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Resumo
Campylobacter jejuni é o principal causador de gastroenterite bacteriana aguda e a carne de frango é 
um importante veículo do agente. Entretanto, as metodologias convencionais de isolamento de 
Campylobacter muitas vezes não são eficientes, podendo levar a resultados errôneos. Sendo assim, 
este trabalho teve como objetivo avaliar diferentes métodos utilizados na detecção de C. jejuni em 
produtos de frango. Carne moída experimentalmente contaminada com três diferentes diluições do 
microrganismo foi analisada com diferentes protocolos para isolamento de C. jejuni. Foram feitas 
semeaduras diretamente nos ágares mCCDA, Columbia e ágar sangue, e após pré-enriquecimento 
nos caldos Bolton ou Brucella. As colônias características de Campylobacter foram identificadas e 
os resultados comparados a fim de avaliar qual o método foi mais eficaz. Os únicos protocolos em 
que foi possível recuperar o microrganismo de todos os testes foram aqueles em que foi utilizado o 
ágar mCCDA associado com o Caldo Bolton ou com o Caldo Brucella. Estes foram também os únicos 
protocolos que permitiram a recuperação de C. jejuni 24 horas após a contaminação experimental 
com inóculo igual a 100 UFC/25 g. Entretanto, o ágar mCCDA sem o uso de pré-enriquecimento 
apresentou desempenho insatisfatório, inferior ao dos demais protocolos. Conclui-se que ágar 
mCCDA com pré-enriquecimento em caldo Brucella ou em caldo Bolton foram mais eficientes para 
o isolamento de C. jejuni que os demais protocolos.
Palavras-chave: alimentos, segurança alimentar, detecção de patógenos.

Abstract
Campylobacter jejuni is the main cause of acute bacterial gastroenteritis, and poultry meat is an 
important agent vehicle. However, the conventional methods for Campylobacter isolation are often 
not effective and may lead to erroneous results. Thus, this study aimed to evaluate different methods 
to C. jejuni detection in poultry products. Ground chicken experimentally contaminated with three 
different dilutions of the microorganism was analyzed with different protocols to C. jejuni isolation: 
Seeding directly in agars mCCDA, Columbia and blood agar, and after pre-enrichment in Bolton or 
Brucella broth. The Campylobacter characteristic colonies were identified and compared in order to 
assess which method was the most effective. The only protocols in which it was possible to recover 
the microorganism from all the tests were those using the mCCDA agar associated with the Bolton 
broth or the Brucella broth. These were also the only protocols that allowed the recovery of C. jejuni
24 hours after the experimental contamination with inoculum equal to 100 CFU/25 g. However, the 
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mCCDA agar without the use of pre-enrichment presented an unsatisfactory performance, lower than 
the other protocols. It is concluded that mCCDA agar with Brucella broth or with Bolton broth pre-
enrichment was more efficient for the C. jejuni isolation than the other protocols.
Keywords: food, pathogen detection, food safety.
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Introdução

Campylobacter é um dos principais agentes de doenças transmitidas por alimentos (DTA) em 
humanos, constituindo-se na segunda causa mais frequente de diarreias bacterianas nos Estados 
Unidos(1). Dentre as espécies do gênero, C. jejuni é a mais comumente isolada de alimentos e as 
demais ocorrem com menor frequência(2,3), sendo a carne de frango a principal via de transmissão 
desse patógeno(4).

A difícil detecção de Campylobacter é um fator negativo no controle da sua disseminação. Esta 
dificuldade se deve principalmente à composição do alimento, à variada microbiota competidora, ao 
baixo número de células bacterianas e às difíceis condições de isolamento(5). A característica mais 
marcante do gênero Campylobacter é a microaerofilia, exigindo baixa tensão de oxigênio para sua 
multiplicação. O crescimento é inibido quando a concentração de O2 é menor que 3% ou maior que 
15%, sendo a concentração ideal de 5%. Além disso, requerem cerca de 10% de CO2 para sua 
multiplicação(6). Outra característica importante é a faixa bastante estreita de temperatura que os 
campilobacteres classificados como termofílicos – espécies C. jejuni, C. coli e C. lari– se 
multiplicam, que varia entre 30ºC e 47ºC, com temperatura de multiplicação ótima de 42ºC(7). Esses 
microrganismos são altamente sensíveis ao sal e ao pH ácido, crescendo na faixa de pH ótimo 
próximo ao neutro (6,5-7,5) e com atividade mínima da água em cerca de 0,987(8). Além disso, a 
possível presença de células de Campylobacter spp. viáveis não cultiváveis em resposta a condições 
de estresse nos alimentos é uma preocupação adicional, uma vez que o isolamento do microrganismo 
fica dificultado, exigindo etapas para recuperação das células injuriadas, apesar da bactéria poder 
causar enfermidade caso seja ingerida(9).

Os métodos convencionais(10), além de trabalhosos, exigem vários dias de análise e, muitas vezes, a 
presença de microbiota competitiva inibe o crescimento de Campylobacter spp., podendo levar a 
resultados errôneos. Alguns autores(11,12) relatam ser necessário o uso de meios de enriquecimento 
anteriormente a semeadura em placa, a fim de recuperar células injuriadas; no entanto, outros 
autores(13,14) afirmam que a utilização de pré-enriquecimento é desnecessária. Deste modo, este 
trabalho teve como objetivo comparar diferentes protocolos, usando os ágares sangue, Columbia e 
mCCDA associados ou não com pré-enriquecimento nos caldos Bolton e Brucella, para o isolamento 
de C. jejuni de produtos de frango.

Material e Métodos

Porções de 25g de carne de frango moída foram contaminadas com 0,25 mL de inóculo contendo C.
jejuni ATCC 33291 nas concentrações de 104, 103 e 102 UFC/mL, de forma a serem obtidas as 
concentrações finais de aproximadamente 102, 101 e 100 UFC/25g de carne moída, respectivamente. 
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As amostras de carne de frango moída foram analisadas quanto à presença de Campylobacter spp. 
antes da contaminação, utilizando protocolo recomendado pela U.S. Foodand Drug Administration –
FDA(15). Uma alíquota de cada amostra utilizada não foi experimentalmente contaminada para servir 
como controle negativo.

O experimento foi realizado em triplicata.

Foi realizado segundo FDA(15), com modificação na incubação no pré-enriquecimento (42°C por 48 
horas), a fim de padronizar a temperatura e tempo de incubação dos diferentes meios de cultura 
utilizados no trabalho. Brevemente, 25g da carne moída de frango foram acondicionadas, em saco 
plástico estéril, a 100mL de caldo Bolton (Himedia, Mumbai, India) suplementado com 10mg de 
Cefoperazona, 10mg de Vancomicina, 10mg de Trimetoprim e 5mg de Anfotericina (Himedia), e 
homogeneizados por 5min em shaker. Após, foi realizada incubação a 42ºC, por 48 horas, em jarras 
contendo gerador atmosférico de microaerofilia (Microaerobac, Probac do Brasil, São Paulo, Brasil). 
Passado este período, uma alíquota de 10µL da cultura foi semeada na superfície de ágar Carvão 
Cefoperazona Deoxycolato modificado (mCCDA, Oxoid, Hampshire, Inglaterra), suplementado com 
16mg de Cefoperazona e 5mg de Anfotericina B (Himedia) e incubada invertida em jarra de 
microaerofilia a 42°C por 48 horas, para posterior confirmação.

Foram testados dois meios de cultura de enriquecimento. Esta etapa serve para a recuperação de 
células bacterianas injuriadas, o que poderia aumentar as chances de isolar C. jejuni.

Um dos meios utilizados como enriquecimento foi o caldo Brucella (Acumedia, Michigan, EUA) 
adicionado de 0,4% (m/v) de carvão ativado, 5% (m/v) de suplemento de solução redutora de oxigênio 
FBP(16) e 1% (m/v) de suplemento Campylobacter I (Blaser-Wang)(2) (Himedia), o qual contém 
antimicrobianos para impedir a multiplicação de outras bactérias.O outro caldo de enriquecimento 
testado foi o Bolton, suplementado conforme já descrito. Cada amostra de 25g foi colocada em saco 
plástico estéril contendo 100mL do caldo, homogeneizada durante 5min e incubada em microaerofilia 
a 42°C por 48 horas. Posteriormente, uma alíquota de 10µL de cada cultura foi semeada na superfície 
de ágar base Columbia (Merck, Darmstadt, Germany) adicionado de 0,4% de carvão ativado, 5% de 
FBP e 1% de Campylobacter I. Além do ágar Columbia, também foi realizada semeadura de uma 
alíquota na superfície de ágar sangue Tipo II (Acumedia), adicionado de 5% de sangue equino 
desfibrinado e 1% de Campylobacter I e, ainda, outra alíquota em ágar mCCDA suplementado, 
conforme descrito anteriormente. Todas as placas foram incubadas invertidas em jarra de 
microaerofilia a 42°C por 48 horas.

Cada produto de frango foi colocado em saco plástico estéril contendo 100mL de Água Peptonada 
Tamponada (APT, Acumedia) e homogeneizado durante 2min. Alíquotas de 10µL desta solução 
foram semeadas na superfície de ágar base Columbia, ágar mCCDA e ágar Sangue tipo II, 
suplementados conforme descrito anteriormente. As placas semeadas foram incubadas invertidas em 
jarra de microaerofilia a 42°C, por 48 horas, para depois as colônias serem confirmadas.

As colônias características de Campylobacter nos ágares mCCDA, Columbia e Sangue tipo II foram 
analisadas morfo-tintorialmente pela coloração de Gram. O gênero Campylobacter é constituído de 
bactérias Gram negativas com formato de bastonetes delgados espiralados ou em forma de “asa de 
gaivota” ou“S”; podendo apresentar forma filamentosa ou cocóide nos cultivos de longos períodos(17). 
Foram realizadas provas de produção das enzimas oxidase e catalase, sendo a espécie C. jejuni 
oxidase e catalase positivas(15).

Após a identificação fenotípica das colônias características, o DNA foi extraído(18) a partir de um 
pellet de colônias obtido diretamente das placas com as culturas e analisado pela técnica da reação 
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em cadeia da polimerase multiplex (multiplex-PCR) para confirmação da espécie C. jejuni, de acordo 
com protocolo descrito por Harmon et al.(19). Foram utilizados dois pares de primers. O primeiro par 
(pg3: GAACTTGAACCGATTTG e pg 50: ATGGGATTTCGTATTAAC) amplifica uma região 
altamente conservada relacionada aos genes da flagelina, tanto em C. jejuni como em C. coli. O 
segundo par (C-1:CAAATAAAGTTAGAGGTAGAATGT e C-4: 
GGATAAGCACTAGCTAGCTGAT) amplifica uma região específica somente presente em C. 
jejuni.

Resultados e Discussão

Em todos os protocolos, tanto com ou sem caldo de pré-enriquecimento, C. jejuni foi recuperado das 
amostras inoculadas com 102 UFC/g logo após a contaminação e com 24horas de refrigeração, o que 
provavelmente deveu-se à alta concentração de células bacterianas inoculadas (Tabela 1). Todos os 
isolados recuperados tiveram a identificação confirmada pela PCR.

Na concentração de 101 UFC/25g, o microrganismo foi isolado das três amostras apenas quando foi 
utilizado mCCDA com pré-enriquecimento, tanto com caldo Brucella como com caldo Bolton, 
independentemente da amostra ser analisada imediatamente após a contaminação (hora 0) ou após 24 
horas sob refrigeração. Por outro lado, na semeadura direta em ágar, o mCCDA foi o que apresentou 
o pior resultado, não havendo recuperação em nenhuma das amostras, tanto na hora 0 como após 24 
horas. Entretanto, os resultados das semeaduras diretas em ágar também não foram satisfatórios com 
o uso dos ágares Columbia e Sangue, uma vez que com nenhum deles foi possível recuperar C. jejuni
das três amostras contaminadas. No caso da semeadura direta em ágar Columbia, houve recuperação 
de duas amostras contaminadas com 101 UFC/25g, mas o microrganismo não foi recuperado de 
nenhuma das amostras contaminadas com 100 UFC/25g. Isso pode ter ocorrido devido à grande 
multiplicação de bactérias contaminantes observadas nas placas, as quais podem ter inibido a 
multiplicação de C. jejuni, encontrado em concentração bem inferior nessas amostras.
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A associação dos ágares Columbia e Sangue com pré-enriquecimentos não melhorou o seu 
desempenho na recuperação de C. jejuni das amostras contaminadas com 101 UFC/25g, chegando 
mesmo a não haver recuperação em nenhuma das amostras após 24 horas de refrigeração, quando foi 
utilizado o caldo Brucella.

Na semeadura direta em ágar Sangue, assim como nos ágares Columbia e Sangue após pré-
enriquecimento em Caldo Brucella, o microrganismo foi recuperado na hora 0 de pelo menos uma 
amostra em todas as concentrações usadas na contaminação experimental, mas na hora 24 C. jejuni 
só foi recuperado na maior concentração de contaminação (102 UFC/25g). Neste caso, além da 
população bacteriana acompanhante, C. jejuni pode ter sido inibido pela temperatura de refrigeração. 
Lawley(8) relata que estas bactérias podem sobreviver durante um curto período de tempo a 
temperaturas de refrigeração e que morrem lentamente em temperaturas congelantes. Além disso, 
células submetidas ao frio sofrem alterações tornando-se sensíveis à temperatura de 42ºC e aos 
antibióticos polimixina e rifampicina(10).

Na semeadura direta em ágar mCCDA, a bactéria foi recuperada apenas na maior concentração, 
entretanto, quando este meio foi associado a pré-enriquecimento, seja com caldo Brucella ou com 
caldo Bolton, a recuperação de C. jejuni ocorreu em todas as amostras, mesmo naquelas contaminadas 
apenas com 100 UFC/25g e após 24horas de refrigeração, o que não aconteceu com os demais 
protocolos. Esses resultados diferem de outros estudos, como Medeiros et al.(13), que relatam que o 
plaqueamento direto foi considerado o método mais rápido e eficiente, além de apresentar menor 
custo por não serem utilizados métodos de enriquecimento. No entanto, estes autores analisaram 
apenas carcaças de frango resfriadas naturalmente contaminadas, sem avaliar a população de 
Campylobacter em cada amostra, que poderia ser bastante alta, diferentemente do nosso trabalho, no 
qual a concentração inicial de C. jejuni em cada amostra de carne moída era conhecida.

Em 1984, Bolton et al.(20) já relatavam que o uso de pré-enriquecimento no protocolo laboratorial 
aumentava a recuperação de Campylobacter. Trabalhos mais recentes(11,12) ainda mostram que a 
utilização de caldos enriquecidos favorece a recuperação de células bacterianas injuriadas, assim 
como observado em nosso trabalho. Entre os caldos de pré-enriquecimento utilizados, o caldo Bolton 
teve melhor eficiência de recuperação em relação ao caldo Brucella, tendo em vista que o C. jejuni
foi recuperado de 72,2% das amostras (39/54) em que o pré-enriquecimento foi o caldo Bolton, 
enquanto que 66,7% (36/54) puderam ser recuperados em caldo Brucella. Essa diferença na 
recuperação de células injuriadas provavelmente esteja relacionada à fonte nutritiva dos caldos, os 
tipos e a quantidade de nutrientes. As bactérias do gênero Campylobacter não fermentam carboidratos 
e as peptonas são incluídas no meio como nutrientes. O caldo Bolton tem na sua formulação extrato 
de levedura (5g/litro) e ácido alfa-cetoglutárico, um intermediário do ciclo do ácido tricarboxílico, já 
o caldo Brucella apenas extrato de levedura (2g/litro) como fonte nutritiva. O ácido alfa-cetoglutárico 
é um composto de importante atividade biológica produzido na desaminação do glutamato e um 
intermediário no ciclo dos ácidos tricarboxílicos(10). Outra possibilidade diz respeito à suplementação 
dos meios, já que no caldo Bolton utilizou-se sangue desfibrinado e no caldo Brucella carvão ativado 
e antioxidante. Estas substâncias adicionadas aos meios de cultura servem para prevenir o acúmulo e 
neutralizar os derivados do oxigênio produzido durante a multiplicação nos meios de cultura, como 
peróxido de hidrogênio, além de neutralizar os inibidores da trimetropina que são tóxicos para 
Campylobacter(21). No entanto, a utilização de sangue nos meios além de capturar os componentes 
tóxicos do oxigênio serve também como fonte de nutriente, assim como as peptonas(10), deixando o 
meio mais rico para a multiplicação bacteriana. Uma terceira diferença entre os meios utilizados que 
pode ter influenciado as recuperações são os antimicrobianos, os quais reduzem a competição do 
Campylobacter com outras bactérias. O caldo Bolton é suplementado com cefoperazona, que inibe 
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bactérias entéricas Gram-negativas e algumas Gram-positivas, vancomicina, que inibe bactérias 
Gram-positivas, trimetoprim, que inibe Proteus spp., e anfotericina que inibe fungos. Já, o caldo 
Brucella é suplementado apenas com afotericina e cefoperazona, o que deixa o meio mais suscetível 
à multiplicação de contaminantes comuns em produtos cárneos.

Dentre os ágares seletivos, com uso de pré-enriquecimento, o que apresentou maior eficácia foi o 
mCCDA. Os ágares Columbia e Sangue não foram eficientes, o que provavelmente se deve à 
composição do meio, tendo em vista que as substâncias impedientes adicionadas são as mesmas nos 
três ágares estudados. No ágar mCCDA, caldo nutriente 2 e caseína ácida hidrolisada fornecem fontes 
de nitrogênio e vitaminas. Já, no ágar Columbia são peptonas de caseína e carne, além de extratos de 
coração e levedura. No ágar Sangue tipo II, há peptona proteose, fígado e extracto de levedura. O 
caldo nutriente é uma infusão altamente nutritiva de carne o que provavelmente torna o meio mais 
rico que o Columbia e o Ágar Sangue. 

Não foi observada diferença entre os caldos de enriquecimento na pesquisa de C. jejuni quando 
utilizados juntamente com o ágar mCCDA. A rica composição do meio permitiu o isolamento das 
células recuperadas nos caldos, tanto Brucella como Bolton, o que nem sempre foi observado nos 
demais ágares.

Conclusões

O método utilizando pré-enriquecimento, seja caldo Brucella ou caldo Bolton, e posterior semeadura 
em meio seletivo mCCDA foi superior na recuperação de células de C. jejuni de produtos avícolas 
experimentalmente contaminados, em comparação ao plaqueamento direto e o uso de outros ágares, 
mesmo associados com pré-enriquecimento.
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