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Revisao

Diferentes métodos de isolamento de Campylobacter

jejuni em alimentos
Isolatlon of Campylobacter Jejuni in food. leerent methods

Robson Maia Franco

Resumo

Esta revisdo procura esclarecer a importancia do
Campylobacter jejuni como microrganismo emergen-
te, incriminado em casos de infec¢do alimentar, quer
seja em paises em desenvolvimento ou desenvolvi-
dos. Aborda ainda o perigo que as campilobacterioses
podem oferecer as diferentes categorias de ingestores.
Ressalta a necessidade da otimizac¢éo de técnicas para
deteccéo e isolamento de C. jejuni em produtos de

origem animal e da realizagdo de experimentos para.

a criagdo de métodos genuinamente nacionais.
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Introducéao

A enterite por Campylobacter é uma zoonose na
qual os animais séo reservatérios da infecgdo. Em
paises industrializados (Reino Unido, Estados Unidos,
Canada), na Europa e em paises em desenvolvimen-
to (Argélia, Egito, Gambia, Africa do Sul, Bangladesh,
China, india, Brasil, Chile, Peru e Costa Rica) os sur-
tos de campilobacteriose na ultima década, envolven-
do carne avicola, bovina e suina, agua natural, leite
ndo pasteurizado e queijos brandos, incriminam os ali-
mentos contaminados como fonte de transmissédo-e
caracterizam o organismo como um patégeno capaz
de causar infecgdes alimentares (Bruce et al., 1977;
Blaser et al., 1979a; Park et al., 1981; WHO, 1984;
Shane e Montrose, 1985; Franco, 1988; Pinheiro et

., 1991).

As dificuldades de aplicagao das técnicas de isola-
mento e a ndo notificagdo aos 6rgdos de saude, fa-
zem com que a doenga seja pouco conhecida em pa-
ises em desenvolvimento; porém, no Reino Unido, os
laboratérios de isolamento desta bactéria, conforme
reportado no Communicable Disease Surveillance
Center, enumeraram em torno de 17.000 isolamentos
em 1983 quando comparados aos de Salmonella em
torno de 14.000, com maior incidéncia na area rural e
nos meses de verdo. A doenga atinge principalmente
criangas, recém nascidos, individuos
imunodeprimidos, diabéticos e idosos, fazendo com

que o Campylobacter seja objeto de interesse por par-
te de organismos de saude e grandes industrias alimen-
ticias (WHO, 1984).

Inumeros procedimentos para detecgéo e isolamen-
to foram estudados e varios trabalhos vém surgindo
na busca da otimizagéo de técnicas para pesquisa do
C. jejuni nos diferentes tipos de. alimentos de origem
animal ou nao.

Metodologias

Métodos Classicos

A partir de 1970, diferentes métodos para pesquisa
e identificagdo de C. jejuni em alimentos e outros
substratos vém se aperfeicoando através da utilizagao
de atmosfera e temperatura de incubacéao étimas para
seu desenvolvimento e manutengédo, e da aplicagéo
de agentes seletivos para a inibicdo da microbiota au-
téctone e acompanhante, com énfase nas diferentes
enterobactérias (Pseudomonas, Staphylococcus,
Streptococcus faecalis, Lactobacillus), ocorrendo, to-
davia, variagdes nas suas concentragdes, dosagens e
associagoes (King, 1957; Butzler et al., 1973; Skirrow,
1977; Tanner e Bullin, 1977; George et al., 1978;
Smibert, 1978; Blaser et al., 1979b; Butzler e Skirrow,
1979; Karmali e Fleming, 1979; Lander e Gill, 1980;
Wang et al., 1980; Gilchrist et al., 1981; Oosterom et
al., 1981; Park et al., 1981; Patton et al., 1981; Smeltzer,
1981; Chan e Mackenzie, 1982; Christopher et al.,
1982; Doyle e Roman, 1982; Gil e Harris, 1982;
Mehlman e Romero 1982; Stern, 1982 a, b; Sterne
Kotula, 1982; Park et al., 1987).

Bissulfito de sddio, cisteina e tioglicolato de sédio
tém sido usados objetivando reduzir os radicais
superdéxidos e inibir o crescimento de organismos pro-
dutores de acido latico a partir da lactose, principal-
mente em amostras de leite, onde o acido pode inter-
ferir na sobrevivéncia do C. jejuni (Doyle e Roman
1982; WHO, 1984).

-Os meios seletivos ndo eliminam todos os outros
microrganimos entéricos mas somente limitam o cres-
cimento destes organismos favorecendo o isolamento
de campilobacteres (Smibert, 1981).
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. Objetivando atender a necessidade microaeroéfila do
microrganismo, determinados meios de cultivo séo
suplementados com compostos que aumentam a tole-
rancia do C. jejuni ao oxigénio, extinguindo anions
superéxidos e peréxido de hidrogénio que ocorrem es-
pontaneamente no meio de cultura, tendo o sulfato
ferroso e o metabissulfito de sédio agdo ndo enzimatica
da destruicdo de radicais superoxidos enquanto o
piruvato de sodio age desviando o radical superéxido
(George et al., 1978; Smibert, 1978; Giglchrist et al.,
1981; Stern, 1981; Stern, 1982b). '

Alem de adigéo de sais, aos meios de cultivo, para
aumentar a aerotolerancia do C. jejuni, devem ser in-
cubados em atmosfera microerdfila contendo 5% de
0o, 10% de CO5 e 85% de Np proporcionando me-
Ihor crescimento (Smibert, 1981).

Mehlman e Romero (1982) recomendam a utiliza-
¢éo do sulfito de sédio na concentragdo de 7,9 mmol,
a qual é tolerada pelo C. jejuni e é capaz de inibir ou-
tros microrganismos.

Tanner e Bullin (1977) demonstraram que o pH=8.4,
de meios béasicos para cultura de C. jejuni, facilita a
recuperacdo das poucas células de Campylobacter
presentes nas amostras a serem analisadas, permi-
tindo que este organismo prolifere na presenga de gran-
de numero de Escherichia coli e Streptococcus
faecalis.

Blaser et al. (1979b) indicaram a combmagao de
vancomicina, trimetoprim, polimixina B, anfotericina B,
por-atuarem inibindo, respectivamente, cocos Gram po-
sitivos, Proteus, Enterobacteriacea e Pseudomonas,
fungos e leveduras. Doyle e Roman (1982) sugeriram
também, parte da combinacao usada por Blaser et al.
(1980), utilizando vancomicina, trimetoprin e polimixina
B com diferenga na concentragdo empregada e subs-
tituicdo da anfotericina B por cicloheximide “actidione”
por apresentar 0 mesmo espectro antibidtico de acéo.

A cefalozina e cefalotina sdo empregadas por se-
rem ativas contra Streptococcus faecalis, Enterobacter
sp, Serratia sp, Pseudomonas aeruginosa, alguns
Proteus sp, Yersinia enterocolitica, Bacterioides
fragilis e por permitirem a separacgéo entre diferentes
espécies de Campylobacter pois inibem o crescimen-
to de C. fetus fetus e C. fetus veneralis (Smibert,
1981).

Em funcéo das complexas exigéncias culturais do
C. jejuni (nutricdo, atmosfera e temperatura de incu-
bagéo), Smibert (1981), sugere que éstas condi¢cdes
devam ser atendidas para o sucesso do seu isolamen-
to, juntamente com o uso de antimicrobianos e que
obtem-se melhores resultados com incubacgdo em at-
mosfera microaeréfila a 42 - 43°C.

Uma grande variedade de métodos bacteriolégicos
envolvendo meios e condi¢gbes proprias, vem sendo
desenvolvida para recuperar e isolar C. jejuni em ali-
mentos; entretanto, ainda nao se conhece qual o me-
lhor método a ser usado em nossas condigdes.
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Para obtencéo de culturas puras que permitam a iden-
tificacéo de C. jejuni, as etapas do processamento bac-
teriol6gico podem ser constituidas de:

Técnica de enriquecimento seletivo

Tem como objetivo o favorecimento da multiplica-
¢do e do desenvolvimento de Campylobacter e a inibi-
¢ao da microbiota acompanhante (Bolton e Robertson
1982; Doyle e Roman 1982; Wesley et al., 1983; Park
e Sanders, 1989, ).

Neste procedimento, a primeira etapa é seletiva com
incubagdo a 42°C em atmosfera microaeréfila por pe-
riodo de 24 - 48 horas, com introdugao de agentes se-
letivos e em alguns casos com incubagéo a 4°C.

Diversas séo as formulagdes de meios liquidos de
enriguecimento seletivo, entretanto os mais testados
e comumente usados séo 0s seguintes:

- Meio de enriquecimento, segundo Doyle e Roman
(1982); o meio basico é o caldo Brucella adicionado
de sangue lisado de cavalo, succinato de sédio,
hidrocloridrato de cisteina; a seletividade é fornecida
pela adicdo de vancomicina, trimetoprin, polimixina B
e cicloheximide.

- Meio de enriquecimento descrito por Mehiman e
Romero (1982); é formulado a partir de uma base de
proteose peptona n? 3, extrato de levedura,
casaminoéacidos, fostato de potassio, sulfato de
amdnea, agar, amido solavel e sulfito de sédio que é o
agente inibidor da microbiota acompanhante.

- Meio de enriquecimento conforme Stern e Kotula
(1982); formulado a partir de caldo Brucella
suplementado com mistura FBP (sulfato ferroso,
metabisulfito de sédio, piruvato de s6dio) que agem
destruindo os radicais superéxidos e perdxido de hi-
drogénio no meio, aumentando a aerotolerancia do C.
jejuni.

- Meio Campy thio enrichment broth segundo Blaser
et al. (1979b); meio formulado com caldo tioglicolato,
agar, vancomicina, trimetoprin, polimixina B,
anfotericina B, com incubacéo a 4°C por 8 horas (en-
riqguecimento a frio), onde a baixa temperatura inibe o
crescimento de Campylobacter. As bactérias acompa-
nhantes sdo reduzidas pela agdo dos antimicrobianos
e o percentual de agar atua diminuindo a difusédo do
oxigénio.

- Meio de enriquecimento descrito por Tanner e
Bullin (1977); formulado apenas com agua peptonada
alcalina com pH=8.4; a alcalinidade inibe o crescimento
de Enterobacteriaceae facilitando o desenvolvimento
do Campylobacter, com incubagéo a 42°C por 24 ho-
ras em microaerofilia.

Apesar da utilizagdo de agentes antlmlcrob|anos,
atmosfera microaerdfila e temperatura de incubacgéo
na fase de enriquecimento seletivo favoraveis ao cres-
cimento e multiplicagdo de C. jejuni, faz-se necessa-
rio, apds o periodo de incubagéo, a verificacdo das
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caracteristicas morfo-tintoriais do germe. Utilizando-
se um enfregacgo, corado pelo método de Gram modi-
ficado por Hucker (ACUFF, 1992) e através da
microscopia de imersao verifica-se a presenca de
bastonetes Gram negativos finos, espiralados ou sob
a forma de S, virgula ou asa de gaivota.

Meios para isolamento diferencial

Os meios sélidos de plagueamento seletlvo séo for-
mulados praticamente com os mesmos agentes des-
critos para os  meios de enriquecimento seletivo, de-
vendo ser suplementados com sangue desfibrinado de
carneiro (5%). O plaqueamento direto de dilui¢des ade-
quadas da amostra, sem passagem anterior pela fase
de enriquecimento é apropriado, sendo usado por inu-

- meros pesquisadores (Skirrow, 1977; Butzler e Skirrow,
1979; Bokkenheuser et al., 1979; Blaser et al., 1980;
Stern et al., 1984) e podendo mostrar maior ou menor
eficacia dependendo do alimento anahsado e habili-
dade do microbiologista.

- agar Brucella FBP é um meio indicado por George
et al. (1978); procura atender a exigéncia microaeréfila
do C. jejuni através da suplementagdo de sulfato
ferroso, metabisulfito de sddio e piruvato de sddio.

- agar segundo Butzler citado por Patton et al.
(1981); o meio formulado possui Columbia agar base,
suplementado com sangue desfibrinado de carneiro,
e 0s seguintes agentes inibidores da microbiota acom-
panhante: cefoperazone, rifampicina, colistin e
anfotericina B.

- Campy-Bap (BLASER'S agar) proposto por Blaser
et al. (1979a); é constituido de agar Brucella, sangue
lisado de cavalo, vancomicina, polimixina B, lactato de
trimetoprin, anfotericina B e cefalotina.

- Campylobacter charcoal differencial agar (CCDA)
- PRESTON BLOOD FREE MEDIUM, desenvolvido por
Hutchinson e Bolton (1984); o meio basico é constitu-
ido de caldo nutriente n2 2 (OXOID), agar com adigéo
de carvao bacteriol6gico, caseina hidrolisada,
desoxicolato de sddio, sulfato ferroso, piruvato de sédio
e cefoperazone de sddio; objetiva favorecer o isola-
mento de C. jejuni.

- Campy-thio medium tradicionalmente formulado
com trypticase peptona, cloreto de sdédio, fosfato
dipotéassico, tioglicolato de sédio, L-cistina, sulfito de
sédio e agar que ap6s esterilizado e resfriado a 50°C
é incorporado com as solugdes antibiéticas descritas
em Campy-Bap.

- SKIRROW'’S agar, formulado por Skirrow (1977);
constituido por agar sangue base (OXOID n® 2), san-
gue lisado de cavalo, vancomicina, polimixina B e
lactato de trimetoprin.

- Campylobacter agar base (OXOID - CM 689);
suplementado com sangue lisado e PRESTON
Campylobacter selective supplement (SR 117)
(polimixina B, rifampicina, lactato de trimetoprin,
cicloheximide). ‘

- Campylobacter selective agar base “MERCK 2248”
(MERCK, 1990); incorporado de sangue desfibrinado

de carneiro e suplementado com suplemento seletivo

para Campylobacter “MERCK 2249” (Merck, 1990).
Tal como na fase de enriquecimento seletivo, no
isolamento diferencial a incubagdo ocorre a 42°C por

-24 horas em microaerofilia e a verificagdo das carac-

teristicas morfo-tintoriais sdo indispensaveis para que
apos a confirmagéo de cultivo puro e isolado se pro-
ceda a ensaios bioquimicos (provas fisiolégicas) para
indentificagdo do organismo. ‘

Recuperacio de células injuriadas

Devido o C. jejuni ndo crescer abaixo de 30°C e
ser sensivel as concentragdes normais de oxigénio at-
mosférico, somente pequenos numeros de
campilobacteres podem estar presentes em alimentos.
Em consequéncia, o enriquecimento seletivo é neces-
sario para detectar as poucas células cultivaveis de

C. jejuni que podem estar presentes. Amostras de ta-

manhos maiores, caldo de enriquecimento seletivo,
condi¢cOes microaerodfilas apropriadas e meio de isola-
mento seletivo ou técnicas de filtragdo sdo importan-
tes para o isolamento de campilobacteres em alimen-
tos. Vérios sistemas de caldo de enriquecimento sele-
tivo (Bolton e Robertson, 1982; Doyle e Roman, 1982;
Park et 1983; Wesley et al.,al., 1983; Rogol et al.,
1985) agar para isolamento seletivo - (Blaser et al.,
1979a; Bolton et al., 1984), e métodos para produzir
atmosfera microaerdfila, (Kiggins e Plastridge, 1956)
tém sido desenvolvidos e discutidos para isolamento
de C. jejuni. Tem também sido reportados técnicas de
enriquecimento-filtracdo com incubacédo a 37°C
(Megraud, 1987), que aumentam o isolamento de C.
jejuni e permite crescimento de outras espécies de
Campylobacter de interesse em salide humana.

O C. jejuni esta presente nos alimentos em numero
reduzido, geralmente inferior a 100 células/grama, apés
haver sido submetidos a condi¢gbes adversas, como
aquecimento, refrigeragdo, congelamento, salga e/ou
desidratagdo, regularmente empregados em
processamento tecnoldgico dos produtos de origem
animal. A competicdo com a microbiota prépria (au-
téctone) e com microrganismos  uteis,
tecnologicamente desejaveis, introduzidos intencional-
mente nos alimentos, como bactérias lacticas e leve-
duras, é também considerada como um fator capaz de
limitar o crescimento do C. jejuni pela produgédo de
bacteriocinas por aqueles microrganismos.

A recuperacéo fisioldgica do microrganismo, expos-
to as condi¢cbes descritas anteriormente, dever ser
motivo de atengdo do analista de alimentos, que de-
vera utilizar procedimentos especificos para facilitar a
multiplicagé@o da bactéria, atendendo as necessidades
fisiolégicas do microrganismo, utilizando técnicas para
redugdo de Op, aumento de tenséo de COp, adigédo
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de ions férricos, metabissulfito de sédio e piruvato de
sddio como agentes recuperadores e aceleradores do
crescimento de C. jejuni, ressaltando a importancia
do enriquecimento e plaqueamento seletivo na
sequéncia das técnicas de isolamento de C. jejuni de
alimentos de origem animal.

Métodos rapidos

- Os métodos rapidos para detecg¢édo, enumeragao,
isolamento e caracterizagdo de microrganismos em ali-
mentos estdo sendo desenvolvidos e muitos encon-

tram-se em fase de estudo para atender interesses do -

controle de qualidade das industrias alimenticias que
nédo podem esperar peta demora das técnicas bacteri-
oldgicas tradicionais que levam em torno de sete dias
para obtencdo de um resultado conclusivo para C.
jejuni. Estes novos métodos sao freqiientemente mais
sensiveis, especificos e seguros que as técnicas con-
vencionais.

A técnica de enzima imunoensaio (EIA), também
conhecida como enzyme - linked immunosorbent assay
(ELISA), tem se tornado a forma mais comum para
deteccdo imunolégica de microrganismos e seus
metabdlitos (toxinas). A EIA depende de trés principi-
os: a perfeita especificidade da reagédo antigeno-
anticorpo; a ampliagdo bioldgica da reagéo do anticorpo
por uma enzima, e a habilidade do anticorpo em reter
sua imunoreatividade ap6s conjugagdo com uma
enzima (Swaminathan e Prakash, 1989).

O imunoensaio de anticorpo-base monoclonal é efi-
caz para detectar patogénicos oriundos de alimentos,
como: Campylobacter, Listeria e Salmonella, como
também aflatoxinas e outras toxinas microbianas
(Hartman et al., 1992); entretanto o formato
imunoensaio por aglutinagdo em latex para C. jejuni,
produzido comercialmente pela Becton e Dickinson
Microbiology Systems nao foi ainda aprovado pela
AOAC (Hartman et al., 1992).

Os métodos rapidos permitem agilizar a recusa ou
acéitacdo de uma partida ou intervir no decorrer do
processamento, porém, sdo incapazes de fornecer ce-
pas isoladas do microrganismo, indispensaveis para
analises conclusivas de interesse epidemiolégico.

- Chudlow e Smith (1991) e Valery et al. (1991), re-
latam que os métodos réapidos e a automagdo em
microbiologia e imunologia podem ser diretos: quando
se baseiam no reconhecimento de constituintes espe-
~ cificos do organismo em questédo, ou na sua enumera-
¢éo, por participagdo de sondas genéticas, testes
imunolégicos e citofluorimetria de fluxo e indiretos:
quando consistem em qualificar as modificagdes de
parametros fisicos ou quimicos em meios de cultura,
durante a fase de crescimento (impedancimetria).

A impedancimetria tem como objetivo verificar, por
ocasido do crescimento dos microrganismos no meio
que os contém, as modificacdes das caracteristicas
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deste. Estas modificagbes podem ser medidas através
de dois eletrodos colocados em contato com o
substrato. Os resultados sdo automaticamente inter-
pretados de acordo com as alteragdes corresponden-
tes ao nivel de contaminagéo demonstrado em curvas
de crescimento. As amostras sdo previamente
semeadas em meios especificos de pré-enriquecimen-
to e enriquecimento seletivo.

Apesar da importancia e vantagens na aplicagdo
de métodos rapidos no controle de qualidade
microbiolégico de alimentos, é importante salientar que
s&0 exigidos reagentes e equipamentos especificos
que elevam em muito o custo das analises,
inviabilizando a sua execugédo na maioria dos Iabora-
térios brasileiros.

Objetivou-se mostrar nesta revisdo que o C. jejuni
faz parte do grupo de germes emergentes de impor-
tdncia em Medicina Veterinaria Preventiva e Saude
Publica, e esclarecer que a pesquisa pode ser proce-
dida através de métodos classicos, que estdo sofren-
do constantes alteragbes e inovagdes para obtengdo
de melhor eficicia. Observa-se ainda que os métodos
aplicados néo sédo padronizados e nao apresentam uni-
formidade quanto aos diferentes tipos de alimentos
comercializados, necessitando a realizagdo de novos
experimentos para a criagdo de métodos genuinamente
nacionais.

Abstract:

Isolation of Compylobacter jejuni in food.
Diferent methods.

The present rewiew try to clarify the importance of
Campylobacter jejuni as an emergent microrganism
which is involved in food infection, found in
underdeveloped ou developed countries. This study
reports also the dangerousness of campilobacteriosis
to diferent consumer’s categories. The author points
out the necessity of establishing techniques to detect
and isolate C. jejuniin products of animal origin and to
achieve new experiments in order to discover original
national methods.

Key words: Isolation, Campylobacter jejuni
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