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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pés Graduacéo em Bioexperimentacao
Universidade de Passo Fundo

DETEC(;AO DE Campylobacter spp. EM AMOSTRAS DE ABATEDOUROS
AVICOLAS
Autor: Isabel Cristina Cisco
Orientador: Luciana Ruschel dos Santos
Passo Fundo, 31 de Julho de 2015

A campilobacteriose ¢ uma zoonose emergente de origem alimentar causada por bactérias do
género Campylobacter spp. onde C. jejuni e C. coli sdo as principais espécies envolvidas em
surtos, e as aves e produtos avicolas relatados como fontes primarias de transmissdo da
doenga. As dificuldades para isolamento e quantificagdo de Campylobacter por microbiologia
convencional incentivaram a aplicacdo de técnicas moleculares de diagnostico, como 0s
métodos de Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR), que vém sendo utilizados em estudos
epidemiologicos com resultados rapidos e precisos. Os objetivos deste trabalho foram
verificar a contaminagdo por Campylobacter spp. em lotes de frangos de corte, desde a
chegada aos abatedouros até os produtos finais, pelos métodos de microbiologia
convencional, multiplex-PCR ¢ PCR em tempo real para identificacdo de Campylobacter
jejuni, C. coli e C. lari. Foram avaliados trés abatedouros na regido norte do Estado do Rio
Grande do Sul, realizando duas coletas em cada um deles. As amostras foram coletadas, com
trés repeticdes, em seis diferentes pontos: recepcao das aves (Swabs de cloaca e esponjas de
superficie de gaiolas de transporte, antes e apds a higieniza¢do); carcagas apos resfriamento
em chiller; carcacgas resfriadas a 4°C; ¢ carcagas congeladas a -12°C; totalizando 108
amostras. Os resultados demonstraram a presenga de Campylobacter spp. em todos os pontos
amostrados, pelos dois métodos de deteccdo. A contaminagdo por espécies termofilicas
(Campylobacter jejuni e C. coli) em produtos prontos para consumo humano, como carcagas
resfriadas e congeladas, constitui preocupagdo para a saude publica, uma vez que estes
produtos cozidos inadequadamente ou agentes de contaminacao cruzada sdao potencialmente

capazes de causar doengas transmitidas por alimentos.

Palavras chaves: Campylobacter, frangos de corte, microbiologia convencional, reagao em
cadeia da polimerase, PCR em tempo real.
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ABSTRACT

Master’s Dissertation
Programa de Pés Graduacdo em Bioexperimentacao
Universidade de Passo Fundo

DETECCAO DE Campylobacter spp. EM AMOSTRAS DE ABATEDOUROS
AVICOLAS
Author: Isabel Cristina Cisco
Advisor: Luciana Ruschel dos Santos
Passo Fundo, 31 de Julho de 2015
Campylobacteriosis is an emerging foodborne zoonotic disease caused by bacteria of the
genus Campylobacter spp. where C. jejuni and C. coli are the major species involved in eating
disorders and poultry and poultry products reported as primary sources of disease
transmission. The difficulties for isolation and quantification of Campylobacter for
conventional microbiology encouraged the application of molecular diagnostic techniques,
such as the methods of polymerase chain reaction (PCR), which have been used in
epidemiological studies with fast and accurate results. The aims of this work were to verify
the contamination by Campylobacter spp. in broiler batches, from arrival to slaughterhouses
until the final products, by conventional methods of microbiology, multiplex-PCR and real-
time PCR for identification of Campylobacter jejuni, Campylobacter coli and C. lari. Three
inspected slaughterhouses in northern of Rio Grande do Sul, carrying out two collections in
each of them. The samples were collected with three replications, in six points: reception of
live birds (cloacal swabs and sponges surface transport cages before and after sanitation);
carcass after chilling, refrigerated at 4°C and frozen -12°C, totaling 108 samples. The results
demonstrated the presence of Campylobacter spp. in all sampled points, the two detection
methods. Thermophilic species contamination (Campylobacter jejuni and C. coli) in products
for human consumption, such as cooled and frozen carcasses, is concern for public health,
since these products cooked inappropriately or agents of cross-contamination are potentially

capable of causing food-borne illness.

Key words: Campylobacter, chicken meat, conventional microbiology, polymerase chain
reaction, multiplex-PCR, real-time PCR.
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1. INTRODUCAO

O Brasil tem posicdo destacada na producdo de aves e hoje ¢ o maior exportador e
terceiro produtor mundial de carne de frango (1). O aumento do consumo desta carne fez a
industria intensificar a produgdo e a tecnologia de abate, que ao tempo em que possibilita o
abate de milhares de frangos também pode potencializar contaminagdes bacterianas oriundas
das granjas. Os produtos avicolas brasileiros sdo competitivos no mercado externo e estima-se
que bactérias do género Campylobacter spp. sejam uma barreira sanitaria para as exportagdes,
a exemplo do que ja ocorre com as salmoneloses e sua relagao com infec¢des alimentares.

A legislagao vigente no Brasil impde o controle Salmonella spp. nas carcagas de frango,
porém nao ha legislacdo especifica para controle de Campylobacter spp. em frangos de corte,
evidenciando a necessidade de estudos sobre a ocorréncia deste patdgeno e seus potenciais
riscos a saude humana. As infec¢des associadas a Campylobacter spp. notificadas tem
aumentado em muitos paises desenvolvidos nos ultimos 20 anos, mas a falta de notificacdo ¢
um problema na maioria dos paises e as taxas de incidéncia correspondem apenas aos casos
confirmados em laboratério (2).

As bactérias do género Campylobacter, particularmente as espécies termofilicas, sdo
reconhecidas como um dos principais patégenos de origem alimentar. A campilobacteriose
representa um importante problema para satude publica, sendo C. jejuni ¢ C. coli as principais
espécies envolvidas nos surtos (3, 4, 5). Aves e produtos avicolas sdo considerados fontes
primarias de campilobacteriose humana e desempenham um papel importante na transmissao
da doenca, sendo a manipulagdo, preparacao e consumo de carne de frango associadas com 20
a 30% dos casos (4, 6, 7).

M¢étodos convencionais de detecgdo sao trabalhosos devido aos requisitos de
crescimento fastidiosos do Campylobacter (8). Assim, existe um interesse crescente no
desenvolvimento de ferramentas moleculares para permitir a deteccdo réapida de
Campylobacter (8, 9, 10).

M¢étodos como a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) sdo utilizados no estudo
epidemiologico de Campylobacter spp., com resultados precisos e rapidos. Dentre as
estratégias de PCR disponiveis, aquelas baseadas no monitoramento da reagdo de
amplificagdo em tempo real sdo as mais promissoras. O uso da PCR em tempo real ¢ uma
op¢ao para caracterizar os isolados, permitindo a répida deteccdo e quantificagdo de

patogenos por analise direta de amostras e assim reduzindo o tempo do diagnéstico (11, 12).
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Neste contexto, os objetivos deste trabalho foram verificar a contaminagdo por
Campylobacter spp. em lotes de frangos de corte, desde a chegada aos abatedouros até os
produtos finais (carcagas resfriadas e congeladas) pelos métodos de Microbiologia
Convencional, Reacdo em Cadeia pela Polimerase e PCR em tempo real.

A presente dissertagdo ¢ composta por: introdugdo; breve revisdo de literatura sobre o
género Campylobacter, tecnologia de abate de frangos de corte e metodologias para deteccao
do agente; experimentos realizados; conclusdes e consideracdes finais. Compde também a
dissertacdo dois artigos cientificos derivados dos resultados obtidos. No Capitulo 1 consta o
artigo “Seletividade e produtividade de meios de cultura para isolamento de
Campylobacter spp.” submetido para publicagdo junto a Revista do Instituto de Medicina
Tropical de Sao Paulo. Este trabalho teve como objetivos avaliar o desempenho dos meios de
cultura recomendados pelas normas oficiais internacionais para detecgdo de Campylobacter
spp. e verificar a detec¢do do agente em amostras artificialmente contaminadas, subsidiando o
desenvolvimento dos materiais e métodos desta dissertagdo. No Capitulo 2 consta o artigo
intitulado “Campylobacter jejuni e Campylobacter coli em carcacgas de frango resfriadas e
congeladas isoladas em abatedouros avicolas”, formatado segundo as normas da Revista
Ciéncia Rural. Neste artigo sdo abordados os resultados obtidos nos produtos finais, com a
identificagdo de espécies termotolerantes de Campylobacter, associadas a surtos de Doengas
Transmitidas por Alimentos (DTAs), em carcagas prontas para consumo humano,

representando um perigo potencial a satide publica.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 BACTERIAS DO GENERO Campylobacter

Campylobacter faz parte da familia Campylobacteriaceae e, atualmente, na “List of
Prokaryotic names with Standing in Nomenclature”, organizada pelo pesquisador J.P.
Euzéby, cita-se 32 espécies e 14 subespécies (13). Sao bactérias Gram negativas, nao
esporogénicas, na forma de bastonetes curvos espiralados, com uma ou mais espirais.
Apresentam arranjo tipico em forma de S ou asa de gaivota, quando duas células formam
pequenas cadeias (14). Apresentam motilidade devido a presenca de flagelos em uma
(monotriquio) ou ambas as extremidades (anfitriquios). Os flagelos podem medir até trés
vezes o comprimento da célula e sdo responsaveis pelo movimento caracteristico de “saca-
rolha” ou “vaivém” (3).

Quando submetidas a condi¢des adversas como temperatura baixa, falta de nutrientes,
altas concentragoes de oxigénio ou em meios de cultivos velhos, Campylobacter spp. podem
modificar sua morfologia, passando para forma cocoide através de uma retracdo
citoplasmatica. Assim, as cé€lulas apresentam-se viaveis, porém nao cultivaveis (VBNC -
Viable but non-culturable cells) (15).

A transicdo da morfologia celular vibroide para uma forma cocodide ocorre na fase
estaciondria de crescimento e, durante este processo, ndo sdo detectaveis por metodologias
convencionais, correspondendo a forma viavel mas nao cultivavel, ou seja, sdo incapazes de
se multiplicar em meios seletivos de isolamento, mas podem ser transmitidas e causar
infeccdes em humanos. Esta caracteristica representa um perigo potencial a saude publica e é
de grande importincia em microbiologia de alimentos, visto que o alimento depois de
analisado pode ser classificado como proprio para o consumo, mas apresentar células que nao
puderam ser detectadas (15, 16, 17). Quando as condigdes ambientais se tornam novamente
favoraveis, ¢ possivel que a bactéria retorne a sua forma espiral e capacidade de multiplicagao
(17).

Campylobacter spp. sdo microrganismos de crescimento lento e extremamente exigente.
A maioria das espécies sdo microaerdfilas, com metabolismo respiratorio complexo,
necessitando de atmosfera com concentragdes de Oxigénio entre 3 a 5%, 2 a 10% de Didxido
de Carbono e 85% de Nitrogénio (16). Sao sensiveis ao pH dacido, abaixo de 4,9, e a

desidratacao, sendo a atividade da agua (Aw) ideal de 0,997 (18).
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Apresentam metabolismo estritamente respiratorio, ndo fermentando ou oxidando
carboidratos, o que torna necessario para o seu cultivo, meios ricos em aminoacidos como
fonte de energia. Sao oxidase-positivas e catalase variaveis, o que lhe conferem a capacidade
de decomposicao do peroxido de hidrogénio em oxigénio e agua e a capacidade de
catalisarem reacdes de oxidacdo/reducdo, envolvendo o oxigénio molecular como aceptor de
elétrons, respectivamente (19, 20).

Algumas espécies de Campylobacter se multiplicam bem entre 25°C e 37°C, mas ndo a
42°C. Outras espécies ndo se multiplicam a 25°C, mas a 37°C, com temperatura 6tima de
crescimento entre 42°C e 43°C, sendo denominadas termofilicas ou termotolerantes. Ndo sdo
conhecidas grandes diferencas entre as espécies termotolerantes C. coli e C. jejuni com
relagdo a patogenicidade, a composicdo antigénica e as caracteristicas epidemioldgicas
relacionadas aos mecanismos de transmissao e sua distribuicdo em animais. As duas espécies
sdo praticamente idénticas, a separacdo das duas espécies tem por base apenas o teste de
hidrolise do hipurato que ¢ positivo para C. jejuni e negativo para C. coli. (21).

Campylobacter esta amplamente distribuido no intestino de animais de sangue quente,
domésticos ou silvestres. Sdo prevalentes em frangos, bovinos, suinos, ovinos ¢ animais de
estimacao incluindo cdes e gatos (22). Este microrganismo geralmente ¢ isolado de carne de
frangos recém-abatidos, contaminada durante o abate pela liberagdo do contetido intestinal ou
da microbiota da superficie das carcagas. Ingestdo de carnes de aves mal cozidas ou
contaminagdo cruzada com carnes cruas ¢ considerada uma das principais causas de infec¢ao
por Campylobacter spp., embora carnes de outros animais, leite ndo pasteurizado e agua nao

tratada também possam ser vias de transmissao (23).

2.2 CAMPILOBACTERIOSE EM HUMANOS

A campilobacteriose ¢ uma zoonose emergente de origem alimentar causada por
bactérias do género Campylobacter e representa um importante problema para satde publica.
As principais espécies envolvidas nos surtos sdo C. jejuni ¢ C. coli. (4). Dentre as espécies de
Campylobacter termotolerantes, C. jejuni recebe maior atengdo por ser frequentemente
relatada como causador de gastroenterite em humanos, em muitos paises associado com mais
de 90% dos casos de campilobacteriose, enquanto C. coli é a segunda espécie mais

frequentemente isolada de produtos avicolas (24).
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O aparecimento dos sintomas da doenga ocorre geralmente dois a cinco dias apos a
infec¢do, mas podem variar de um a dez dias. A dose infectante ¢ baixa, sendo suficiente a
ingestao de 400 a 500 células para o aparecimento de doenga no homem (5). Nos casos em
que se observam os sintomas inicia nos primeiros 2 a 3 dias, sendo dor de cabega, vomito e
febre os mais comuns. Posteriormente, observa-se o aparecimento de diarreia aquosa ou
mesmo sanguinolenta e dores abdominais por 3 a 7 dias, e na maioria dos casos verifica-se
evolucdo favoravel do quadro clinico (25). Podem levar ao desenvolvimento de doengas
autoimunes, como artrite reativa e doengas neurolédgicas, sendo a sindrome de Guillain-Barré
(GBS) a mais importante. E caracterizada por doenca autoimune e pos-infecciosa com
destruicdo da bainha de mielina dos nervos periféricos, o que pode causar paralisia
neuromuscular aguda e comprometer os musculos respiratorios, levando o paciente ao 6bito
(26).

Notificagdes de Campylobacter spp. tem sido relatadas em diversos paises do mundo,
com taxas de 13,82 casos nos Estados Unidos (5) 154,2 na Nova Zelandia (27) e 55,49 na
Unido Europeia (4) para cada 100 mil habitantes. No entanto, muitas infec¢des ndo sao
diagnosticadas, declaradas ou nao existem programas de vigilancia. No Brasil, como em
outros paises em desenvolvimento, ndo ha programas nacionais de vigilancia que investiguem
a ocorréncia da campilobacteriose. Poucos laboratérios desenvolvem estudos sobre essa
bactéria e, por conseguinte, os relatos na literatura com dados sobre isolamentos ou

caracterizagdes de cepas brasileiras ainda sdo escassos (28).

2.3 Campylobacter spp. NA TECNOLOGIA DE ABATE DE FRANGOS DE CORTE

Aves e produtos avicolas sdo considerados fontes primarias de campilobacteriose
humana e desempenham um papel importante na transmissdo da doenca. (6). Os frangos sao
colonizados por Campylobacter jejuni (65 a 95%), menos frequentemente por Campylobacter
coli ¢ raramente por outras estirpes de Campylobacter. A colonizagdo dos frangos esta
relacionada com a idade. A maior parte das aves sao negativas para este microrganismo até as
duas semanas de idade e, uma vez ocorrida a colonizagao por Campylobacter spp., a
transmissdo por coprofagia ¢ extremadamente rapida, podendo 100% dos frangos ser
colonizados em 72 horas (29).

Uma ave colonizada por Campylobacter spp. pode secretar grandes quantidades deste

microrganismo nas fezes e, consequentemente, contaminar todo o lote. A contaminagdo
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externa pode ocorrer ndo s6 nas granjas, mas também durante o processo de transporte da ave
ao abatedouro (30). Os veiculos e caixas de transporte podem ser uma fonte adicional de
contaminacdo, sendo que as caixas entram em contato direto com as excretas dos animais que
podem ser positivos para Campylobacter spp.. Um fato agravante ¢ que mesmo caixas
higienizadas entre um transporte e outro podem apresentar matéria organica, tornando a
eficiéncia da lavagem e desinfeccdo realizadas em frigorificos questionavel (30, 31, 32, 33).
Takahashi et al. (26) avaliaram contaminagdo em gaiolas de transporte e afirmaram que o
empilhamento e o tempo de espera em areas de descarregamento favorecem a disseminagao
de Campylobacter spp..

A contaminagdo externa de pés, penas e pele dos frangos com fezes recém-excretadas
provavelmente seja uma das principais causas da contaminagdo das carcagas de frango por
Campylobacter spp.. Assim, equipamentos dos frigorificos tornam-se contaminados e lotes
negativos tornam-se positivos pela contaminagdo cruzada (34).

Klein et al. (35) avaliaram a ocorréncia de Campylobater spp. em trés lotes de frangos
de corte em diversos pontos da tecnologia de abate, verificando 51,5% de positividade e a
seguinte distribui¢do: swab de cloaca (73,3%), agua de escaldagem (77,8%), carcacas apds
escaldagem e depenagem (53,3%), carcacas apOs evisceragdo (66,7%), carcacas refrigeradas
(40%), peito com pele (33,3%) e filé (26,7%).

No Brasil ndo existe uma legislagdo especifica para Campylobacter spp. ¢ os dados
acerca da real contaminagdo em aves e produtos avicolas podem nao refletir a realidade. A
ocorréncia de C. jejuni é monitorada em paises desenvolvidos e naqueles onde houve grandes
surtos em humanos, com leis, restricoes € um acompanhamento regular desse patégeno na

industria de carne.

2.4 MICROBIOLOGIA CONVENCIONAL

Campylobacter spp. tém requisitos exigentes de crescimento, o que dificulta os
procedimentos de detecgdo e identificagdo por microbiologia convencional. E extremamente
susceptivel ao estresse ambiental, oscilacdes de temperatura, exposi¢do ao ar, ressecamento,
pH acido e armazenamento por longos periodos. Os principais fatores que dificultam o
isolamento de Campylobacter spp. sdo: amostras com alta contaminagdo pela microbiota
competitiva, baixo numero de microrganismos e células injuriadas por condi¢des ambientais
adversas, tais como congelamento, dessecacdo, aquecimento, acidificagdo e exposi¢ao ao

oxigénio (36).
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A deteccao de Campylobacter spp. em alimentos deve levar em consideragdo que a
populagdo presente pode ser baixa, devido ao fato deste microrganismo ser sensivel a
concentracdo de oxigénio do ar (21%) e ndo crescer a temperaturas abaixo de 30°C. Na
microbiologia convencional o sucesso da deteccao, geralmente, depende da analise de um
grande numero de amostras, concentragdo de células presentes e enriquecimento seletivo em
condi¢des microaerdfilas a temperatura de 42°C (22).

Considerando sua caracteristica fastidiosa sdo necessdrios alguns mecanismos que
ampliem as chances de isolamento, como o enriquecimento da amostra e diminuicdo da
microbiota competitiva. Para isso, tanto os meios de enriquecimento como os meios de
cultura seletivos para o plaqueamento, necessitam da combinacdo de antibidticos especificos.
Estes favorecem o crescimento destas espécies sobre as outras do mesmo género e em geral
sobre a microbiota acompanhante, como vancomicina, que inibe as bactérias Gram positivas;
trimetropina, com agdo sobre Proteus; cefoperazona de sddio, que inibe bactérias Gram
negativas entéricas e algumas Gram positivas, e ainda anfotericina B e cicloeximida, com
acao sobre fungos (22, 37, 38).

E importante que os meios de cultura sejam suplementados com componentes que
aumentem a aerotolerancia através da reducdo dos componentes toxicos derivados do
oxigénio, como: peroxido de hidrogénio, oxigénio simples e ions superoxido. Meios de
cultura seletivos que contenham sangue ou carvao bacterioldgico e substancias que estimulem
o crescimento e a conservagdo de Campylobacter spp. tais como sulfato ferroso,
metabissulfito de sodio, piruvato de soédio, heme, sangue e extrato de levedura, sdo
indispensaveis para o isolamento. (39, 40, 41).

Varios meios tém sido reportados na literatura para o isolamento de Campylobacter spp.
Os meios de enriquecimento descritos com maior frequéncia sdo: caldo Preston, caldo Bolton,
caldo CEB. Os agares seletivos mais comumente utilizados sdo: 4gar Skirrow, Blaser, Butzler,
Preston e Campy-Cefex, todos contendo sangue e mCCDA(Modified Charcoal Cefoperazone
Deoxycholate Agar) e o CSM (Charcoal-Based Selective Medium) contendo carvao (38).

Metodologias internacionais recomendadas para isolar e identificar Campylobacter spp.
descrevem a identificacdo principalmente pela morfologia e motilidade, observada através de
microscopia de contraste de fase. As reagdes bioquimicas realizadas para as bactérias deste
género incluem a redug¢ao do fumarato a succinato e vermelho de metila, assim como as
reagoes para redugdo de cetona e indol. A diferenciacdo das espécies pode ser realizada

através da prova de hipurato e da sensibilidade ao 4cido nalidixico. A diferenciagao
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bioquimica através do teste de hidrolise de hipurato ¢ utilizada para diferenciar as espécies C.
jejuni e C. coli, uma vez que somente C. jejuni possui a enzima hipuricase (37, 42, 43).

As colonias de Campylobacter spp. usualmente sdo planas, com coloragdo acinzentada
ou translucida e formato irregular, arredondadas ou convexas. Podem apresentar aspecto seco
ou umido, com brilho d’agua ao refletir a luz ambiente. Tendem a apresentar crescimento
confluente ao longo da linha de semeadura. Reacdes hemoliticas ndo sdo observadas em agar
sangue (44, 22).

A dificuldade para isolamento e quantificagao de Campylobacter spp. por microbiologia
convencional, principalmente pelo fato destas técnicas serem muito laboriosas, incentivou a
padronizagdo e aplicagdo de técnicas moleculares de diagnostico, baseadas em andlise de

DNA como a Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR).

2.5 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A reagdo em cadeia da polimerase, abreviada pela sigla PCR, ¢ um processo pratico
para a amplificagdo de uma amostra de DNA. A amplificagdo pode ser resumida em quatro
ctapas: adigdo de dois iniciadores (primers) ao DNA molde, desnaturado termicamente;
parecamento dos primers as regides complementares no DNA; extensdo dos iniciadores
promovida pela DNA polimerase utilizando o DNA original como molde; hibridiza¢ao dos
primers as regides complementares dos DNA’s recém-sintetizados. Este ciclo € repetido de 20
a 30 vezes, promovendo um aumento de 10° a 10’ na quantidade da sequéncia-alvo. A PCR ¢
uma ferramenta de facil realizagdo, extremamente sensivel, especifica e altamente eficiente
(45).

A PCR convencional utiliza eletroforese em gel de agarose para detec¢ao dos produtos
de amplificacdo, mas ¢ demorada, carece de sensibilidade e especificidade e pode ser
subjetiva em sua interpretacdo. Dentre as varias estratégias de PCR disponiveis, aquelas
baseadas no monitoramento da reagdo de amplificagdo em tempo real (PCR real time) sdo
provavelmente as mais promissoras.

Uma caracteristica importante dos métodos baseados em PCR em tempo real é a
possibilidade de detectar e quantificar patdégenos dificeis de serem cultivados por métodos
tradicionais de cultura. Além disso, o enriquecimento das amostras pode ser dispensado,
permitindo répida deteccdo e quantificacdo de patogenos por andlise direta de amostras de

alimentos (11).
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A PCR em tempo real ¢ adequada para deteccdo de patdogenos por combinar as etapas de
amplificacdo e deteccdo em uma unica reagdo, minimizando o risco de contaminacido da
amostra. O principal diferencial entre a PCR convencional e a PCR em tempo real ¢ que,
nesta ultima, € possivel detectar o aumento do numero de copias do DNA alvo a medida que a
reacdo acontece. Isto ocorre porque componentes fluorescentes estdo presentes no meio de
reag¢do e a intensidade da resposta ¢ diretamente proporcional a amplificagdo do DNA alvo
(46).

A PCR em tempo real monitora a reagdo a cada ciclo, associando a amplificagdo do alvo
com a emissdo de determinada quantidade de fluorescéncia, gerada por uma molécula reporter
(fluor6foro) que aumenta enquanto a reagdo ocorre (46). A quantidade de fluorescéncia
emitida ¢ diretamente proporcional a quantidade de DNA alvo gerada durante a reagdo de
PCR. Deste modo, ¢ possivel monitorar a quantidade do produto gerada em cada ciclo durante
a fase exponencial da reacdo (47).

O emprego da PCR em tempo real para quantificagdo de microrganismos ¢ baseada em
uma curva previamente estabelecida, com concentracdo bacteriana ja conhecida. A curva
obtida pode ser dividida nas fases linear, exponencial inicial, logaritmica-linear e platd. A fase
linear corresponde aos primeiros 10 a 15 ciclos, nos quais a fluorescéncia emitida nao ¢
suficiente para atingir o limiar de detecg@o (threshold line). Quando a emissdo supera o limiar
de detecgao, inicia-se a fase exponencial inicial e fica estabelecido o ciclo de deteccdo (cycle
threshold - Cy), ou seja, o nimero de ciclos necessarios para que esta detecgao ocorra. O valor
do C; ¢ inversamente proporcional ao nimero de copias do DNA alvo, ou seja, quanto maior a
concentracdo do material genético na amostra, menor sera o numero de ciclos necessarios
para atingir o Cy. (45)

A PCR em tempo real seria uma alternativa rapida, simples e especifica aos métodos
convencionais para estimar Campylobacter spp. em carnes de frango, ¢ uma ferramenta eficaz
para o monitoramento da contaminacdo e acdes de controle deste patdégeno quando
implementada em abatedouros (48)

Leblanc-Maridor et al. (49) citam que os ensaios de PCR em tempo real para C. coli e
C. jejuni tém vantagens sobre as técnicas de microbiologia convencional ao permitir o
processamento simultaneo de varias amostras em ensaios automatizados, reduzindo o tempo
necessario para analise.

Assim, o objetivo deste trabalho foi utilizar as metodologias de Microbiologia

Convencional, Rea¢do em Cadeia pela Polimerase ¢ PCR em tempo real para avaliar a
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contaminagao por Campylobacter spp. em diferentes pontos da tecnologia de abate de frangos

de corte.
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3. EXPERIMENTOS REALIZADOS

3.1 MATERIAL E METODOS

3.1.1 Desempenho dos meios de cultura

Estabelecer critérios de desempenho para os meios de cultura sdo um pré-requisito
para um trabalho microbioldgico confidvel e para tanto sdo utilizados parametros como
Produtividade, Seletividade e Especificidade. Devido a este fato, os meios de cultura
utilizados neste experimento foram testados e os resultados estdo descritos no Capitulo 1

“Seletividade e produtividade de meios de cultura para isolamento de Campylobacter spp”.

3.1.2 Locais de coleta e amostragem

Foram selecionados trés abatedouros de frangos de corte da regido norte do Estado do
Rio Grande do Sul, sendo dois sob sistema de Inspe¢ao Federal e um sob sistema de Inspegao
Estadual. As coletas foram realizadas entre novembro de 2014 a abril de 2015, com duas
visitas em cada abatedouro. Foram selecionados seis pontos de coleta: recep¢do das aves
(swabs de cloaca e esponjas de superficie de gaiolas de transporte, antes e apds a
higienizagdo); carcagas apds resfriamento em chiller; carcagas resfriadas a 4°C; e carcagas
congeladas a -12°C.
Cada um dos pontos foi coletado em triplicata, totalizando 108 amostras. As coletas das
amostras foram realizadas como segue:
a) Swabs de cloaca: foi amostrado um pool com 50 swabs de 100 aves, utilizando um
swab para cada duas aves, imersos em 50 mL de caldo Bolton (CM983, Oxoid®,UK);
b) Esponjas de gaiolas de transporte: a amostragem foi realizada com esponjas com
solugido neutralizante (Sponge Stick Neutraling Buffer 3M™) por toda a extenséo
interna da gaiola, antes e apOs a lavagem e sanitizacdo. As esponjas foram
acondicionadas em saquetas fornecidas pelo fabricante e no laboratério adicionou-se
50 mL de caldo Brucella (211088, BBL™, USA). Identificou-se as gaiolas com lacres
oficiais para controle das mesmas apds a higienizacdo em sistema automatizado de
lavagem;
c) Carcagas: as carcagas foram acondicionadas em sacos plasticos individuais e
identificadas com lacres oficiais. No laboratério cada amostra foi rinsada com 400 mL
de agua peptonada tamponada (218105, BD Difco', USA), homogeneizados por 30

segundos.
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As andlises de microbiologia convencional foram realizadas no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos do Centro de Pesquisa em Alimentagdo (CEPA) e os ensaios de
PCR em tempo real no Laboratério de Imunologia e Microbiologia Avancada, ambos da
Universidade de Passo Fundo (UPF). As andlises de Reagao em Cadeia pela Polimerase para
identificagdo das colonias compativeis com Campylobacter spp. foi realizada no Centro de

Diagndstico e Pesquisa em Patologia Avidria/CDPA da UFRGS.

3.1.3 Pesquisa de Campylobacter spp. por microbiologia convencional

Para a detecgdo de Campylobacter spp foi utilizada a metodologia descrita na ISO
10272-1 (2006) (43), com algumas adaptacdes. Para o enriquecimento, 1 mL de cada uma das
amostras foi transferido para tubos contendo 9 mL do caldo Bolton (CM983, Oxoid®,UK),
suplementado com o suplemento seletivo contendo Cefoperazona 20mg/L, Trimetoprim
20mg/L, Vancomicina 20mg/L e Cicloheximida 50mg/L (SR183E, Oxoid”,UK). Os tubos
foram incubados em atmosfera microaerofila (Microaerobac, Probac™) a 37 + 1°C por 4 horas
e posteriormente transferidos para 41,5 = 1°C por 44 + 4h.

Ap6s, de cada cultura do caldo Bolton inoculou-se uma alcada de 10 puL sobre a
superficie dos 4gares Charcoal Cefopezarona Desoxicolato Modificado (mCCDA)
(CM739,0x0id",UK) e Columbia sangue (CBA) (CM331B, Oxoid®,UK) com suplemento
seletivo contendo Cefoperazona 32mg/L e Amfotericina B 10mg/L (SR155, Oxoid®,UK),
sendo as placas incubadas a 41,5 £ 1°C por 44 + 4h, em microaerofilia (Microaerobac,
Probac®™).

As colonias compativeis com Campylobacter spp. foram estriadas por esgotamento em
Agar Columbia Sangue (CBA) e incubadas a 41,5 + 1°C por 48 horas em microaerofilia.
Apos, foram realizados os testes de coloracdo de Gram, motilidade, oxidase e catalase para
identificagdo de Campylobacter spp. Como controle positivo utilizou-se Campylobacter coli
ATCC 33559 e como controles negativos Escherichia coli ATCC 25922 e Proteus mirabilis
ATCC 35659.

3.1.4 Identificagdo de C. jejuni e C. coli por Multiplex-PCR

As colonias compativeis com Campylobacter spp. identificadas na microbiologia
convencional foram armazenadas em caldo Brucella (211088, BBL™, USA) com glicerol ¢
encaminhadas para confirmag¢do por PCR. A extragdo de DNA e o multiplex-PCR foram

realizados conforme Borsoi et al. (50). Para a extragdo de DNA as amostras foram
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centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante descartado. Ao pellet obtido
foram acrescentados 800 pL de agua ultrapura, homogeneizado e novamente centrifugado a
12.000 rpm por cinco minutos, repetindo-se este procedimento quatro vezes e suspendendo-se
o pellet em 200 uL de agua ultrapura. As amostras foram colocadas em bloco térmico entre
96°C a 98°C por 10 minutos. Apos, foram centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos e o
sobrenadante armazenado em eppendorf para analise por multiplex-PCR.

Utilizou-se o Multiplex-PCR proposto por Denis et al. (51) e adaptado por Perdoncini et
al. (52). Como controle positivo utilizou-se C. jejuni subsp. jejuni ATCC 29428 e C. coli
ATCC 43478 e controle negativo Arcobacter sp. Trés pares de primers foram utilizados para
cada reagdo, baseados na sequéncia comum 16rRNA entre as duas espécies (F* -
ATCTAATGGCTTAACCATTAAAC e R® - GGACGGTAACTAGTTTAGTATT, com 857
pb) e a identificagdo de C. jejuni e C. coli baseada nos genes mapA F* -
CTATTTTATTTTTGAGTGCTTGTG e R° — GCTTTATTTGCCATTTGTTTTATTA com
589 pb e ceuE F* — AATTGAAAATTGCTCCAACTATG e R° -
TGATTTTATTATTTGTAGCAGCG com 462 pb, respectivamente.

As condigdes de amplificacdo foram: desnaturagdo por 10 minutos a 95°C, 35 ciclos de
desnaturacdo por 30 segundos a 95°C, anelamento por 1 minuto e 30 segundos a 59°C,
extensao por 1 minuto 72°C, e 1 ciclo de extensdo final por 10 minutes a 72°C, em
termociclador Biocycler — Peltier Thermal Cycler. A eletroforese dos amplicons foi realizada
em gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de etidio e visualizado em sistema de foto

documentagio com transluminador Ultra-Violeta (ATTO®).
3.1.5 Detecgao de Campylobacter termotolerantes por PCR em tempo real

Para a extragdo do DNA utilizou-se kit comercial denominado mericon DNA Bacteria
Kit (Qiagen®). Aliquotas de 1 mL das amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi descartado e adicionado 200 pL da solucdo de lise denominada
Fast Lysis Buffer ao pellet bacteriano, centrifugando-se a 13000 rpm por 5 minutos. O pellet
foi lavado por cinco vezes e os eppendorfs colocados em bloco térmico a 100 °C por 10
minutos, com agitacdo de 800 rpm. Apds, as amostras foram mantidas entre 15 a 25 °C por 2
minutos e novamente centrifugadas a 13000 rpm por 5 minutos. Aliquotas de 100 pL do
sobrenadante foram armazenadas para a PCR.

Para a amplificagao de Campylobacter spp. por PCR em tempo real utilizou-se o
mericon Campylobacter triple kit (Qiagen ®), designado para a detec¢do de Campylobacter

jejuni, Campylobacter coli ¢ Campylobacter lari em alimentos. Este kit ¢ composto pelo
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Multiplex PCR Master Mix que contém a enzima DNA polimerase HotStarTaq Plus, solugdo
tampao de PCR e mix de dNTP, primers e sondas especificas para amplificacdo da sequéncia
alvo e controle positivo de DNA.

A reacdo de amplificagdo foi composta por 20 pL, sendo 10 pL. da amostra de DNA a
ser amplificado e 10 pL do mix de reag@o. As condi¢des de amplificagdo foram: aquecimento
por 5 minutos a 95°C para ativagdo da DNA polimerase HotStarTaq Plus, 40 ciclos de
desnaturagdo por 15 segundos a 95°C, anelamento por 15 segundos a 60°C e extensdo por 10

segundos a 72°C.
3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados referem-se a ocorréncia de Campylobacter spp. em lotes de
frangos de corte, desde a chegada aos abatedouros até os produtos finais (carcagas resfriadas e
congeladas) pelos métodos de microbiologia convencional, Multiplex-PCR ¢ Reagdo em
Cadeia pela Polimerase em tempo real. A amostragem foi realizada em trés abatedouros com
duas coletas em cada estabelecimento, em triplicata, totalizando 108 amostras e os resultados

estdo demonstrados nos itens 3.2.1 € 3.2.2.

3.2.1 Pesquisa de Campylobacter spp. por microbiologia convencional e identificacdo de

C. jejuni e C. coli por Multiplex-PCR

Os resultados da pesquisa de Campylobacter spp. por microbiologia convencional ¢ a
identificagdo das espécies termotolerantes C. coli e C. jejuni em diferentes pontos de coleta
em abatedouros de frangos de corte estdo apresentados na Tabela 1.

A maior contaminagao pelo patdgeno ocorreu nos produtos finais (carcagas resfriadas e
congeladas), identificando-se Campylobacter em 86% das amostras avaliadas, sendo 89,9%
em carcacas resfriadas e 83,3% e m carcagas congeladas, independentemente do abatedouro
avaliado.

Nao houve reducgio da contaminagdo por Campylobacter spp. nas gaiolas de transporte
apo6s a higienizagdo (Tabela 1), indicando a ineficiéncia deste processo para a reducao e/ou
eliminacao do agente nos abatedouros amostrados.

Os resultados sugerem também uma tendéncia de aumento da contaminag¢do pela
bactéria na tecnologia de abate de frangos de corte. Como exemplo, no 1 coleta do
abatedouro A (Tabela 1) ndo se detectou Campylobacter spp. quando da chegada das aves ao

estabelecimento via swabs cloacais, mas a contaminagao pelo agente nas gaiolas de transporte
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antes da higienizacdo foi de 33% e apods a higienizacdo alcangou 66%, enquanto que a
contaminagao nas carcacas foi de 33%.

Estes dados corroboram a caracteristica de sobrevivéncia da bactéria em ambientes
umidos e mesmo em temperaturas consideradas limitantes para o crescimento bacteriano,
como 4°C e -12°C, utilizadas rotineiramente como um dos métodos de conservagio de

alimentos via cadeia do frio.
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As colonias compativeis com Campylobacter spp., identificadas por microbiologia
convencional, foram armazenadas em caldo Brucella com glicerol, e submetidas para
confirmag¢ao por Multiplex-PCR, sendo processadas conforme o item 3.1.4 desta dissertagao.

Entretanto, ao comparar-se os resultados de microbiologia convencional ¢ o Multiplex-
PCR, observa-se discrepancia entre os resultados, com a ndo confirmagdo por PCR de
colonias identificadas como Campylobacter spp. por testes de coloragdo de Gram, motilidade,
oxidase e catalase, além de crescimento em meios de cultura especificos, condigdes de
temperatura e microaerofilia indicadas para este género.

Esta incoeréncia pode ter ocorrido em fungdo da presenca de Campylobacter spp.
diversas de C. jejuni e C. coli, para as quais foram designados os primers de amplificagao
utilizados no Multiplex-PCR.

Entretanto, nos abatedouros B e C, a porcentagem de positividade para C. jejuni e C.
coli por Multiplex-PCR em carcagas resfriadas e congeladas variou entre 33 e 100%,
indicando a ocorréncia de espécies termofilicas em carcagas prontas para consumo humano. O
mesmo ocorreu no abatedouro A, onde 66% das carcacas resfriadas avaliadas foram positivas

para C. jejuni.

3.2.2 Detecgao de Campylobacter termotolerantes por PCR em tempo real

Os resultados da identificacdo das cepas termofilicas de Campylobacter jejuni, C. coli e
C. lari por PCR em tempo real das amostras coletadas em abatedouros avicolas estdo
apresentados na Tabela 2.

A interpretagdo dos resultados seguiu as recomendagdes do fabricante do Kit de reagao
que constam no mericon Pathogen Detection Handbook (53). Segundo esta referéncia, todos
os resultados que apresentarem ciclo de deteccdo (cycle threshold - C;) devem ser
considerados positivos, desde que o controle interno da amostra apresente um Ct entre 28 e
32.

Os resultados do PCR em tempo real mostraram positividade para Campylobacter nos

abatedouros A e C, com variagao de zero a 100% na amplificagdo do DNA alvo.
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Tabela 2: Campylobacter jejuni, C. coli e C. lari identificados por PCR em tempo real em
amostras oriundas de abatedouros avicolas.

Abatedouros e Coletas
A B C

Pontos de Amostragem
Coletal Coleta2 Coletal Coleta2 Coletal Coleta2

Swabs de cloaca 100% 100% 0% 0% 33% 100%
Gaiolas antes da higienizagao 0% 66% 0% 0% 0% 100%
Gaiolas depois da higienizacao 100% 100% 0% 0% 100% 100%
Carcagas depois do chiller 0% 33% 0% 0% 33% 33%
Carcagas resfriadas a 4°C 33% 0% 0% 0% 0% 33%
Carcagas congeladas a -12°C 33% 0% 0% 0% 33% 0%

Total 44% 50% 0% 0% 33% 61%

No abatedouro A Campylobacter estava presente em 100% das aves amostradas na
chegada ao abatedouro, nas duas coletas, e também, se manteve presente nas gaiolas apos a
higienizacao, evidenciando a ineficiéncia dos sanitizantes e do processo de lavagem utilizados
por este estabelecimento. Este resultado corrobora a hipdtese de que as gaiolas de transporte
sdo potencial fonte de contaminagdo cruzada e disseminacao para os lotes.

Nao houve positividade de Campylobacter nas amostras do abatedouro B,
possivelmente devido ao resultado do Ct do controle positivo ter sido 33,03. Conforme
orientagdo do fabricante, um threshold acima de 33 pode indicar inibi¢ao da reagdo e nestes
casos 0 DNA das amostras deve ser diluido na propor¢do de 1:10 com agua RNase free e o

ensaio repetido.
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Abstract

Campylobacteriosis is an emerging foodborne zoonotic disease caused by bacteria of
the genus Campylobacter. Several factors hinder the isolation of this pathogen in naturally
contaminated samples; therefore, standardized methods as well as high performance culture
media should be used to avoid false negative results. Thus, the present study assessed the
performance of culture media recommended by ISO 10272-1 for the detection of
Campylobacter spp. using selectivity and productivity testing in pure cultures and the
efficiency of these media in artificially contaminated, samples. ATCC strains of C. coli and C.
jejuni and of the interfering organisms S. aureus, E. coli and Proteus mirabilis were
inoculated into the media indicated by official standards and later inoculated into enriched
samples. The media tested both in pure cultures and in enriched samples yielded satisfactory
results, with good selectivity and productivity, thereby allowing laboratories to combine high
performance methods for the isolation and identification of Campylobacter in naturally
contaminated samples.

Keywords: Campylobacter; selectivity, productivity, chicken meat

1. INTRODUCTION

Campylobacteriosis is an emerging foodborne zoonotic disease caused by bacteria of the
genus Campylobacter, and C. jejuni and C. coli* are the major species involved in eating
disorders. The main factors that hinder the isolation of Campylobacter are samples which are
highly contaminated by competitive flora, small number of microorganisms, and cells
damaged by adverse environmental conditions, such as freezing, desiccation, heating,
acidification, and oxygen exposure.'

Recommended international methods for the isolation and identification of
Campylobacter spp. include ISO 10272-1 (International Organization for Standardization,
2006), MLG 41.03 by the USDA (U.S. Department of Agriculture, 2014) and BAM
(Bacteriological Analytical Manual, 2001). The enrichment media cited in the standards as
efficient for the recovery of Campylobacter are Bolton broth, for several types of samples,
and Preston broth, widely used for the isolation of Campylobacter from foods.'' Selective
culture media containing blood or charcoal and substances that stimulate growth and
preservation of Campylobacter, such as ferrous sulfate, sodium metabisulfite, sodium
pyruvate, heme, blood, and yeast extract'" are indicated for plating.'®’

These culture media also require the combined use of specific antibiotics that favor the
growth of Campylobacter in the accompanying microbiota, such as vancomycin, which
inhibits gram-positive bacteria; trimethoprim, against Proteus; cefoperazone sodium, which
inhibits enteric gram-negative bacteria and some gram-positive bacteria, and amphotericin B
and cycloheximide, which act upon fungi.'*?

Setting performance criteria for culture media is a prerequisite for a reliable
microbiological analysis, and parameters such as productivity, selectivity, and specificity are
used for that purpose. Productivity is the recovery rate of a target microorganism in culture
medium under defined conditions. Selectivity denotes the level of inhibition of an undesirable
microorganism in a selective culture medium under defined conditions, and specificity is the
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demonstration, under defined conditions, that an interfering microorganism does not have the
same gross characteristics as the target microorganisms.” These parameters should be tested in
pure cultures, but the media should also be checked against field samples or artificially
contaminated samples, the so-called enriched samples. The use of enriched samples in routine
laboratory tests is aimed at evaluating the stages of the analytical process and at assessing the
recovery of target bacteria according to the method recommended for a given microorganism.
Enriched samples should be analyzed simultaneously in each test, representing positive,
negative, and blank controls.

The enriched samples used as positive control should be prepared with addition of the
target microorganism to the matrix; the negative control should be prepared with the addition
of an interfering microorganism whose characteristics are similar to those of the target
microorganism, and culture media and diluents used in the test should be assessed for the
blanks, without the addition of microorganisms or use of a matrix. Chicken meat was used as
the matrix in this study, as EFSA’ data hold poultry products, especially chicken meat,
accountable for 20-30% of the human cases of campylobacteriosis.

Therefore, the goals of this study were to assess the performance of the culture media
recommended by official standards for the detection of Campylobacter spp. using selectivity
and productivity and to check the detection of the pathogen in artificially contaminated
samples.

2. MATERIAL AND METHODS

The culture media used for the detection of Campylobacter spp. were prepared according
to ISO 10272-1 (2006):® Bolton broth (CM 983 Oxoid) with selective supplement containing
cefoperazone 20mg/L, trimethoprim 20mg/L, vancomycin 20mg/L and cycloheximide
50mg/L (SR183E, Oxoid) and modified charcoal cefoperazone deoxycholate agar (mCCDA)
(CM739, Oxoid), with selective supplement containing cefoperazone 32mg/L. and
amphotericin B 10mg/L (SR155, Oxoid) and Columbia blood agar (CBA), also enriched
(SR155, Oxoid), according to the manufacturer’s instructions.

A qualitative control method was used for the tests with Bolton broth in selective liquid
culture media containing the target microorganism, interfering organisms, and a mix of target
and interfering organisms.” The following target microorganisms were used: Campylobacter
coli ATCC 33559, C. jejuni subsp jejuni ATCC 29428, with an inoculum of 10* CFU; in
addition to Escherichia coli ATCC 25922 and Proteus mirabilis ATCC 35659, with an
inoculum of 10° CFU.

An inoculum of 10> CFU of Campylobacter coli ATCC 33559 and C. jejuni subsp jejuni
ATCC 29428 was used for the mCCDA productivity test. For the analysis of selectivity, a
qualitative streaking method was utilized, employing Escherichia coli ATCC 25922 and
Staphylococcus aureus ATCC 25923, and using an inoculum of 10* CFU.’

2.1. Enumeration of target microorganisms

C. coli ATCC 33559 and C. jejuni subsp jejuni ATCC 29428 were cultured in Brucella
broth (BBL/USA) for 44 + 4 hours of incubation at 41.5 &+ 1°C. After incubation, each culture
was diluted to 10 in a 0.85% saline solution and 100pL was extracted from each dilution,
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streaked onto CBA, in duplicate, for enumeration of the strain. The plates were incubated at
41.5 = 1°C for 44 + 4 hours under microaerophilic conditions (Microarobac/Probac) and the
colonies were counted for enumeration of the strains.

2.2. Enumeration of interfering microorganisms

Escherichia coli ATCC 25922, Proteus mirabilis ATCC 35659 and Staphylococcus
aureus ATCC 25923 were cultured in BHI broth (CM1135, Oxoid) for 18/24 hours at 35 +
1°C. Thereafter, each culture was diluted to 107 in 0.85% saline solution. ImL was extracted
from each dilution and plate count agar (PCA, Difco) was incubated, in duplicate, at 35 + 1°C
for 24 hours, and the colonies were then counted.

2.3. Productivity and Selectivity of Bolton broth

C. coli ATCC 33559 and C. jejuni subsp jejuni ATCC 29428 were cultured in Brucella
broth (BBL/USA) for 44 + 4 hours of incubation at 41.5 + 1°C. After that, up to 10~ was
diluted in 0.85% saline solution. The tube containing Bolton broth was inoculated with 1 mL
of the dilution with 10> CFU, which was incubated at 41.5 + 1°C for 44 + 4 hours under
microaerophilic conditions (5 to 15% of 0O2) and 10% of CO2 using a generator
(Microarobac/Probac). E. coli ATCC 25922 and P. mirabilis ATCC 35659 strains were
cultured in BHI broth (CM1135, Oxoid) for 18 to 24 hours at 35 + 1°C and diluted to 10” in
0.85% saline solution after incubation. 1 mL of the dilution with 10> CFU of target
microorganisms and with 10° CFU of interfering organisms was inoculated. 1 mL of target
strains, 1 mL of interfering strains and ImL of a pool containing all the strains were
inoculated in Bolton broth, initially incubated at 37 + 1°C for 5 + 1 hours and later transferred
to an oven at 41.5 + 1°C for 44 + 4 hours under microaerophilic conditions
(Microarobac/Probac).

Afterwards, 10pL from the tube containing the target microorganism was inoculated onto
Tryptic Soy Agar (TSA) (Difco). 10 uL from the tube containing interfering microorganisms
was inoculated onto the selective mCCDA, and 10 uL from the tube containing the target and
interfering organisms was inoculated onto mCCDA. All plates were incubated at 41.5 = 1°C
for 44 + 4 hours under microaerophilic conditions (Microarobac/Probac).

2.4 Productivity and Selectivity of mCCDA

For the analysis of productivity, 10uL with 10> CFU of C. coli ATCC 33559 and C. jejuni
subsp jejuni ATCC 29428 strains was inoculated onto mCCDA and onto the reference
medium - CBA, as established by the ISO standard.

For the assessment of selectivity, Escherichia coli ATCC 25922 and Staphylococcus
aureus ATCC 25923 strains with 10* CFU were used, and 1pL of each strain was inoculated
onto mCCDA. All plates were incubated in an oven at 41.5 = 1°C for 44 + 4 hours under
microaerophilic conditions (Microarobac/Probac).
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2.5. Artificially enriched samples

Boneless and previously ground chicken meat was sterilized for matrix preparation. After
sterilization, aliquots of 25g were aseptically weighed in sterile plastic bags specifically
designed for use in Stomacher homogenizers. A total of 225 mL of BPW was aseptically
added. Target microorganism Campylobacter coli ATCC 33559 and interfering organisms
Escherichia coli ATCC 25922, Proteus mirabilis ATCC 35659 and Staphylococcus aureus
ATCC 25923, in stationary phase, were diluted to 10 in 0.85% saline solution and 1 mL of
each dilution was placed in each of the nine bags, leading to artificial contamination by the
target and interfering microorganisms in all dilutions.

All the samples were homogenized in Stomacher for 60 seconds, and the method for
detection of Campylobacter spp. followed ISO 10272-1 (2006).® 1 mL from each bag was
transferred into tubes containing 9 mL of Bolton broth, in duplicate, and used for enrichment.
The tubes were incubated under microaerophilic conditions at 37 + 1°C for 4 hours and later
transferred to 41.5 = 1°C for 44 + 4h. Thereafter, 100 uL from each culture in Bolton broth
was inoculated onto mCCDA and onto the enriched CBA, using Drigalski spatulas. The plates
were incubated at 41.5 + 1°C for 44 + 4h under microaerophilic conditions.

After incubation, typical colonies of Campylobacter spp. were selected and streaked onto
CBA and incubated at 41.5 = 1°C for 24 to 48 hours under microaerophilic conditions. After
incubation, gram staining, motility, and oxidase tests were performed for confirmation of the
colonies.

3. RESULTS AND DISCUSSION

The culture media were evaluated according to the acceptance criterion described by the
standard,” which cites the growth of more than 10 CFUs of the target microorganism and
inhibition of growth/multiplication of microorganisms that interfere with the productivity of
Bolton broth. Regarding selectivity, Bolton broth is considered to be appropriate when the
growth/multiplication of interfering microorganisms in TSA plates is inhibited.

The productivity results for Bolton broth were satisfactory as there were 15 CFUs of C.
coli and 12 CFUs of C. jejuni in TSA plates inoculated with this broth. The mCCDA plates
seeded with Bolton broth inoculated with target and interfering microorganisms revealed the
growth of target microorganisms only, demonstrating the high selectivity of this medium.

The acceptance criterion for the productivity of mCCDA and enriched blood agar should
be equivalent to a Pg > 0.50. This rate is calculated by the formula: Pr = Ns/No , where Ns is
the number of CFUs in the assessed medium and Ng is the number of CFUs in the reference
medium.’ The result for the mCCDA was equal to Pr=0.90 compared to Pg=0.83 for enriched
blood agar, thereby yielding a satisfactory result for the assessed media. The identified CFUs
were confirmed by the morphology of the colonies, which are grayish and exhibit a metallic
luster in mCCDA, and cream-colored or grayish in blood agar. In the microscopic analysis,
the colonies showed thin, gram-negative, S-shaped rods with a gull-wing shape, usually
forming small zigzag chains, whose motility is characterized by back-and-forth or corkscrew-
like motion.

The productivity of culture media, whether selective or not, depends on intrinsic factors
(nutrients, redox potential, pH, water activity, type and activity of antimicrobials and/or their
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formation during colony growth), extrinsic factors (incubation temperature and its
oscillations, O2 and atmospheric CO2 pressure) and implicit factors (nutritional dependence
of the microorganism, and antagonistic and synergistic phenomena between the microbiota
and sample components).'> According to the results, the tested culture media were approved
for use.

The selectivity test showed inhibited growth of interfering microorganisms in selective
media for Campylobacter. Culture media for foodborne pathogenic agents rely on the
relationship between selectivity and inhibition of interfering organisms and on the recovery
and growth of the target microorganism. The selectivity of culture media is given by the
presence of inhibitory agents in their composition that can, at the same time, suppress, albeit
partially, the competing microbiota and promote the growth of the desired microorganism. In
this respect, the tested culture media proved to be appropriate for use, as they demonstrated
growth of Campylobacter and inhibition of Escherichia coli and Staphylococcus aureus.

The test results for artificially contaminated samples showed good performance of the
culture media. The several levels of contamination of the target and interfering
microorganisms were tested, and growth of the target microorganism and inhibition of
interfering organisms were observed in all dilutions.
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RESUMO

As espécies de Campylobacter termotolerantes sdo agentes de surtos de
campilobacteriose, e as aves e produtos derivados sdo considerados importantes fontes de
infeccdo para humanos. Neste estudo foram identificadas espécies termotolerantes de
Campylobacter em carcacas de frango resfriadas e congeladas, coletadas em trés abatedouros
no Rio Grande do Sul, entre 2014 e 2015. A deteccao de Campylobacter spp. foi realizada por
microbiologia convencional ¢ a identificagdo das col6nias compativeis para Campylobacter
por multiplex-PCR, capaz de diferenciar C. jejuni e C. coli. Das 36 amostras de carcagas
resfriadas e congeladas verificou-se positividade para Campylobacter termotolerantes em 23
carcagas (63,8%), sendo 72,2% (13/18) em carcacas resfriadas e 55,5% (10/18) em carcacas
congeladas. Dentre estas amostras, 83,3% (15/18) foram identificadas como C. jejuni, 66,6%
(12/18) como C. coli e 50% (9/18) foram positivas para ambas espécies. Estes resultados
contribuem para a proposicao de que carcacas de frangos de corte prontas para consumo
podem ser uma importante fonte de transmissdo destes patdogenos para humanos.

Palavras chave: Campilobacteriose, carne de frango, abatedouros avicolas

ABSTRACT

The species of thermophilic Campylobacter are agent of outbreaks of
campylobacteriosis and birds and products derivate were considered important sources of
infection for humans. In this study were identified thermotolerant species of Campylobacter
in chilled and frozen broiler carcasses, collected in three slaughterhouses in Rio Grande do
Sul, between 2014 and 2015. Detection of Campylobacter spp. was conducted by
conventional microbiology and identification of Campylobacter by multiplex-PCR, able to
differentiate C. jejuni and C. coli. Of the 36 samples of cooled and frozen carcasses
Campylobacter was found in 23 (63.8%) carcasses, which 72.2% (13/18) in cooled substrates
and 55.5% (10/18) in frozen carcasses. Among these samples 83.3% (15/18) were identified
as C. jejuni, 66.6% (12/18) as C. coli and 50% (9/18) were positive for both species. These
results contribute to the proposition that carcasses of broilers ready for consumption can be an
important source of transmission of these pathogens for humans.

Key words: Campylobacteriosis, broiler carcasses, slaughterhouses.
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1. INTRODUCAO

A campilobacteriose ¢ uma zoonose emergente de origem alimentar com envolvimento
principal das cepas termofilicas Campylobacter jejuni, C. coli, C. lari e C. upsaliensis. Esta
doenca ¢ reconhecida como problema de saude publica com cerca de 76 milhdes de
ocorréncias nos Estados Unidos e com a caracterizagdo das espécies C. jejuni e C. coli dentre
as envolvidas em surtos (Marinou et al., 2012; EFSA 2013).

Foi estimado pela EFSA (2013) que entre 50 e 80% das infeccdes em humanos teria
origem avicola, sendo as aves e produtos derivados considerados fontes primarias de
campilobacteriose (HUMPHREY et al., 2007). Apesar de serem termofilicas em seus
requisitos de crescimento, C. jejuni e C. coli ndo resistem a altas temperaturas e,
consequentemente, ndo sobrevivem em alimentos pasteurizados ou adequadamente cozidos
(PARK, 2002), além de serem sensiveis a dessecacdo (FORSYTE, 2012). Entretanto, as
superficies das carcagas de aves e miudos permanecem Umidas durante a comercializagdo,
protegendo as bactérias da dessecagdo durante a estocagem, tornando estes produtos possiveis
veiculos de transmissao de Campylobacter spp. ao homem (HOBBS & ROBERTS, 1999).

As infecgdes em humanos ocorrem com a ingestdo de um niimero relativamente baixo
de células bacterianas (entre 500 e 800 UFC) e as manifestagdes clinicas geralmente sdo
gastrointestinais, com cerca de sete dias e melhora espontanea do quadro clinico. Os sintomas
classicos da infec¢dao incluem diarreia, frequentemente hemorragica, dor abdominal, febre,
mialgia e raramente vomitos (HUMPHREY et al., 2007, BORSOI et al. 2011, CDC, 2014).

A caréncia de relatos de casos e notificagdes de campilobacteriose sdo um problema na
maioria dos paises e as taxas de ocorréncia correspondem apenas aos casos confirmados em
laboratério. Como consequéncia, estima-se que a real taxa de infecgdo seja entre 7,6 a 100
vezes superior a relatada (FAO, 2014). No Brasil, assim como nos demais paises em
desenvolvimento, ndo existem programas nacionais de vigilancia que investiguem a
campilobacteriose ou padrdes microbiologicos para alimentos vigentes para esta bactéria

Diante do exposto, este trabalho mostra a identificagdo de espécies termotolerantes de
Campylobacter, associadas a surtos de Doengas Transmitidas por Alimentos (DTAs), em

carcacas resfriadas e congeladas, destinadas ao consumo humano.

2. MATERIAL E METODOS
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2.1 Amostragem e locais de coleta

O trabalho foi realizado em trés abatedouros de frangos de corte no norte do estado do
Rio Grande do Sul, sendo dois sob Servigo de Inspe¢do Federal (SIF) e um sob Inspegao
Estadual (CISPOA). As coletas foram realizadas entre novembro de 2014 a abril de 2015,
com duas visitas em cada abatedouro, e as carcagas coletadas apos resfriamento em chiller,
resfriadas a 4°C e congeladas a -12°C, em triplicata, totalizando 54 carcagas. Estas foram
acondicionadas em sacos plasticos individuais, identificadas com lacres oficiais e
encaminhadas ao laboratdrio, onde foram rinsadas com 400 mL de 4gua peptonada tamponada
(APT, Oxoid™) e homogeneizados por 30 segundos.

As analises de microbiologia convencional foram realizadas no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos do Centro de Pesquisa em Alimentacdo da Universidade de
Passo Fundo (CEPA-UPF), e os ensaios de Reagdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) para
identificagdo das colonias compativeis com Campylobacter no Centro de Diagndstico e
Pesquisa em Patologia Aviaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CDPA-
UFRGS).

2.2. Microbiologia convencional para identificacdo de Campylobacter spp.

Para a deteccdo de Campylobacter spp. foi utilizada a metodologia adaptada da ISO
10272-1 (2006), utilizando-se como controle positivo Campylobacter coli ATCC 33559 e
controles negativos Escherichia coli ATCC 25922 e Proteus mirabilis ATCC 35659. Para o
enriquecimento, 1 mL de cada uma das amostras foi transferido para tubos contendo 9 mL do
caldo Bolton. Os tubos foram incubados em atmosfera microaeréfila (Microaerobac Probac®)
a 37 £ 1°C por 4 horas e posteriormente transferidos para 41,5 = 1°C por 44 + 4h.

Ap0s, de cada cultura do caldo Bolton inoculou-se uma alcada de 10 pL sobre a
superficie dos 4agares Charcoal Cefopezarona Desoxicolato Modificado (mCCDA)
(CM739,0x0id",UK) e Columbia sangue (CBA) (CM331B, Oxoid®,UK) com suplemento
seletivo contendo Cefoperazona 32mg/L e Amfotericina B 10mg/L (SR155, Oxoid®,UK),
sendo as placas incubadas a 41,5 + 1°C por 44 £+ 4h, em microaerofilia (Microaerobac,
Probac®).

As colonias compativeis com Campylobacter spp. foram selecionadas e estriadas por
esgotamento em Agar Columbia Sangue (CBA) e incubadas a 41,5 + 1°C por 24 a 48 horas,

em microaerofilia. Apds, foram realizados os testes de coloragdo de Gram, motilidade,
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oxidase e catalase para identificacdo de Campylobacter. Estas colonias foram armazenadas
em Caldo Brucella (CM0169, Oxoid) com glicerol e congeladas a - 20°C até os ensaios de

PCR.

2.3.Extracdo de DNA e Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

A extragdo de DNA das amostras e a analise por multiplex-PCR foram realizadas
conforme Borsoi et al. (2009). Brevemente, as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por
10 minutos e o sobrenadante descartado. O pellet obtido foi suspenso em 800 uL de agua
ultrapura, homogeneizado e novamente centrifugado a 12.000 rpm por cinco minutos. Este
procedimento foi realizado quatro vezes e o material ressuspenso em 200 puL de agua
ultrapura. Em seguida, as amostras foram colocadas em bloco térmico entre 96°C e 98°C por
10 minutos, centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante armazenado para as
analises por multiplex-PCR.

Utilizou-se o multiplex-PCR proposto por Denis et al. (1999) adaptado por Perdoncini
et al. (2015) para diferenciar C. jejuni e C. coli, com trés pares de primers para cada reacao,
baseados na sequéncia para regido 16rRNA comum entre as espécies, como segue: MD16S1
(5'-ATC TAA TGG CTT AAC CAT TAA AC - 3") e MDI16S2 (5' -GGA CGG TAA CTA
GTT TAG TAT T - 3'), com 857pb. A identificagdo das espécies C. jejuni e C. coli foram
baseadas no gene mapA e ceuE, respectivamente, com a sequéncia de primers MDmapA1 (5'
-CTA TTT TAT TTT TGA GTG CTT GTG - 3") e MDmapA2 (5'-GCT TTA TTT GCC ATT
TGT TTT ATT A - 3') para o gene mapA e COL3 (5'-AAT TGA AAA TTG CTC CAA CTA
TG -3")e MDCOL2 (5'-TGA TTT TAT TAT TTG TAG CAG CG-3') para o gene CeUE.

As reagdes ocorreram em termociclador (Biocycler-Peltier Thermal Cycler) com
desnaturacdo inicial de 95 °C por 10 minutos; 35 ciclos a 95 °C por 30 segundos; anelamento
a 59 °C por 1 minuto e 30 segundos; extensdo a 72 °C por 1 minuto e extensao final a 72 °C
por 10 minutos. A eletroforese dos amplicons foi realizada em gel de agarose a 1,5%
(Invitrogen), corado com brometo de etidio e visualizado em sistema de foto documentacdo

com transluminador ultravioleta (UV) (ATTO®).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 36 amostras de carcagas resfriadas e congeladas foi verificada positividade para

Campylobacter jejuni e/ou C. coli em 23 carcagas (63,8%).
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Tabela 1. Ocorréncia de Campylobacter jejuni e/ou C. coli em carcagas de frango resfriadas e

congeladas coletadas em abatedouros avicolas.

Carcacas Carcacas
) Total
Abatedouro Resfriadas Congeladas
(%)
(%) (%)

A 33,3% 0% 16,66%
B 100% 66,6% 83,33%
C 83,3% 100% 91,7%
TOTAL 72,2% 55,5% 63,8%

Neste trabalho, a ocorréncia de Campylobacter termotolerantes em carcagas resfriadas
foi 72% e para carcacas congeladas 55%. Os resultados deste trabalho sdo superiores aos
citados por Mulinari et al. (2014), que identificou Campylobacter em 43,2% carcacas de
frangos e em 7,7% dos mitudos e cortes avaliados.

Concordando com este estudo, Franco et al. (2004) citam que C. jejuni sobrevive em
ambientes e alimentos refrigerados melhor do que em temperatura ambiente, contrariando as
caracteristicas tradicionais de outras bactérias. Neste sentido, Maziero ¢ Oliveira (2010), ao
analisar carne de frango apos a embalagem no frigorifico, 4 dias a 4°C e 28 dias a 20°C
negativos, citam que houve diferenga significativa em UFC/g de Campylobacter spp. entre
amostras frescas e armazenadas sob refrigeragdo ou congelamento, indicando que a bactéria
pode sobreviver bem ao periodo de comercializagdo de carnes resfriadas.

Estes resultados estao em concordancia também com Bhaduri e Cottrell (2004) que,
ao avaliarem a sobrevivéncia de C. jejuni a 4°C e -20°C em carne de frango, artificialmente
contaminadas e irradiadas, concluiram que a refrigeragdo reduziu as contagens da bactéria
apos 3 e 7 dias, mas células vidveis ainda podiam ser detectadas apds 14 dias de estocagem.

Dados do FDA (2011) revelam uma variagdo entre 30 e 100% das aves que carreiam
este microrganismo e de 20 a 100% de contaminac¢do nos produtos do varejo. Esta variagdo ¢
confirmada por Medeiros et al. (2012), que ao avaliar 30 carcacas de frango resfriadas
identificaram Campylobacter spp. em 21 amostras (70%), sendo 28,6% em abatedouros,

38,1% em supermercados ¢ 7, 33% em feiras livres.
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A sobrevivéncia de Campylobacter em amostras resfriadas ¢ citada por Azeredo et al.
(2010), que avaliou carcagas de frango apds o resfriamento ¢ constatou que Campylobacter
spp. manteve-se viavel a 4°C; Badar6 (2013), ao citar 44 % de positividade em carcagas de
frango provenientes de abatedouros do Estado de Minas Gerais; Oliveira e Oliveira (2013)
com 20% de positividade em carcagas na saida do chiller e Maziero (2007), com a detecgao
de Campylobacter termotolerantes em 53,3% em amostras de carne de frango resfriadas e
36,67% em amostras congeladas.

Ja a sobrevivéncia de Campylobacter em amostras congeladas ¢é relatada por Lee et al.,
(1998), que citam que Campylobacter pode ser inativado em temperaturas a partir de 15°C
negativos. Entretanto, para os autores o congelamento ndo eliminaria o patégeno em
alimentos previamente contaminados.

Além da ocorréncia de Campylobacter nas carcagas de frango avaliadas no presente
estudo destaca-se a identificagcdo de espécies termotolerantes associadas as DTAs, com 44,4%
(16/36) de C. jejuni, 36% (13/36) de C. coli e 16,7% (6/36) para ambas. A prevaléncia destas
espécies ¢ citada também por Perdoncini et al., (2015), que identificaram Campylobacter
jejuni e/ou C. coli em 37,1% de 105 carcagas resfriadas. As carcagas avaliadas eram oriundas
de cinco matadouros-frigorificos do estado do Rio Grande do Sul, com ocorréncia entre zero e
71,4%

Sierra Argiiello et al. (2015) citam a presenca de Campylobacter jejuni em 140 amostras
(99,2%) e Campylobacter coli em uma amostra (0,7%) ao avaliar fezes (n=8), agua do chiller
(n=18), carcacgas de frango (n=26) e carne de frango pronta para o consumo (n=89) oriundas
de abatedouros de aves também neste Estado. J4 Hue et al. (2011) demostraram 57,1% de C.
jejuni e 42,5% de C. coli em 532 carcagas de frango avaliadas.

A contaminagdo cruzada devido a manipulacdo inadequada de alimentos no ambiente
doméstico ¢ considerada uma fonte importante de infeccdo (MATTICK et al., 2003). A
positividade encontrada nesse estudo e os resultados demonstrados por outros autores,
evidenciando a contaminagdo por Campylobacter nos produtos avicolas é preocupante, visto
que a dose infectante para Campylobacter é baixa. Além disto, as espécies identificadas sdo
termotolerantes, e consequentemente passiveis de causar DTAs. Por tratar-se de um produto
resfriado e/ou congelado, onde microrganismos deste género podem sobreviver as condi¢des
de armazenamento, deve-se induzir a prevencdo das infecgdes por Campylobacter com
instru¢cdes adequadas ao consumidor final, bem como a aplicagdo das Boas Praticas de

Fabrica¢do e a indicacdo de cozimento adequado a estes produtos.
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4, CONCLUSAO

Verificou-se a presenca de cepas termotolerantes de Campylobacter em 63,8% das
carcagas de aves congeladas e resfriadas avaliadas, indicando estes produtos finais como

provaveis fontes de transmissdo de Campylobacter para humanos.
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6. CONCLUSOES

O numero crescente ¢ a gravidade de doencas transmitidas por alimentos em todo o
mundo tém aumentado consideravelmente. Bactérias do género Campylobacter spp. sdo
reconhecidas como importantes patogenos de origem alimentar e agentes de enterites em
humanos, com as espécies termofilicas Campylobacter jejuni e C. coli especialmente
notificadas nos surtos de campilobacteriose em humanos e as aves consideradas dentre as
principais fontes de infec¢ao. Conforme os resultados deste estudo concluiu-se que:

a) Campylobacter spp. foi identificado em todos os pontos de coleta nos abatedouros de
frangos de corte avaliados, mantendo-se viavel até os produtos finais e com maior
ocorréncia em carcagas resfriadas e congeladas;

b) Campylobacter spp. foi isolado nas gaiolas de transporte das aves mesmo apos a
higienizagdo das mesmas, evidenciando a ineficiéncia do procedimento utilizado nos
abatedouros avaliados;

c) As espécies termofilicas Campylobacter jejuni ¢ C. coli foram identificadas em
carcagas resfriadas e congeladas, evidenciando a capacidade de sobrevivéncia destes

agentes a estas condi¢des de armazenagem.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Doengas transmitidas por alimentos (DTAs) constituem uma preocupacao mundial em
saude publica, sendo que nas ultimas décadas o aumento de sua ocorréncia pode ser
observado em varias partes do mundo. Campylobacter spp. vem se destacando dentre as
principais causas bacterianas de DTAs em diversos paises, que associam a maioria dos surtos
ao consumo ou manuseio incorreto de carne de frango contaminada. No Brasil h4a poucas
informacdes oficiais sobre a ocorréncia de campilobacteriose de origem alimentar ou dados de
prevaléncia de Campylobacter spp. em abatedouros de frangos de corte.

Neste contexto, um dos objetivos deste estudo, que era avaliar a contaminagdo por
Campylobacter spp. em diferentes pontos da tecnologia de abate de frangos de corte por
microbiologia convencional, foi plenamente alcancado. No transcorrer do projeto também foi
possivel identificar as espécies termotolerantes Campylobacter jejuni e C. coli por Multiplex —
PCR, caracterizando as amostras de carcacas resfriadas e congeladas como potencialmente
capazes de causar DTAs.

A quantificacdo de Campylobacter spp. nos diferentes elos da cadeia produtiva de aves
e no monitoramento dos riscos microbiologicos desde as granjas até as carcacas resfriadas ou
congeladas pode ser uma ferramenta util para direcionar acdes que resultem na redugdo deste
patoégeno nos produtos avicolas e consequentemente nos riscos para o consumidor final. Neste
cenario, a quantificagdo por PCR em tempo real sera realizada assim que possivel e os dados
gerados publicados em revistas da area de estudo.

E ainda, considerando o alto consumo da carne de frango, sera realizado um novo
estudo, visando a detec¢do e quantificacdo deste agente em amostras de varejo, como cortes
congelados e resfriados, a fim de fornecer dados sobre a contaminagdo por Campylobacter
spp. € termofilicos em produtos prontos para o consumo humano. Mesmo que estes produtos
ndo sejam consumidos crus, existe uma preocupacdao visto que a contaminagdao cruzada
contribui para o surgimento das DTAs.

Por fim, em fun¢do destes produtos serem destinados diariamente a milhdes de
consumidores, ressalta-se a importancia do estabelecimento de programas nacionais de

vigilancia e de padrdes microbioldgicos em alimentos que contemplem Campylobacter spp.
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