das cepas F 24, F 25, F 26 e F 28 isoladas de frangos,
todas as outras produziram o gis,

A maioria das cepas isoladas de suinos sio de C. coli
(STICHT-GROH, 1982 e BLASER, 1982), tipicamente mais produtoras de
sulfeto de hidrogénio em meio padrao, que as de C. jejuni (SKIRROW
& BENJAMIN, 1980a), mais frequentemente encontradas em frangos
(BLASER, 1982),

Nenhuma das cepas de campilobacter'constantesnasQuadros 4 e 5
produziu sulfeto de hidrogénio em meio de triplice agiicar e ferro.
Entretanto, a amostra S 38 de carcaca suina apresentou uma coldnia
de campilobacter cuja cepa produziu o sulfeto de hidrogénio em tri
plice agiicar e ferro. B provavel que esta cepa de campilobacter, pro
dutora de catalase e sulfeto.de hidrogénio em TAF, seja o C. fecalis,
embora a morfologia celular nio correspondesse aquela relatada por

AL-MASHAT & TAYLOR (1980 a,b).

4.1.2,5. Crescimento em agar nutriente simples

Segundo KING (1962) e ULLMANN (1979) os campilobateres sdo re
lativamente exigentes quanto ao meio de cultura. A auséncia de cres
cimento dos campilobacteres isolados em meio de agar nutriente sim
ples (Quadros 4 e 5) indica que os organismos possuem exigéncias

nutricionais mais complexas.
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4.1.2.6. Crescimento em glicina, cloreto e glicose

Todos os campilobacteres isolados cresceram em meio basal com
1,0% de glicina, mas nenhum cresceu em meio basal com 3,5% de clo
reto de sodio (Quadros 4 e 5). Com relacdo a estes testes, os cam
pilobacteres isolados comportaram-se como os campilobacteres "rela

cionados" de KING (1957) ou Campylobacter fetus sub-espécie jejuni

de SMIBERT (1974).

Em glicose a 8%, os campilobacteres isolados apresentaram sen
sibilidade ao carboidrato nesta concentracdo, com excecao das ce
pas F 26, F 27, F 28, S 6 e S 7 (Quadros 4 e 5). SKIRROW & BENJAMIN
(1980a) nao recomendam o emprego deste teste para diferenciar o C.
jejuni dos outros campilobacteres produtores de catalase, devido a

obtencao de resultados variaveis.

4.1.2.7. Crescimento as temperaturas de 259, 379 e 429C

Todas as cepas isoladas apresentaram crescimento as temperatu
ras de 37 e 429C, mas nenhuma cresceu a 259C (Quadros 4 e 5). Nos
sos resultados sao semelhantes aqueles relatados por KING (1962) e
FLETCHER & PLASTRIDGE (1964b), para campilobacteres intestinais de
seres humanos e animais, que demonstram o crescimento dos microrga

nismos a 429C e a 379C, mas nao a 259C.

4.1.2.8. Crescimento em aerobiose, micro-aerobiose e anaerobiose

Os campilobacteres isolados de frangos nao cresceram em atmos
fera aerobia, mas apresentavam um crescimento escasso quando em

anaerobiose (Quadro 4).
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Por outro lado, as cepas isoladas de suino foram mais anaerd
bias que as de frangos (Quadro 5)e,no entanto,as cepas S 38 e S 39 esboga
ramum ligeirocrescimento em aerobiose. Este comportamento variavel
de algumas cepas de campilobacteres de suinos em atmosfera anaeré
bia e aerobia também foi observado por VERON & CHATELAIN (1973) e
SMIBERT (1974)

Todos os campilobacteres cresceram bem em atmosfera micro - ae
robia, mas ao isolamento inicial algumas cepas exigiram uma incuba
cdo de 72 horas para formarem coldnias. A natureza micro - aerdbia
dos organismos isolados ficou claramente estabelecida, refletindo
fielmente as observacoes de muitos outros pesquisadores (SMIBERT ,

1974; KING, 1962 e LUECHTEFELD et al., 1982)

4.1.2.9. Sensibilidade ao acido nalidixico, cloreto de trifenilte

trazolium e verde brilhante

Todas&Eepas isoladas apresentaram sensibilidade a 30 ug de
acido nalidixico, com um didmetro de zona de inibicdo situada numa
faixa de 10 até 24 mm (Quadros 4 e 5).

Todos -os campilobacteres isolados pertencem a sub-espécie Jjeju
ni de acordo com a sensibilidade apresentada frente ao acido na
lidixico. Embora existam relatos sobre a existéncia de cepas de
campilobacteres termotolerantes resistentes ao acido nalidixico
(SKIRROW & BENJAMIN, 1980a), nenhuma’foi encontrada entre as cepas
por nos isoladas.

Somente uma cepa de campilobacter, a F 4, isolada de frango P
cresceu e reduziu o cloreto de trifeniltetrazolium a 1,0 mg por mi

lilitro de meio. Por outro lado, somente 1 cepa de campilobacter
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isolada de suino, a S 7, nao reduziu o corante, a essa concentra
cao.

Embora todas as cepas isoladas crescessem em 400 ug de trife
niltetrazolium por mililitro de meio, sendo portanto C. fetus sub-
espécie jejuni, (SKIRROW & BENJAMIN, 1980a; LUECHTEFELD & WANG,
1982), a auséncia de crescimento em 1,0 mg de CTT por mililitro de
meio constituiu a principal caracteristica diferencial da maioria
das cepas isoladas. Baseado neste fato (Quadros 4 e 5), com exce
cao da cepa F 4, as outras cepas isoladas de frangos e a cepa S 7
de suino correspondem ao C. jejuni. Do mesmo modo & provavel que
as cepas S 5, S 6 e S 21 isoladas de suinos correspondam ao C. jg
juni, visto que apresentaram apenas ligeiro crescimento no 1dltimo
meio (VERON & CHATELAIN, 1973). Por outro lado, as outras cepas
originadas de suinos sdo representadas pelo C. coli, todas resis
tentes a concentrac¢ado de 1 mg de CTT por mililitro de meio. Este
fato pode ser compreendido lembrando-se as observacoes de LUECHTEFELD
& WANG (1982) que relatam que as cepas de C. fetus sub-espécie Jje
juni (C. jejuni porque possuiam atividade hipuricase) isoladas de
homem e animais, 82% apresentaram susceptibilidade a 1,0 mg de CIT/
ml.

Quanto ao crescimento em verde brilhante, somenfe uma cepa
isolada de frango, a F 4, e uma cepa de suino, a S 23, cresceram a
mais baixa concentracao do agente inibidor (10 ug / ml). Entretan
to, a mais alta concentragao do corante nenhuma tepa apresentou
crescimento (30 ug / ml).

A exemplo do que foi relatado para C. coli e C. jejuni (VERON

& CHATELAIN, 1973), nenhum campilobacter isolado em nosso estudo
cresceu na presenca de verde brilhante a concentracao de 30 ug/ml.

Entretanto, contrariamente a opinido de ELAZHARY (1965), somente
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uma cepa de g;‘fetus sub-espécie ‘jejuni de frango e uma de suino
cresceram em meio contendo verde brilhante a mais baixa concentra
c¢ao (10 ug/ml). Este fato, associado as observacoes de SKIRROW &
BENJAMIN (1980a), nao nos permitiu diferenciar as provaveis cepas
de C. coli e C. jejuni, porventura presentes entre aquelas ‘isola
das de suinos.

As caracteristicas morfoldgicas, culturais, bioquimicas, fisi
oldogicas e de sensibilidade dos campilobacteres isolados das carca
cas de suinos e frangos correspondem aquelas descritas para o C.
fetus sub-espécie jejuni de SMIBERT (1974).

Dos testes efetuados para diferenciacao das cepas isoladas, o
teste de sensibilidade a 1,0 mg de cloreto de trifeniltetrazolium'
por ml de meio foi o que apresentou resultados mais consistentes com ba
se neste teste, 95% da cepas isoladas de frangos e 7% das cepas iso
ladas de suinos assemelham-se ao C. jejuni, 21% das isoladas de
suinos apresentaram caracteristicas intermediarias entre o C. jeju

Ei e g. coli.
4.2. Do exame das carcacas

4.2.1. Carcagas de frangos

O C. fetus sub-espécie jejuni ocorre em frequéncia elevada no
trato intestinal e fezes de animais de abate. Em decorréncia, as
carcacas podem ser contaminadas durante as operacoes de abate.
Ainda, a contaminacao cruzada pode ocorrer duranteo pré-resfriamento
das carcacas de frangos (SKIRROW, 1977). Portanto, o nivel de con

taminag¢ao das carcacas dependera do numero de microrganismos pre
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sentes nas fezes, bem como das condigGes higiénico-sanitarias dos
abatedouros, do mesmo modo como ocorre com as salmonelas.

Examinando o Quadro 6, verifica-se que foram isoladas 33 ce
pas de C. fetus sub-espécie jejuni de um total de 120 amostras de
carcacgas de animais de abate.

As carcagas de frangos foram as gue apresentaram maior numero
de amostras positivas, num total de 19 (47,5%) isolamentos, segui
da das carcacas suinas com 14 (35,5%) isolamentos. Das amostras
provenientes da espécie bovina, nenhum campilobacter foi isolado.

De acordo com os dados do Quadro 7 sobre as contagens de C.

fetus sub-espécie jejuni em 19 carcacas de frangos, verificamos
que a maior densidade encontrada foi de 1,7 x 102 microrganismos

por cm? de superficie analisada.

Os nossos resultados indicam que a ocorrencia de C. fetus sub
-espécie jejuni nas carcacas de frangos é semelhante dquela (45%)
relatada por SHANKER et al. (1982), por cultivodireto sobre placas de
Petri, para analise de carcacas de frangos inteiras ~evisceradas. E
bom frisar que o abate desses frangos foi efetuado em operagoes
idénticas aquelas do nosso estudo.

Verificamos ainda que a ocorréncia do microrganismo nas carca
cas de frangos, que nos pesquisamos, era inferior aquela relatada
por PARK et al. (1981), no Canada e EUA; por BRUCE et al. (1977) ,
na Inglaterra; bem como équela obtida nos EUA e Nova Zelandia, por
SMELTZER (1981). Por outro lado, & necessario ressaltar que PARK
et al. (1981) e SMELTZER (1981) analisaram carcag¢as inteiras, em
pregando procedimento de enriquecimento, filtragao em membranas e

posterior cultivo em meios seletivos. Entretanto, PARK et al.

(1981) , ao empregarem o plagqueamento direto para isolamento do C.
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fetus sub-espécie jejuni das mesmas amostras, obtiveram resultados
mais baixos que agqueles encontrados na nossa pesquisa.

A ocorréncia de C. fetus sub-espécie jejuni em carcacas de
frangos situa-se na faixa de 1,8 a 94,0%. (DOYLE, 1981; SMELTZER,
1981). Isto porqgue as técnicas utilizadas para colheita e tratamen
to das amostras, bem como a metodologia de isolamento, tém variado
amplamente, podendo explicar os diferentes resultados ja menciona
dos. |

Os valores obtidos nas contagens de C. fetus sub-espécie jeju
ni em carcacas de frangos foram de mbdo geral baixos, possivelmen
te porque a técnica de amostragem (PATTERSON, 1971; GIL & HARRIS,
1982) e o meio empregado para isolamento apresentam limitacoes
(GIL & HARRIS, 1982; MEHLMAN & ROMERO, 1982; PATTERSON, 1981), nao
revelando a contaminacao real das amostras.

A presenca de C. fetus sub-espécie jejuni em carcacas de fran
gos pode constituir-se em risco potericial a salde piblica, devido
ao isolamento desse microrganismo em varios casos de enterite huma
na e a existéncia de relatos associando esta doenga ao contato e
ingestao de frangos mal cozidos ou outros alimentos que de alguma
forma se contaminaram direta ou indiretamente com carcacgas de

frangos contendo o microrganismo.

4,2.2. Carcacas de suinos

Analisando o Quadro 8 podemos observar que, do total de 14 ca
sos positivos de isolamento de suinos, o maior numero encontrado

foi de 4,9 x 10 C. fetus sub-espécie jejuni por cm® de superficie

-84



analisada.

Nessas carcacas a ocorréncia de contaminacao com o C. fetus
sub-espécie jejuni apresentou percentual semelhante ao encontrado
por STERN (1981) nos EUA, que utilizou a mesma técnica de amostra
gem, porém em area um pouco maior (49,2 cm?) que a nossa, sobre o
misculo semi-membranoso, nas adjacéncias do fémur, mas as carcagas
foram analisadas antes da lavagem final, ao contrario do que
ocorreu com as nossas analises.

De modo geral, as contagens foram baixas, mas as mesmas consi
deracoes relacionadasrés~carcacas>de.frangos também se aplicam as
de suinos.

Como a maioria das cepas isoladas de suinos assemelham-se ao

C. coli e as de frangos ao C. jejuni, & provavel que as carcacgas

de frangos possam vir a desempenhar papel mais importante como fon

te de enterite humana por Campylobacter, principalmente por ser o

C. jejuni mais frequentemente envolvido em surtos de enterite.

4.2.3. Carcagas de bovinos

Quanto aos bovinos, nao foram encontradas amostras positivas
nos dois matadouros, embora em um deles, que fazia primeiro matan
ca de suinos e depois desta, no mesmo local e dia, matanc¢a de bovi
nos, encontramos o microrganismo nas carcacas de suinos. Do mesmo
modo, STERN (1981) analisou 58 amostras de carcacas frescas de bo
vinos sem sofrerem a lavagem final e somente encontrou o microrga
nismo em uma amostra. Este autor também tentou isolar o microrga

nismo das fezes dos mesmos bovinos e nao encontrou nenhum nas 31
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amostras analisadas.

O resultado de STERN (1981), anteriormente mencionado, foi ob
tido quando o autor analisou carcac¢as sem sofrerem lavagem final
em areas maiores que as nossas (130 cm?) e utilizando zaragatoas
que se desfazem durante a homogeneizacao das amostras, portanto em

condigdes de obter melhores recuperagoes.
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QUADRO 4 - COMPORTAMENTO MORFOLOGICO, CULTURAL, BIOQUIMICO, FISIOLOGICO E DE SENSIBILIDADE DAS CEPAS DE C. fetus

~ ssp. jejuni ISOLADAS DE CARCACAS DE FRANGOS.
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QUADRO 5 - COMPORTAMENTO MORFOLOGICO, CULTURAL, BIOQUIMICO, FISIOLOGICO E DE SENSIBILIDADE DAS CEPAS DE C. fetus
ssp. jejuni ISOLADAS DE.CARCACAS DE SUINOS.
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S 5 + + + + N/- + + + - - * - - - + + - + + S + f - -
S o6 + + + + B/- ¥ + + - - + - f - + + - + + S + f - -
S 7 + + + + N/- + + + - - + - f - + + - + + S 4 - - -
S 19 + o+ + + B/N + + + - - + - - - + + - + + S + + - -
S 20 + + + o+ N/N + + +, - - + = - - + + - + + S + + - -
S 21 + + + + N/N + + + - - + - - - + + - + S + - -
S 22 + + + + N/N + + + - - + - - - + + - + + S + + 0 - -
S 23 + + +* 4 N/- + + + - - + - - - + + - + S + + + -
S 35 + + + + N/N + + + - - + - - - + + - + f S + + - -
S 36 + + + + N/- + + § - - + - - - + + - + + S + + - -
S 37 + + + + N/- + + + - - + - - - + + - + + S + + - -
S 38 + + + o+ N/- + + + R - + - - - + + f + + S + + - -
S 39 + + + + B/- + + + - - 4 - - - + + f + + S + + -
S 40 + o+ + N/- + + + - - + - - - + + - + + S + + -
O/F): Oxidggio /fermentacao ( £ ): Reacao ou crescimento fracamente positivos
S ): Ser_151ve1_ ) . v ( - ): Reacao ou crescimento negativos
a ): Meio Alb}m} com cisteina ( + ): Reacao ou crescimento positivos
b ): Meio Albimi sem cisteina . ( N ): Reacdo neutra
C ): Meio triplice acgucar e ferro ‘(. B ): Reacido basica
d ): Agar nutriente simples . % * ; Uma colopia desta amostra ndo produziu catalase
e ): Cloreto de trifeniltetrazolium **): Uma colonia desta amostra produziu H2S.



QUADRO 6 - C. fetus ssp. jejuni EM 120 CARCACAS FRESCAS DE
ANIMAIS DE ABATE.

"NO® de isolamentos

g

Animal analisado em 40 amostras de

. carcacas
FRANGOS ' 19 47,5
SUINOS 14 35,3
BOVINOS .0 .0,0
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QUADRO 7 - CONTAGENS DE C. fetus ssp. jejuni EM CARCACAS

DE FRANGOS.

Amostras Contagem/cm?
F 4 4,0 x 10
F 5 6,3 x 10
F 6 4,6 x 10
F 7 8,0 x 10
F 8 1,1 x 102
F 9 1,7 x 102
F 22 0,6 x 10
F 23 1,3 x 10
F 24 1,6 x 10
F 25 2,6 x 10
F 26 3,7 x 10
F 27 2,2 x 10
F 28 | 2,6 x 10
F 29 4,4 x 10
F 30 1,6 x 10
F 35 3,7 x 10
F 37 | 2,4 x 10
F 38 5,4 x 10
F 40 1,1 x 10
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QUADRO 8 - CONTAGENS DE C. fetus ssp. jejuni EM CARCACAS

DE SUINOS.

Amostras Contagem/cm?
S 5 0,7 x 10
S 6 2,2 x 10
S 7 0,3 x 10
S 19 1,2 x 10
S 20 0,4 x 10
S 21 0,8 x 10
S 22 0,4 x 10
S 23 0,1 x 10
S 35 4,9 x 10
S 36 2,3 x 10
S 37 0,2 x 10
S 38 0,6 x 10 )
S 39 3,8 x 10
S 40 2,1 x 10
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5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados de nossa pesquisa chegamos as se

guintes conclusoes:

5.1. A ocorréncia de Campylobacter fetus sub-espécie jejuni foi
constatada em carcagas de frangos e suinos. O microrganismo nao

foi encontrado nas carcacas de bovinos.

5.2. As carcacas de frangos apresentaram taxas de ocorréncia e con
tagens médias de C. fetus sub-espécie jejuni mais elevadas que as -

de suinos, mas mesmo assim bastante baixas.

5.3. Dos testes bioquimicos efetuados para caracterizagao das ce

pas de Campylobacter fetus sub=espécie jejuni isoladas de carcacas

de frangos e suinos, somente a tolerdncia a 1,0 mg de cloreto de
trifeniltetrazolium por ml de meio e, em menor extensao, a produ
¢do de sulfeto de hidrogénio em meio padrao, permitiram uma dife
renciacao da maioria das cepas. Com base nestes testes, a maioria
das cepas isoladas de frangos assemelham-se ao C. jejuni e as de

suinos ao C. coli.

5.4, Embora a média geral das contagens tenha sido muito baixa nao
devemos subestima-la, particularmente, por nao conhecermos ainda,
o numero minimo de organismos necessario a instalagao de uma infec

cao humana.
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