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RESUMO 
  
  
O Brasil é o terceiro produtor e o primeiro exportador mundial de carne de frango, 
sendo o Estado do Paraná o segundo maior produtor brasileiro. Salmonella spp e 
Campylobacter spp são as causas mais frequentes de doenças bacterianas 
transmitidas por alimentos no mundo e os produtos avícolas apontados como os 
principais veículos de transmissão para o ser humano. O monitoramento dessas 
bactérias em carne de frango, é fundamental para evitar que barreiras sanitárias 
possam interferir na comercialização, como também, é essencial para o controle da 
doença humana. Os métodos convencionais de isolamento de Campylobacter e 
Salmonella em alimentos podem requerer de quatro a dez dias para a conclusão dos 
resultados. Métodos moleculares, como a PCR, têm sido otimizados para detecção, 
identificação e quantificação dessas bactérias em alimentos, devido à rapidez, 
especificidade e sensibilidade. Embora vários kits comerciais estejam disponíveis, o 
seu alto custo dificulta o uso nos laboratórios de diagnóstico e controle de qualidade, 
principalmente em países em desenvolvimento como o Brasil. A padronização de um 
ensaio molecular específico e, principalmente, a detecção simultânea dessas duas 
bactérias patogênicas vem de encontro à necessidade desses laboratórios. O 
objetivo desse trabalho foi otimizar um ensaio de PCR multiplex (mPCR) para a 
detecção simultânea de Salmonella spp. e Campylobacter spp. em carne de frango. 
A mPCR otimizada utilizou o par de iniciadores Styinva-JHO-Right e Styinva-JHO-
Left, específico para Salmonella spp., que gerou um amplicon de 119 pares de 
bases. O par de iniciadores específico para Campylobacter spp. foi OT1559 e 18-1 
gerando um amplicon de 287 pares de bases. A especificidade do ensaio mPCR 
otimizado foi de 100%, testada com culturas puras de diferentes sorovares de 
Salmonella, C. jejuni, C. coli e outras espécies bacterianas. A reação de mPCR 
otimizada detectou 102 UFC/mL de Campylobacter spp. e 100 UFC/mL de 
Salmonella spp., após 24 horas de enriquecimento. Das 50 amostras de carne de 
frango analisadas, adquiridas no  
comércio de Londrina, duas (4%) estavam contaminadas com Salmonella spp. e 28 
(56%) com Campylobacter spp. A presença dessas bactérias foi confirmada pelo 
método tradicional de cultura. A mPCR padronizada neste trabalho é uma alternativa 
rápida, barata e eficiente para detecção simultânea de Samonella spp. e 
Campylobacter spp.em carne de frango, após 24 horas de enriquecimento.  
  
Palavras-chave: PCR multiplex. Detecção. carne de frango crua. solução de lise TZ.  



ALVES, Juliane. Multiplex PCR for detection of Campylobacter spp. and 
Salmonella spp. in chicken meat. 2010. 61 f. Dissertation (Master’s Degree in Food 
Science) – Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2010. 
  
  

ABSTRACT 
  
  
Brazil is the world’s third largest producer and leading exporter of chicken meat, and 
the State of Paraná is the second largest Brazilian producer. Salmonella spp. and 
Campylobacter spp. are the most frequent causes of food-borne diseases worldwide. 
The control of these bacteria in chicken meat is essential to prevent sanitary barriers 
and it is essential for the control of human disease. Conventional detection methods 
of Campylobacter and Salmonella in food demand four to ten days. Molecular 
methods such as polymerase chain reaction (PCR) have been developed for 
detection, identification and quantification of those bacteria in foods due to their 
rapididy, specificity and sensitivity. Although there are several commercial available 
kits, their high cost makes routine use in quality control and diagnostic laboratories 
difficult, especially in developing countries such as Brazil. The development of a 
specific molecular assay and especially the simultaneous detection of both 
pathogenic bacteria would be essential for these laboratories. The aim of this study 
was to develop a multiplex PCR assay (mPCR) for simultaneous detection of 
Salmonella spp. and Campylobacter spp. in raw chicken meat. The mPCR was 
developed using the primers Styinva-JHO-Right and Styinva-JHO-Left specific for 
Salmonella spp. that amplified a 119 bp fragment. The primers specific for 
Campylobacter spp was OT1559 and 18-1 which amplified DNA fragments of 287 bp. 
The assay specificity was 100% after test with different Salmonella serovars, 
Campylobacter jejuni, C. coli and other bacterial species in pure cultures. The mPCR 
detected 102 CFU/mL of Campylobacter spp. and 100 CFU/mL of Salmonella spp. 
after 24 hours of enrichment. A total of 50 raw chicken meat samples were analyzed 
and two (4%) were contaminated with Salmonella spp. and 28 (56%) with 
Campylobacter spp. The results of mPCR were confirmed by conventional culture 
method. The developed mPCR is a rapid, inexpensive and eficient alternative for the  
simultaneous detection of Samonella e Campylobacter in chicken meat after 24 h 
enrichment.  
  
 
Keywords: Multiplex PCR. Detection. Raw chicken. TZ lysis solution.   
  



LISTA DE FIGURAS 

 

 

Figura 1 –  Eletroforese em gel de agarose dos produtos de 

amplificação utilizando-se os oligonucleotídeos iniciadores 

específicos para detecção de Campylobacter spp. e 

Salmonella spp. M) marcador de massa molecular 100 pb 

(Invitrogen); 1) representativo de controle negativo; 2) 

produto da mPCR 3) produto da mPCR utilizando-se os 

oligonucleotídeos iniciadores OT1559 e 18-1, específicos 

para o detecção do gênero Campylobacter; 4) produtos da 

mPCR utilizando-se os oligonucleotídeos iniciadores 

Styinva-JHO-2-left e Styinva-JHO-2–right, específicos para 

detecção do gênero Salmonella. Gel de agarose 1,5% 

corado com 0,02 μL/mL de SYBR® Safe 10,000X em DMSO 

(Invitrogen).  ..................................................................................... 42 

Figura 2 –  Sensibilidade da mPCR para detecção de Campylobacter spp. e 

Salmonella spp. M) Marcador de massa molecular 100 pb 

(Invitrogen); 1) representativo de controle negativo; 2) produtos 

da mPCR 3) produto da mPCR utilizando-se os 

oligonucleotídeos iniciadores OT1559 e 18-1, específicos para o 

detecção do gênero Campylobacter; 4) produto da mPCR 

utilizando-se os oligonucleotídeos iniciadores Styinva-JHO-2-left 

e Styinva-JHO-2–right, específicos para detecção do gênero 

Salmonella. 5 - 10) mPCR de DNA extraído de suspensão 

bacteriana contendo entre 107 a 102 UFC/mL de C. jejuni ATCC 

33291 e S. Enteritidis respectivamente. Gel de agarose 1,5% 

corado com 0,02 μL/mL de SYBR® Safe 10,000X em DMSO 

(Invitrogen).  ..................................................................................... 44 

Figura 3 –  Sensibilidade da mPCR para detecção de Campylobacter spp. 

após 24h de eriquecimento seletivo.  M) Marcador de massa 

molecular 100 pb (Invitrogen); 1) representativo de controle 

negativo; 2-7) mPCR de DNA extraído de suspensão bacteriana 

contendo entre 107 a 102 UFC/mL de C. jejuni ATCC 33291. Gel 



de agarose 1,5% corado com 0,02 μL/mL de SYBR® Safe 

10,000X em DMSO (Invitrogen). ...................................................... 45 

Figura 4 –  Sensibilidade da mPCR para detecção de Salmonella spp. após 

24h de eriquecimento não seletivo.  M) Marcador de massa 

molecular 100 pb (Invitrogen); 1) representativo de controle 

negativo; 2) produtos da mPCR; 3) produto da mPCR utilizando-

se os oligonucleotídeos iniciadores OT1559 e 18-1, específicos 

para o detecção do gênero Campylobacter; 4) produto da mPCR 

utilizando-se os oligonucleotídeos iniciadores Styinva-JHO-2-left e 

Styinva-JHO-2–right, específicos para detecção do gênero 

Salmonella.; 5-12) mPCR de DNA extraído de suspensão 

bacteriana contendo entre contendo 107 a 100 UFC/mL de S. 

Enteritidis. Gel de agarose 1,5% corado com 0,02 μL/mL de 

SYBR® Safe 10,000X em DMSO (Invitrogen). ................................ 45 

Figura 5 –  Análise de amostras de carne de frango através de mPCR para 

detecção de Campylobacter spp. e Salmonella spp. M)  

Marcador de massa molecular 100 pb (Invitrogen); 1,3 e 4) 

Amostra naturalmente contaminada com Campylobacter spp. 2) 

amostra negativa para Campylobacter spp. e Salmonella spp. 5 

e 6) Amostras naturalmente contaminadas com Campylobacter 

spp. e Salmonella spp. Gel de agarose 1,5% corado com 0,02 

μL/mL de SYBR® Safe 10,000x em DMSO, (Invitrogen). ................ 47 



 
LISTA DE TABELAS 

 

 

Tabela 1 –  Nomenclatura do gênero Salmonella  .............................................. 23 

Tabela 2 –  Genes alvos testados anteriormente para detecção de 

Salmonella spp. ................................................................................ 29 

Tabela 3 –  Genes alvos testados para detecção de Campylobacter spp.  ........ 31 

Tabela 4 –  Cepas bacterianas utilizadas neste estudo. ..................................... 34 

Tabela 5 –  Características dos oligosnucleotídeos iniciadores utilizados na 

reação de mPCR para detecção de Salmonella spp. e 

Campylobacter spp. amplicon.  ........................................................ 36 



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

 

%  Porcentagem 

<  Menor 

ºC  grau Celsius 

ATCC  American Type Culture Collection 

BHI  caldo infusão de cérebro e coração 

CCAMP  Sub-coleção de Campylobacter 

CCBS  Coleção de Culturas de Bactérias de Interesse em Saúde 

CDC  Center for Disease Control and Prevention 

CDT  toxina distensora citoletal 

cm  Centímetro 

CO2  dióxido de carbono 

DIPOA  Departamento de Inspeção de Produtos de Origem Animal 

DMSO  Dimetilsulfóxido 

DNA  ácido desoxirribonucleico 

dNTPs  dinucleosídeos trifosfatados 

EDTA  ácido etilenodiamino tetra-acético 

FIOCRUZ  Fundação Oswaldo Cruz 

g  Grama 

g força G 

h  Horas 

hab.  Habitantes 

HCl  ácido clorídrico 

IHF  fator de integração do hospedeiro 

KCl  cloreto de potássio 

kg  Quilogramas 

LACEN  Laboratório Central do Estado 

M  Molar 

MAPA  Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento 

mg  Miligrama 

MgCl2  cloreto de magnésio 

min  minutos 



mL  mililitro 

mM  milimolar 

mol  massa molar 

mPCR  PCR multiplex 

N2  nitrogênio 

O2 oxigênio 

pb  pares de base 

PCR  Polymerase Chain Reaction (Reação em cadeia da polimerase) 

pH  potencial hidrogeniônico 

PR  Estado do Paraná 

RJ  Estado do Rio de Janeiro 

RNAr  ácido ribonucleico ribossomal 

RV  Rappaport-Vassiliadis 

s  segundos 

SIF  Serviço de Inspeção Federal 

SPI-1  Ilha de patogenicidade 1 de Salmonella 

SPI-2  Ilha de patogenicidade 2 de Salmonella 

Tris  Tris (hidroximetil)-aminometano 

TT  Tetrationato 

U  unidade 

UEL  Universidade Estadual de Londrina 

UFC  unidades formadoras de colônias 

UFC/g  unidades formadoras de colônias por grama 

UFC/mL  unidades formadoras de colônias por mililitro 

UV  ultravioleta 

V  volt 

WHO  World Health Organization 

XLD  Xilose Lisina Desoxicolato de Sódio 

μg  micrograma 

μL  microlitro 

μL/mL  microlitro por mililitro 

μM  micromolar 



SUMÁRIO 

  

1   INTRODUÇÃO  ............................................................................................... 17 

 

2   OBJETIVO GERAL  ....................................................................................... 19 

 

3   OBJETIVOS ESPECÍFICOS  ......................................................................... 20 

 

4   REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  ......................................................................... 21 

4.1   EPIDEMIOLOGIA DA CAMPILOBACTERIOSE  ......................................................... 21 

4.2   EPIDEMIOLOGIA DA SALMONELOSE  ................................................................... 22 

4.3   TÉCNICAS DE PCR E MPCR  ............................................................................ 25 

4.4   MPCR PARA DETECÇÃO DE CAMPYLOBACTER SPP. E SALMONELLA SPP. ............. 26 

4.5   GENE INVA E PAR DE OLIGONUCLEOTÍDEO INICIADOR ESPECÍFICO PARA 

DETECÇÃO DE SALMONELLA SPP.  .................................................................... 28 

4.6   GENES E PAR DE OLIGONUCLEOTÍDEO INICIADOR ESPECÍFICO PARA 

DETECÇÃO DE CAMPYLOBACTER SPP.  .............................................................. 30 

 

5   MATERIAL E MÉTODOS  .............................................................................. 33 

5.1   CEPAS BACTERIANAS  ...................................................................................... 33 

5.2   REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE – PCR  .................................................... 35 

5.2.1   Extração de DNA dos Isolados Bacterianos Utilizados como Controle 

Positivo   ................................................................................................... 35 

5.2.2   Otimização da mPCR  .............................................................................. 35 

5.2.3   Análise dos Produtos de Amplificação  ..................................................... 37 

5.2.4   Avaliação da Especificidade do Ensaio PCR Otimizado  .......................... 37 

5.2.5   Avaliação da Sensibilidade do Ensaio PCR Otimizado  ........................... 37 

5.3   ANÁLISE MICROBIOLÓGICA DO ENXÁGUE DE CARNE DE FRANGO 

ARTIFICIALMENTE E NATURALMENTE CONTAMINADO  .......................................... 38 

5.3.1   Enxágue da Pele de Frango e Contaminação Artificial com S. 

Enteritidis e C. jejuni ATCC 33291  .......................................................... 38 

5.3.2   Análise Microbiológica da Carne de Frango Naturalmente 

Contaminada  ........................................................................................... 39 

5.3.3   Pesquisa de Salmonella spp  ................................................................... 39 



5.3.4   Pesquisa de Campylobacter spp.  ............................................................ 40 

5.4   AVALIAÇÃO DA MPCR EM AMOSTRAS DE CARNE DE FRANGO 

ARTIFICIALMENTE E NATURALMENTE CONTAMINADAS  ........................................ 40 

5.4.1   Extração do DNA  ..................................................................................... 40 

5.4.2   Avaliação da mPCR Padronizada  ............................................................ 40 

 

6   RESULTADOS E DISCUSSÃO  ..................................................................... 41 

 

7   CONCLUSÃO  ................................................................................................ 49 

 

REFERÊNCIAS  .................................................................................................... 50 

 

ANEXO  ................................................................................................................ 60 

ANEXO A – FLUXOGRAMA DE ANÁLISE DE AMOSTRAS DE CARNE DE 

FRANGO  ......................................................................................... 61 

  



17 
 

1 INTRODUÇÃO  

  

  

O Brasil é o terceiro produtor mundial de carne de frango e o 

primeiro exportador desse produto. O Estado de Santa Catarina é o maior produtor 

brasileiro de carne de frango, seguido do Paraná e Rio Grande do Sul. Em 2009, 

foram produzidas aproximadamente 10,9 milhões de toneladas de carne de frango e 

cerca de 33,2% deste total foi destinado a exportação. O consumo per capita 

brasileiro, passou de 26,3 kg de frango, em 1998, para 38,9 kg, em 2008 (UBA, 

2009).  

Doenças de origem alimentar continuam sendo um grande problema 

de saúde pública. Salmonella spp. e Campylobacter spp. são as causas mais 

frequentes de doença bacteriana de origem alimentar e os produtos avícolas 

apontados como os principais veículos de transmissão para o ser humano. As 

barreiras sanitárias na exportação, principalmente de carne de frango, tem exigido o 

controle da contaminação do plantel de aves por essas bactérias patogênicas 

(ELLINGSON et al., 2004; WHO, 2009).  

Os principais sintomas de salmonelose incluem náusea, vômito 

acompanhado de dor abdominal, diarréia e algumas vezes febre. Em 1 a 5% dos 

casos, a salmonelose pode causar doença sistêmica, a qual se não tratada pode ser 

fatal (MALORNY et al., 2009). Nos Estados Unidos, aproximadamente 40.000 casos 

de salmonelose são notificados a cada ano, com um número estimado de 

aproximadamente 400 óbitos (CDC, 2009b).  

Campylobacter jejuni e Campylobacter coli são as espécies mais 

comuns que infectam humanos. Os sintomas mais comuns de campilobacteriose 

incluem náusea, cólicas abdominais e diarréia sanguinolenta. A maioria dos casos é 

branda e autolimitada. Entretanto, complicações pós infecção podem ocorrer, tais 

como, artrite, síndrome de Reiter e Síndrome de Guillain-Barré, uma doença auto-

imune que ataca o sistema nervoso periférico sendo esta considerada uma sequela 

da infecção causada especificamente por C. jejuni  (LINTON et al., 1996; BLASER, 

1997; YAN et al., 2005; SIMMONS et al., 2008). Segundo o CDC, a maioria dos 

casos de campilobacteriose ocorre esporadicamente e não como parte de surtos. 

Nos Estados Unidos, é estimado que ocorram aproximadamente 2,4 milhões de 

casos a cada ano, com uma média 124 óbitos (CDC, 2009a). No Brasil, os casos de 
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campilobacteriose são subdiagnosticados e subnotificados e não há acesso a dados 

epidemiológicos.  

No Estado do Paraná, entre os anos de 1999 e 2008, 286 surtos de 

salmonelose foram notificados no Laboratório Central do Estado (LACEN), Curitiba, 

PR. Neste período 5.641 pessoas foram expostas a alimentos contaminados com 

Salmonella spp. sendo que 2.027 (35,9% manifestaram os sintomas da doença e 

881 (16,3%) foram hospitalizadas. Um óbito foi registrado em abril de 2000 devido a 

ingestão de bolo contaminado por S. Enteritidis (KOTTWITZ et al., 2010).    

Os métodos convencionais de isolamento de Campylobacter spp. e 

Salmonella spp. em alimentos são demorados e podem requerer de quatro a dez 

dias para a conclusão dos resultados. Esses métodos utilizam meios de 

enriquecimento seletivo com posterior subcultivo em meios sólidos seletivos. Após 

isolamento, a identificação fenotípica requer testes bioquímicos e sorológicos 

adicionais (CANDRIAN, 1995; OMICCIOLI et al., 2009).   

Devido à rapidez, especificidade e sensibilidade, métodos 

moleculares, como a PCR, têm sido otimizados para detecção, identificação e 

quantificação específica e individual de Campylobacter spp. e Salmonella spp. em 

alimentos (OLIVEIRA et al., 2005; AMRI et al., 2007; DEBRETSION et al., 2007; 

KATZAV et al., 2008; O'REGAN et al., 2008; GÓMEZ-DUARTE et al., 2009; KANKI 

et al., 2009; MALORNY et al., 2009; OMICCIOLI et al., 2009; PEPE et al., 2009; 

CASARIL, 2010; FREITAS et al., 2010; PUI et al., 2010). Por outro lado, poucos 

trabalhos foram realizados para a detecção simultânea dessas duas bactérias. É 

importante ressaltar que os kits comerciais disponíveis para detecção de 

Campylobacter spp. ou Salmonella spp. são importados e o custo elevado dificulta o 

uso nos laboratórios de diagnóstico e controle de qualidade. A padronização de um 

ensaio molecular específico, e, principalmente, a detecção simultânea dessas duas 

bactérias patogênicas vem de encontro à necessidade desses laboratórios.  

Dado o exposto, o objetivo deste trabalho foi otimizar um ensaio 

PCR multiplex (mPCR) para detecção simultânea de Campylobacter spp. e 

Salmonella spp. em carne de frango. 
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2 OBJETIVO GERAL  

 

 

Otimizar um ensaio de mPCR para detecção simultânea de 

Salmonella spp. e Campylobacter spp. em carne de frango.  
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3 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

  

  

Definir os pares de iniciadores e as melhores condições de 

amplificação de DNA a serem utilizadas na mPCR para detecção de Salmonella spp. 

e Campylobacter spp. em culturas puras.  

Testar em amostras de carne de frango artificialmente e 

naturalmente contaminadas com Salmonella spp. e Campylobacter spp. o ensaio 

mPCR  otimizado.  
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4 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

  

  

4.1 EPIDEMIOLOGIA DA CAMPILOBACTERIOSE  

  

  

O gênero Campylobacter é constituído por 18 espécies de bacilos 

Gram-negativos, curvos ou espiralados podendo adquirir morfologia cocóide, 

correspondente às formas não cultiváveis. Apresentam um único flagelo polar duas a 

três vezes maior que o tamanho da célula, responsável pelo movimento em saca-

rolha (FRANCO; LANDGRAF, 2002).  

As espécies de Campylobacter são microaerófilas, multiplicam-se 

em atmosfera contendo aproximadamente 10% CO2 e 5% O2. As espécies 

patogênicas ao homem multiplicam-se em uma faixa de temperatura máxima de 

46°C e mínima de 30°C, sendo classificadas como termofílicas (HUMPHREY et al., 

2007).   

C. jejuni e C. coli são responsáveis por 95% dos casos de 

campilobacteriose em humanos. Essas bactérias são comensais do trato 

gastrointestinal de uma série de animais domésticos e silvestres (bois, porcos, gatos, 

cães, roedores e aves). As aves, especialmente o frango, são consideradas 

reservatórios primários de C. jejuni  (FORSYTHE, 2002; PARK, 2002). Nas aves a 

colonização é geralmente assintomática, podendo ser encontrados níveis de até 109 

UFC/g de fezes sem sintomas clínicos da doença. O intestino das aves tem uma 

temperatura superior à dos mamíferos, cerca de 42°C, podendo ser essa a causa da 

alta incidência de C. jejuni em frangos (PARK, 2002).  

A contaminação ambiental é apontada como a rota mais comum de 

transmissão de Campylobacter spp. As fontes potencias de contaminação das aves 

são os roedores, aves silvestres e insetos que tenham acesso à granja. A utilização 

de água não tratada também é um veículo de contaminação (MEAD, 2004).  

Os sintomas mais comuns de campilobacteriose incluem náusea, 

cólicas abdominais e diarréia sanguinolenta. A maioria dos casos é branda e 

autolimitada. Complicações pós infecção podem ocorrer, tais como, artrite, síndrome 

de Reiter e Síndrome de Guillain-Barré, uma doença auto-imune que ataca o 

sistema nervoso periférico, sendo esta considerada uma sequela da infecção 
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causada especificamente por C. jejuni (LINTON et al., 1996; BLASER, 1997; YAN et 

al., 2005; SIMMONS et al., 2008).   

Nos Estados Unidos, é estimado que ocorram anualmente 

aproximadamente 2,4 milhões de casos de campilobacteriose. Apesar dessa 

infecção não ser uma causa comum de óbito, em média 124 pessoas morrem a cada 

ano (CDC, 2009a).   

Segundo o CDC, a maioria dos casos de campilobacteriose ocorre 

esporadicamente e não como parte de surtos. A estimativa é que Campylobacter 

seja responsável por 5% a 14% dos casos de diarréia em humanos no mundo, e 

que, um a cada 1000 casos evoluam para Síndrome de Guillain Barré (HUMPHREY 

et al., 2007; OLSEN et al., 2009a).  No Brasil, os casos de campilobacteriose são 

subdiagnosticados e subnotificados e não há fácil acesso a dados epidemiológicos.   

A prevalência de C. jejuni e C. coli e sua relação com o estado 

nutricional de crianças com idade de dois a 36 meses do Nordeste Brasileiro foi 

determinada em um estudo realizado entre março e julho de 2007. Embora a 

prevalência de C. jejuni e C. coli tenha sido similar no grupo diarréico e não 

diarréico, houve uma associação significativa entre a infecção por C. jejuni e baixo 

estado nutricional das crianças (QUETZ et al., 2010).   

  

 

4.2 EPIDEMIOLOGIA DA SALMONELOSE  

  

  

Salmonella spp. pertence à família Enterobacteriaceae e 

compreende um grande número de patógenos clinicamente importantes (SU; CHIU, 

2007). Com base nos antígenos O (polissacarídeo de superfície) e H (flagelar), 

Salmonella enterica é classificada em mais de 2500 sorovares e aproximadamente 

60% destes foram identificados a partir de isolados da subespécie enterica (I) 

(GRIMONT; WEILL, 2007; ARRACH et al., 2008). As formas antigênicas dos 

sorovares de Salmonella são definidas e mantidas pelo “World Health Organization 

(WHO) Collaborating Center for Reference and Research on Salmonella” (WHO 

Collaborating Center) no Instituto Pasteur, Paris, França, e novos sorovares são 

apresentados em atualizações anuais do Esquema Kauffmann-White (BRENNER et 

al., 2000). O gênero Salmonella consiste em duas espécies, S. bongori e S. enterica, 
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a qual é dividida em seis subespécies: S. enterica subesp. enterica (I), S. enterica 

subesp. salamae (II), S. enterica subesp. arizonae (IIIa), S. enterica subesp. 

diarizonae (IIIb), S. entérica subesp. houtenae (IV), e S. enterica subesp. indica (VI) 

(BRENNER et al., 2000; POPOFF et al., 2004; SU; CHIU, 2007; ARRACH et al., 

2008). Uma terceira espécie, S. subterranea, foi identificada no ano de 2004, porém 

até o momento a sua inclusão como espécie de Salmonela não foi aceita por todos 

os órgãos internacionais (SHELOBOLINA et al., 2004; SU; CHIU, 2007) tabela 1.  

 

 

Tabela 1 – Nomenclatura do gênero Salmonella  

 
Fonte: Adaptado de Grimont e Weill (2007) e Su e Chiu (2007) 

 

 

A contaminação de alimentos por Salmonella continua sendo a 

maior causa de salmonelose e os sorovares Enteritidis e Typhimurium os 

responsáveis pela maioria das infecções. Em vários países, os casos esporádicos e 

de surtos de salmonelose humana têm sido comumente associados a alimentos de 

origem animal, tais como, ovos, carne bovina, suína, de aves, e seus derivados e 

produtos de laticínios. Nos países em desenvolvimento, a contaminação fecal de 

água é a causa de infecção em humanos pelos sorovares Typhi e Paratyphi 

(ALCOCER et al., 2006; DUNKLEY et al., 2009; MALORNY et al., 2009).  

As infecções por Salmonella em aves apresentam quadros clínicos 

graves, como a pulorose (S. Pullorum) e o tifo aviário (S. Gallinarum), que implicam 

na maioria das vezes na eliminação dos lotes infectados. O grande enigma desta 

zoonose reside nas formas clínicas inaparentes, denominadas na patologia aviária 
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como infecções paratíficas. Essas infecções são responsáveis por uma queda da 

produtividade do plantel quando aparentes e propagam-se silenciosamente através 

da contaminação do ambiente (HOFER et al., 1997; CALIXTO et al., 2002).  

Frangos podem ser reservatórios de Salmonella spp. e grande parte 

dos surtos em humanos têm sido associados a produtos de origem avícola (OLAH et 

al., 2005). Carne de frango e ovos são importantes veículos de transmissão de 

Salmonella spp., porém, um aumento na incidência de Salmonella spp. em frutas e 

vegetais frescos tem sido observado nos Estados Unidos. Esse aumento está 

relacionado a práticas agrícolas como irrigação com água contaminada e uso de 

adubo orgânico (ESPINOZA-MEDINA et al., 2006; LEE et al., 2006).  

Salmonelose em humanos pode causar gastroenterite autolimitada 

com sintomas brandos a moderados incluindo náusea, vômito, febre, dor abdominal 

e diarréia. Sintomas clínicos mais severos, podem ocorrer em casos de bacteremia 

ou febre entérica (tifóide), o qual é caracterizado por cefaléia severa, febre alta, 

porém  com ausência de diarréia (LEADER et al., 2009; MALORNY et al., 2009).  

Nos Estados Unidos, aproximadamente 40.000 casos de 

salmonelose são notificados a cada ano. Alguns casos brandos não são 

diagnosticados e por isso, o número de infecções por Salmonella pode ser trinta 

vezes maior que o notificado. É estimado que aproximadamente 400 pessoas 

morram a cada ano devido a salmonelose aguda (CDC, 2009b).  

No Estado do Paraná, no período de janeiro de 1999 a dezembro de 

2008, 52 municípios (13,0%) dos 399, que compõe o Estado do Paraná, notificaram 

surtos de salmonelose. Curitiba, município de maior população no Estado (1.797.408 

habitantes), apresentou a maior incidência com 90 surtos (31,5%), seguida de 

Francisco Beltrão (72.409 hab.) com 17 surtos (6,0%) e Cascavel (285.784 hab.) 

com 15 (5,2%). Londrina notificou quatro surtos. Nesse período, 5.641 pessoas 

foram expostas a alimentos contaminados com Salmonella spp, 2.027 (35,9%) 

manifestaram os sintomas da doença e 881 (16,3%) foram hospitalizadas. Dos 

pacientes hospitalizados, um óbito foi registrado em abril de 2000, em Nova Cantu, 

provocado pela ingestão de bolo contaminado por S. Enteritidis. Dos alimentos 

associados aos surtos, 45,0% (84) eram à base de ovos, 34,8% carnes e derivados 

(65) e 20,2% classificados como alimentos variados, tais como queijos (1,0%), 

saladas (de tomate, repolho, couve, milho e ervilha) (4,8%), arroz cozido, extrato de 
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tomate, fritas, mandioca, mousse, pudim, sorvetes, farofa, pavê e massas prontas 

(14,4%)(KOTTWITZ et al., 2010).   

 

 

4.3 TÉCNICAS DE PCR E MPCR   

  

  

A técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) foi criada em 

meados dos anos 1980 por Kary Mullis e constitui um procedimento cíclico in vitro 

com três passos: desnaturação do alvo, hibridação dos iniciadores e polimerização 

da sequência alvo. Esses passos se repetem de 30 a 40 vezes, gerando 2n cópias 

da região de interesse do DNA, onde n é igual ao número de ciclos da reação.   

A PCR é baseada na habilidade da enzima DNA polimerase de 

replicar uma sequência alvo de DNA específica e na análise do produto de 

amplificação (MULLIS; FALOONA, 1987). Quando dois oligonucleotídeos iniciadores 

complementares em relação às extremidades da sequência que se deseja amplificar 

se hibridam-se a uma das fitas do DNA, esta sequência é amplificada 

exponencialmente a cada ciclo. A escolha da sequência dos oligonucleotídeos 

iniciadores determina a especificidade e, consequentemente, o sucesso da PCR. Os 

produtos da PCR são submetidos a eletroforese em gel de agarose para separação 

desses produtos de amplificação, de acordo com sua massa molecular, os quais, 

são então visualizados sob luz UV, após coloração com corantes intercalantes de 

DNA, tais como, brometo de etídio ou SYBR® safe (MALORNY et al., 2009). A PCR 

é uma técnica que requer menos tempo e menos trabalho que os métodos baseados 

em culturas convencionais de detecção de patógenos em amostras de alimentos.  

A mPCR foi descrita pela primeira vez em 1988 por Chamberlain et 

al. Essa técnica é uma variação da PCR e consiste na amplificação de várias 

sequências alvo, simultaneamente, devido ao uso de dois ou mais pares de 

oligonucleotídeos iniciadores em uma mesma reação. A mPCR reduz os gastos com 

reagentes, pois permite a detecção simultânea de diversos patógenos em uma única 

reação de amplificação (PERRY et al., 2007).  
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4.4 MPCR PARA DETECÇÃO DE CAMPYLOBACTER SPP. E SALMONELLA SPP.  

  

  

Os métodos convencionais de detecção de Salmonella spp. e 

Campylobacter spp. em alimentos são laboriosos e requerem até sete dias para a 

conclusão dos resultados.  

Apesar da disponibilidade de kits comerciais para detecção de 

patógenos em alimentos por técnica molecular, tais como, TaqMan® Food Pathogen 

Detection Kits (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), Roche Diagnostics 

(Mannheim, Germany),  iQ-Check PCR test kit (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 

USA) e o sistema automatizado BAX® system Q7 (Du Pont Qualicon, Wilminggton, 

DE,USA),é desejável para os laboratórios de referência a padronização de ensaios 

não comerciais, os quais, possuem menor custo, além de informações sobre quais 

os genes que estão sendo amplificados e as concentrações de reagentes utilizados 

(SCHODER et al., 2003).   

O método de diagnóstico convencional de Campylobacter requer 

enriquecimento em caldo seletivo a 42°C sob condições de microaerofilia e posterior 

cultura em ágar seletivo sob as mesmas condições. Culturas com colônias 

morfologicamente características e oxidase positiva são consideradas 

Campylobacter spp. A identificação da espécie requer outros testes, incluindo 

crescimento em diferentes temperaturas, sensibilidade aos antibióticos cefalotina e 

ácido nalidíxico e testes bioquímicos. Esses métodos requerem quatro dias para a 

conclusão de um resultado negativo, e seis a sete dias para confirmar um resultado 

positivo (OLIVEIRA et al., 2005; AMRI et al., 2007).   

Métodos de identificação fenotípica de Campylobacter spp. são 

limitados devido a existência de isolados bioquimicamente atípicos como também, 

pelo seu crescimento fastidioso e assacarolítico, o qual restringe o número de testes 

bioquímicos diferenciais. Além disso, os métodos convencionais de identificação 

apresentam interpretações subjetivas dos resultados (LINTON et al., 1996; LOGAN 

et al., 2001). Além de demorados e caros, esses métodos são poucos sensíveis e 

não confiáveis para a detecção de pequenos números de células. Não detectam 

células viáveis e não cultiváveis e podem apresentar dificuldade na diferenciação 

das espécies devido a possibilidade de não expressão das características 
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fenotípicas (JACKSON et al., 1996; WOLFFS et al., 2005; DEBRETSION et al., 

2007).   

As técnicas microbiológicas tradicionais para detecção de 

Salmonella spp. em alimentos levam até cinco dias para obtenção de um resultado 

positivo pois incluem: pré-enriquecimento em meio líquido não seletivo, 

enriquecimento em meio líquido seletivo, plaqueamento em ágar seletivo diferencial, 

identificação e confirmação por testes bioquímicos e sorológicos das colônias 

características. Além disso, a sorotipagem para determinação do sorovar é feita em 

laboratórios de referência. A sorotipagem é baseada na variabilidade antigênica do 

lipolissacarídeo (antígeno O), das proteínas flagelares (antígeno H1 e H2) e do 

polissacarídeo capsular (antígeno Vi) quando presente (HEIN et al., 2006; 

MALORNY et al., 2009).  

A detecção rápida de Salmonella spp. e Campylobacter spp. em 

alimentos principalmente de  produtos avícolas, facilitaria a identificação das fontes 

de contaminação e auxiliaria a implementação efetiva de medidas de intervenção. A 

técnica de mPCR tem sido amplamente utilizada para detecção dessas bactérias em 

diferentes matrizes alimentares. PCR multiplex foi utilizada para detecção de 

Salmonella em amostras de solo e água (WAY et al., 1993), fezes (CHIU; OU, 1996; 

ALVAREZ et al., 2004), mexilhões (VANTARAKIS et al., 2000), ambiente de aviário e 

abatedouro (SOUMET et al., 1999; CORTEZ et al., 2006), pernil cozido (JOFRE´ et 

al., 2005), e carcaça e pele de frango (MAHON et al., 1994; SILVA, 2008; FREITAS 

et al., 2010). mPCR também foi padronizada para diferenciação de espécies de 

Campylobacter em etapas do abate de suínos (CLOAK; FRATAMICO, 2002), carne 

de frango (CASARIL, 2010), como também, de amostras de fezes humanas e de 

frango (AMRI et al., 2007).   

Poucos ensaios de mPCR para detecção simultânea de Salmonella 

spp. e Campylobacter spp. foram otimizados. Vollenhofer-Schrumpf et al. (2005) 

testaram mPCR, seguida de técnica de hibridação, para detecção de Salmonella 

spp., Escherichia coli O157, Listeria monocytogenes e Campylobacter spp. em 

amostras de frango. Ensaio mPCR foi otimizado para detecção simultânea em fezes 

humanas de Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella spp., Yersinia enterocolitica, 

Vibrio cholerae, e Campylobacter spp. (GÓMEZ-DUARTE et al., 2009). Wolffs et al. 

(2007) relataram a quantificação simultânea de Campylobacter spp. e Salmonella 
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spp. em água de lavagem de frango utilizando a técnica de flotação seguida por 

mPCR em tempo real.   

Até o momento, não foi encontrado na literatura a padronização de 

mPCR para detecção específica e simultânea de Campylobacter spp. e Salmonella 

spp. em carne de frango.  

  

 

4.5  Gene invA e Par de Oligonucleotídeo Iniciador Específico para Detecção de 

Salmonella spp.  

 

 

A maioria dos ensaios de PCR tradicional e em tempo real usa parte 

do gene invA como sequência alvo (MALORNY et al., 2009). A sequência desse 

gene cromossomal é única para Salmonella, e está amplamente distribuída, 

possivelmente, entre todos os sorovares de Salmonella (OLAH et al., 2005) podendo 

ser utilizada como um marcador genético para o gênero.   

 Malorny et al. (2009) mostraram que um número pequeno de outros 

genes (tabela 2) foram utilizados para detecção de Salmonella spp., entre eles, a 

junção entre sipB–sipC, sipC, spaO, fimC, junção entre invA–invE,  himA e ttrA-ttrC. 

com exceção de ttrA-ttrC, fimC e himA os demais genes estão localizados na Ilha de 

patogenicidade 1 de Salmonella  (SPI-1), que codifica o sistema de secreção tipo III, 

o qual exporta proteínas de membrana interna e externa em resposta a um contato 

bacteriano com células epiteliais (SALOMONSSON et al., 2005). Essa região tem 

um papel importante na patogenicidade da Salmonella e é altamente conservada 

nas espécies S. enterica e S. bongori. O locus ttr, o qual está localizado na SPI-2 

também é altamente conservado nessas espécies de Salmonella. O locus ttr é 

necessário para respiração da Salmonella na presença de tetrationato. Esse locus 

consiste em cinco genes organizados como operon. Os genes ttrA, ttrB e ttrC 

codificam as proteínas estruturais da tetrationato redutase e os genes ttrS e ttrR 

codificam TtrS e TtrR, que correspondem ao sensor e os componentes da resposta 

regulatória de um sistema regulador de dois componentes, o qual é necessário para 

a transcrição do operon ttrBCA (HENSEL et al., 1999). O operon fim consiste em 

nove genes fim os quais codificam o pili tipo 1. O gene himA codifica a proteína IHF-

alpha, capaz de se ligar ao DNA.  
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Tabela 2 –  Genes alvos testados anteriormente para detecção de 
Salmonella spp. 

 
 

 

Uma característica comum de patogenicidade de todas as cepas de 

Salmonella é a sua habilidade de invasão de células do epitélio intestinal. O operon 

inv é composto por genes, os quais permitem que Salmonella spp. invada células 

epiteliais e está presente na maioria, se não em todos os sorovares de Salmonella. 

O gene invA é o primeiro gene do operon inv que é constituído de outros genes, 

invB, C, D, que codificam proteínas que participam do processo de invasão (GALÁN 

et al., 1992).   

Rahn et al. (1992) publicaram um ensaio de PCR o qual utilizava um 

par de oligonucleotideo iniciador complementar ao gene invA. Nesse estudo, foram 

testadas 630 cepas de Salmonella e 142 cepas de outras bactérias. Apenas duas 

cepas de S. Senftenberg e duas cepas de S. Lichtfield não apresentaram produto de 

amplificação na reação (RAHN et al., 1992). A região do gene e os oligonucleotídeos 

iniciadores utilizados, apresentaram grande seletividade em um estudo comparativo 

(MALORNY et al., 2003), e foram selecionados para participar de um estudo de 

validação internacional (MALORNY et al., 2004a).   

Hoorfar et al. (2000) também utilizaram a sequência do gene invA 

para desenhar o par de oligonucleotídeos iniciadores Styinva-JHO-2-left e Styinva-
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JHO-2–right, os quais amplificam uma sequência de DNA de 119 pb. Nesse estudo, 

110 cepas de Salmonella de diferentes sorovares foram avaliadas além de 120 

cepas de outras bactérias. Todas as cepas de Salmonella foram identificadas pela 

PCR.   

Outros dois estudos utilizaram o mesmo par de oligonucleotídeos 

iniciadores testados por Hoorfar et al. (2000). Rodríguez-Lázaro et al. (2003) 

analisaram por PCR em tempo real 50 cepas de Salmonella spp. (incluindo 

sorovares de S. enterica e S. bongori) e 30 cepas de outras bactérias. Nesse estudo, 

a inclusividade (habilidade de detectar o alvo em uma grande gama de cepas) e 

exclusividade (interferência de um conjunto de cepas não alvo) foi de 100%. Nam et 

al. (2005) utilizaram esse mesmo par de oligonucleotídeos iniciadores para detecção 

de Salmonella spp. em amostras ambientais de uma fazenda produtora de leite. Um 

total de 124 cepas de Salmonella e 116 cepas de outras bactérias foram avaliadas. 

Todas as cepas de Salmonella testadas geraram produtos de amplificação 

específicos, e as cepas das outras bactérias não geraram produtos de amplificação.  

  

  

4.6 Genes e Par de Oligonucleotídeo Iniciador Específico para Detecção de 

Campylobacter spp.  

  

  

Um número pequeno de genes (tabela 3) são utilizados para 

detecção de Campylobacter spp., entre eles, o rRNA 23S e rRNA 16S. Os RNAs 

ribossomais (rRNA) são moléculas conservadas, distribuídas universalmente e 

apresentam sequências conservadas ao longo de distâncias filogenéticas. Assim, o 

grau de simililaridade entre sequências de rRNA de dois organismos indica uma 

relação evolucionária (GUTELL et al., 1994).  

O gene cdt é um importante fator de virulência para Campylobacter. 

e codifica a CDT. Esta toxina afeta a camada de células epiteliais e causa a 

distensão progressiva e morte em várias linhagens celulares. A presença do gene 

cdt tem sido sugerida nas espécies, C. jejuni, C. coli e C. fetus, C. lari e C. 

upsaliensis. Entretanto, a prevalência desse gene entre os isolados de 

Campylobacter de diferentes reservatórios e potenciais fontes de infecção não foi 

extensivamente investigada (WISESSOMBAT et al., 2009).  
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O gene de virulência cadF  é conservado entre as espécies de 

Campylobacter de diversas origens. Este gene codifica uma proteína de membrana 

externa a qual promove a ligação da bactéria às células epiteliais do intestino 

(NAYAK et al., 2005; AMRI et al., 2007).  

  

  

Tabela 3 – Genes alvos testados para detecção de Campylobacter spp.  

 
 

 

Lübeck et al. (2003) utilizaram diferentes combinações de variados 

pares de oligonucleotídeos iniciadores para desenvolver o melhor ensaio de PCR 

para detecção de C. jejuni, C. coli e C. lari. Nesse estudo foi mostrado que a 

combinação mais seletiva de oligonucleotídeos iniciadores era a de OT1559 com 18-

1, que amplificaram uma sequência de 287 pb do gene rRNA 16S. O 

oligonucleotídeo iniciador OT1559 foi utilizado primeiramente como sonda no 

sistema de amplificação de ácido nucléico NASBA (UYTTENDAELE et al., 1994) 

para identificação de C. jejuni, C. coli e C. lari, e 18-1 como oligonucleotídeo 

iniciador para detecção de Campylobacter enteropatogênica (VANCAMP et al., 

1993). Em um total de 150 cepas foi mostrada uma inclusividade de 100% e 
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exclusividade de 97%. A especificidade desse par de oligonucleotídeos também foi 

observada por Perelle et al. (2004).   

Wolffs et al. (2005) utilizaram a técnica de flotação, a qual se baseia 

na centrifugação de soluções com diferentes densidades,  seguida de PCR em 

tempo real para detecção de Campylobacter spp. em amostras de enxágue de 

frango sem  enriquecimento empregando OT1559 e 18-1. A especificidade nesse 

caso não foi extensivamente testada pois os autores basearam-se na especificidade 

previamente validada por Lübeck et al. (2003). Outro trabalho usando a técnica de 

flotação foi publicado por Wolffs et al. (2007) para detecção simultânea de 

Campylobacter e Salmonella em água de enxágue de frangos utilizando-se a técnica 

de PCR em tempo real. O mesmo par de oligonucleotídeos iniciadores foram 

utilizados. Apesar da especificidade já ter sido testada por Lübeck et al. (2003) a 

especificidade desse par de oligonucleotideos iniciadores foi confirmada por novo 

teste com  73 cepas as quais não apresentaram nenhuma detecção cruzada 

(WOLFFS et al., 2007).  

 Krause et al. (2006) validaram um ensaio PCR utilizando TaqMan® 

e o par de iniciadores OT1559 e 18-1  como ferramenta para produção certificada de 

frangos livres de Campylobacter spp.  

O trabalhos mais recentes (OLSEN et al., 2009a; 2009b) utilizaram o 

par de iniciadores OT1559 e 18-1 para detecção de Campylobacter spp. em 

amostras de ar durante o monitoramento contínuo da colonização de Campylobacter 

spp. em frangos.   
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5 MATERIAL E MÉTODOS  

  

  

5.1 CEPAS BACTERIANAS  

  

  

As cepas bacterianas utilizados neste ensaio (tabela 4) pertencem a 

coleção de culturas do Laboratório de Microbiologia de Alimentos do Departamento 

de Ciência e Tecnologia de Alimentos, da Universidade Estadual de Londrina (UEL), 

PR e a Coleção de Culturas de Bactérias de Interesse em Saúde (CCBS), Sub-

coleção de Campylobacter (CCAMP) do Laboratório de Zoonoses Bacterianas do 

Instituto Oswaldo Cruz/ FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ.  

As cepas de Campylobacter spp. foram enviadas pelo Laboratório de 

Zoonoses Bacterianas da FIOCRUZ em tubos contendo ágar Brucella (Difco, 

Sparks, MD, EUA).  A ativação das cepas foi realizada em ágar Columbia (Difco) 

suplementado com 0,4% de carvão ativado em pó, incubadas a 42 °C por 48 h em 

condições de microaerofilia (5% O2, 10% CO2 e 85% N2) empregando sistema 

Microaerobac (Probac, São Paulo, SP, Brasil). Para o armazenamento a -85 °C  em 

ultrafreezer (Sanyo, Tokio, Japão), colônias foram retiradas com auxilio de alça 

bacteriológica e transferidas para microtubos de 1,5 mL contendo 1 mL de solução 

estéril de água peptonada tamponada (Acumedia, Lansing, Michigan, EUA) e 25% 

de glicerol (Nuclear, Diadema, São Paulo,  Brasil).   

As demais cepas bacterianas do Laboratório de Microbiologia de 

Alimentos - UEL estavam armazenadas à temperatura ambiente em ágar nutriente 

(Merck, Darmstadt, Germany) e antes do uso foram ativadas como descrito no item 

5.2.1.  
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Tabela 4 – Cepas bacterianasa utilizadas neste estudo. 
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5.2 REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE – PCR   

  

  

5.2.1 Extração de DNA dos Isolados Bacterianos Utilizados como Controle Positivo  

  

  

 Os isolados bacterianos de S. Enteritidis e C. jejuni ATCC 33291, 

estocados como descrito em 5.1, foram cultivados em caldo infusão de cérebro e 

coração (BHI) (Acumedia) à 37 ºC por 24 h e caldo Bolton (CM 0983, Oxoid, 

Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) à 42 ºC por 48 h em condições de microaerofilia 

(5% O2, 10% CO2 e 85% N2) empregando sistema Microaerobac (Probac), 

respectivamente.   

Alíquotas de 1 mL das suspensões bacterianas foram centrifugadas 

a 16000 × g por 10 min. O sedimento foi lavado com 1 mL de água peptonada 

tamponada (Acumedia, Lansing, Michigan, EUA) estéril, centrifugado novamente por 

10 min a 16000 × g e resuspenso em 300 μL de solução de lise TZ (ABOLMAATY et 

al., 2000) com a seguinte constituição: 2% de Triton X-100 (Nuclear), 2,5 mg/mL de 

azida sódica (Synth, Diadema, São Paulo,  Brasil) em Tampão Tris-HCl (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, EUA) (Nuclear) 0,1 M pH 8,0. Para a extração do DNA, as 

suspensões foram fervidas a 100 ºC por 10 min, resfriadas em banho de gelo por 5 

min e centrifugadas por 5 min a 16000 × g. Os sobrenadantes foram usados como 

DNA alvo para a otimização da mPCR. Os sobrenadantes contendo o DNA foram 

armazenados a -20 °C.  

 

 

5.2.2 Otimização da mPCR  

 

 

O par de iniciadores específico para o gênero Salmonella utilizado 

foi Styinva-JHO-2-left e Styinva-JHO-2-right (HOORFAR et al., 2000). Para o gênero 

Campyobacter foi empregado o par de iniciadores OT1559 (UYTTENDAELE et al., 

1994; LÜBECK et al., 2003) e 18-1 (VANCAMP et al., 1993; DOCHERTY et al., 

1996; LÜBECK et al., 2003). As sequências dos iniciadores utilizados, bem como o 

tamanho das sequências de DNA amplificadas, estão apresentados na tabela 5.  
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Tabela 5 –  Características dos oligosnucleotídeos iniciadores utilizados na reação 
de mPCR para detecção de Salmonella spp. e Campylobacter spp. 
amplicon.  

 

 

 

As reações de amplificação foram realizadas com 4,0 μL de DNA, 

extraído conforme descrito no item 5.2.1, adicionados a uma mistura (16μl) 

constituída por tampão para PCR 1X (20 mM Tris-HCl, pH 8,4, 50 mM KCl, 

(Invitrogen, Brasil, São Paulo, SP, Brasil),10 mM de MgCl2 (Invitrogen, Brasil, São 

Paulo, SP, Brasil), 0,4 mM de dNTPs (Invitrogen Life Technologies, Alemeda, CA, 

EUA), 5 μg de albumina bovina (Inlab,São Paulo, SP, Brasil), 0,3 μM do par de 

iniciadores Styinva-JHO-2-left e Styinva-JHO-2-right (IDT- Integrated DNA 

Technologies Prodimol, Belo Horizonte, Brasil), 0,25 μM do par de iniciadores 

OT1559 (IDT- Integrated DNA Technologies/Prodimol, Belo Horizonte, Brasil)  e 18-1 

(IDT- Integrated DNA Technologies Prodimol, Belo Horizonte, Brasil), 2,0 U de Taq 

DNA Polimerase (Invitrogen).   

A reação de amplificação foi realizada em termociclador (TC-412) 

(Techne Ltda., Duxford, Cambridge, Inglaterra) e as condições de amplificação foram 

desnaturação inicial a 95°C por 10 mim, seguida de 40 ciclos de desnaturação a 

95°C por 10 s, hibridação a 60°C por 30 s, polimerização da sequência alvo a 72°C 

por 45 s e polimerização da sequência alvo final de 5 mim a 72°C.   

A temperatura ótima de hibridação (60°C) foi determinada após 

realização de PCR com gradiente de temperatura, na qual foram testadas as 

seguintes temperaturas: 53,1°C; 53,2°C; 53,6°C; 54,3°C; 55,2°C; 56,3°C; 57,4°C; 

58,5°C; 59,5°C; 60,4°C; 61°C; 61,4°C. A temperatura de 60°C apresentou a melhor 

amplificação para ambos os iniciadores sendo essa selecionada para os testes de 

sensibilidade e especificidade.   
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5.2.3 Análise dos Produtos de Amplificação  

 

 

Após a PCR, em cada microtubo de 200 μL contendo os produtos de 

amplificação foram adicionados 4 μL de tampão de amostra  Ficoll 400 (Fluka 

BioChemika, Milwaukee, Wisconsin, EUA) 15%; azul de bromofenol (Synth) 0,25%. 

Alíquotras de 10 μL dessa mistura foram analisadas em gel de agarose (Pronadisa, 

Madri, Espanha) a 1,5% acrescidos de 0,02 μL/mL de SYBR® Safe 10,000x em 

DMSO (Invitrogen).  A eletroforese foi realizada em cuba horizontal com tampão Tris 

borato EDTA [Tris (Invitrogen) 45 mM; ácido bórico (Nuclear) 45 mM, EDTA 

(Nuclear) 1,25 mM] a 70 V durante 1 h. Como marcador de massa molecular foi 

utilizado DNA de 100 pb (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Os produtos de 

amplificação foram visualizados por luz UV em transiluminador L.Pix (Loccus 

Biotecnologia Molecular, Cotia, São Paulo, Brasil). O gel foi fotografado em sistema 

de fotodocumentação L.Pix Image Versão 1.21 (Loccus Biotecnologia Molecular).  

  

  

5.2.4 Avaliação da Especificidade do Ensaio PCR Otimizado  

  

  

Os diferentes gêneros de bactérias e sorovares de Salmonella, 

apresentados na tabela 4, foram cultivados e a extração de DNA realizada conforme 

descrito em 5.2.1. Os sobrenadantes contendo o DNA foram utilizados para testar a 

especificidade do ensaio de mPCR.   

As cepas de S. Enteritidis e C. jejuni ATCC 33291 foram utilizadas 

em todas as reações como controles positivos.   

  

  

5.2.5 Avaliação da Sensibilidade do Ensaio PCR Otimizado  

  

  

A sensibilidade de reação foi determinada empregando suspensões 

de S. Enteritidis e C. jejuni ATCC 33291 cultivadas conforme descrito no item 5.2.1.   
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Diluições seriadas foram feitas em água peptonada tamponada 

(Acumedia), estéril para obtenção de suspensões contendo 100 a 109 UFC/mL. As 

concentrações celulares foram estimadas pelo método de contagem em gotas 

(MILES; MISRA, 1938).   

As suspensões bacterianas de S. Enteritidis foram plaqueadas em 

Xilose Lisina Desoxicolato de Sódio (XLD) (Acumedia) incubadas à 37ºC por 24 h. 

As suspensões de C. jejuni ATCC 33291 foram semeadas em ágar Bolton [caldo 

Bolton (CM 0983, Oxoid) acrescido de 2% de Ágar-ágar (HiMedia, Mumbai, Índia)] e 

incubadas à 42ºC por 48 h em condições de microaerofilia (5% O2, 10% CO2 e 85% 

N2) empregando sistema Microaerobac (Probac). Essa análise foi feita em triplicata.  

Aliquotas de 1 mL de cada diluição foram utilizadas para extração de 

DNA, conforme descrito no item 5.2.1, e foram utilizadas para determinação da 

sensibilidade da mPCR.  

  

  

5.3  ANÁLISE MICROBIOLÓGICA DO ENXÁGUE DE CARNE DE FRANGO ARTIFICIALMENTE E 

NATURALMENTE CONTAMINADO   

 

  

5.3.1 Enxágue da Pele de Frango e Contaminação Artificial com S. Enteritidis e C. 

jejuni ATCC 33291   

  

  

Amostras de 25 g de pele de frango não contaminada com 

Salmonella spp. e Campylobacter spp. foram adicionadas a 225 mL de água 

peptonada tamponada (Acumedia) e massageadas manualmente por 30 s. Alíquotas 

de 50 mL e 5 mL desse enxágue foram inoculadas, respectivamente, com 

suspensões de S. Enteritidis e C. jejuni ATCC 33291, com aproximadamente 10-1 a 

109 UFC/mL, obtidas como descrito em 5.2.5. Para S. Enteritidis, os frascos 

contendo os enxágues de carne de frango contaminados foram incubados a 37°C 

por 24h. Para C. jejuni ATCC 33291, as alíquotas de 5 mL dos enxágues de carne 

de frango contaminados foram enriquecidas em 45 mL de caldo Bolton (Oxoid) 

suplementado com Modified Bolton Broth Selective Supplement SR0208E (Oxoid) 

(cefoperazone, 10 mg/500mL; vancomicina, 10 mg/500mL; trimetropim, 10 
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mg/500mL e anfotericina B, 5 mg/500mL) incubadas à 42ºC por 24 h em condições 

de microaerofilia (5% O2, 10% CO2 e 85% N2) empregando sistema Microaerobac 

(Probac).   

A confirmação das contagens de Salmonella spp. e Campylobacter 

spp. nos enxágues de carne de frango artificialmente contaminadas foi realizada 

seguindo o descrito nos itens 5.3.3 e 5.3.4.  

Os experimentos de contaminação artificial das amostras de carne 

de frango com Salmonella spp. e Campylobacter spp. foram repetidos três vezes.  

 

 

5.3.2 Análise Microbiológica da Carne de Frango Naturalmente Contaminada  

 

 

Um total de 50 amostras de carne de frango resfriada adquiridas no 

comércio de Londrina, foram analisadas. Alíquotas de 25 g de peles de cortes 

resfriados de frango, tais como, peito, coxa e sobrecoxa de frango foram analisadas.  

As amostras foram conservadas em câmara fria à temperatura de 4°C até o 

momento da análise, que não excedeu 24 h após a compra.  

A pesquisa de Salmonella e Campylobacter pela técnica tradicional 

de cultura está descrita nos itens 5.3.3 e 5.3.4, respectivamente.  

  

  

5.3.3 Pesquisa de Salmonella spp.  

  

  

Após o enriquecimento não seletivo descrito no item 5.3.1, alíquotas 

de 1,0 mL e 0,1 mL desse enriquecimento não seletivo foram inoculadas, 

respectivamente, em 10 mL de caldo Tetrationato (TT) (HiMedia) e em 10 mL de 

caldo Rappaport-Vassiliadis (RV) (HiMedia). O caldo TT foi incubado a 37°C por 24 

h e o caldo RV a 42°C por 48 h. Após esses períodos as amostras foram inoculadas 

nos meios Hektoen (Acumedia) e Xilose Lisina Desoxicolato de sódio (XLD) 

(Acumedia), meios sólidos seletivos e diferenciais, e incubados a 37°C por 24 h. 

Colônias características de Salmonella spp. que promoveram a descarboxilação da 

lisina e hidrólise da uréia foram submetidas a mPCR otimizada.  
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5.3.4 Pesquisa de Campylobacter spp.  

  

  

Após o enriquecimento seletivo descrito no item 5.3.1, alíquotas de 

0,1 mL das amostras foram inoculadas em ágar Bolton suplementado com Modified 

Bolton Broth Selective Supplement SR0208E (cefoperazone, 10 mg/500mL; 

vancomicina, 10 mg/500mL; trimetropim, 10 mg/500mL e anfotericina B, 5 

mg/500mL). As placas foram incubadas durante 48 h a 42ºC, sob condições de 

microaerofilia (5% O2, 10% CO2 e 85% N2) empregando sistema Microaerobac 

(Probac). A identificação das colônias características de Campylobacter spp. foi feita 

pela mPCR otimizada.  

  

  

5.4  AVALIAÇÃO DA MPCR EM AMOSTRAS DE CARNE DE FRANGO ARTIFICIALMENTE E 

NATURALMENTE CONTAMINADAS  

  

  

5.4.1 Extração do DNA  

  

  

Alíquotas de 1 mL do enriquecimento não seletivo de Salmonella spp 

e  1 mL do enriquecimento seletivo de Campylobacter spp. foram misturadas e 

centrifugadas a 16000 × g por 10 mim. O sedimento foi lavado com 1 mL de água 

peptonada tamponada (Acumedia) estéril, centrifugado novamente por 10 min a 

16000 × g  e o sedimento foi ressuspenso com 300 μL de solução de lise TZ. A 

extração do DNA foi realizada como descrito em 5.2.1.  

 
5.4.2 Avaliação da mPCR padronizada   

  
  
Os sobrenadantes obtidos como descrito no item 5.4.1 foram 

utilizados como DNA alvo para a mPCR padronizada conforme o item 5.2.2. As 

análises dos produtos de amplificação foram realizadas conforme o descrito no item 

5.2.3.   
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

  

  

Neste trabalho a solução de lise TZ (ABOLMAATY et al., 2000) 

seguida de fervura foi utilizada para extração de DNA. Esta solução de lise foi 

testada primeiramente em culturas puras de Campylobacter spp. e Salmonella spp. e 

mostrou-se eficiente tanto na extração quanto na amplificação do DNA. A solução 

também foi utilizada nas amostras de carne de frango apresentando a mesma 

eficiência. Segundo Abolmaaty et al. (2000), a extração de DNA de S. Enteritidis com 

a adição de azida sódica foi mais eficiente que a extração somente com a solução 

de Triton X - 100. Outros trabalhos também apresentaram sucesso com a utilização 

da solução de lise TZ (ABOLMAATY et al., 2007; DUODU et al., 2009; LEE; LEVIN, 

2009; LUO et al., 2010). O mecanismo pelo qual a azida sódica potencializa a 

extração de DNA ainda não foi elucidado (ABOLMAATY et al., 2000).  

No presente estudo, a detecção de Campylobacter spp. e de 

Salmonella spp.  nas amostras de carne de frango foi feita após um período de 24h 

de enriquecimento seletivo e não seletivo, respectivamente. O enriquecimento 

forneceu condições favoráveis para a multiplicação de Salmonella spp. e 

Campylobacter spp. a um número detectável, além de diluir substâncias inibidoras e 

células não-viáveis. Dados semelhantes já foram observados por diversos 

pesquisadores em análises de detecção de patógenos em alimentos por PCR (WAY 

et al., 1993; MAHON et al., 1994; JOFRÉ et al., 2005; CORTEZ et al., 2006; 

KATZAV et al., 2008; GERMINI et al., 2009; FREITAS et al., 2010; RAHIMI et al., 

2010). O enriquecimento traz benefícios como diluição de inibidores, diferenciação 

entre células viáveis e não viáveis e reparação de células injuriadas apesar de ser 

uma limitação por aumentar o tempo de análise. A dificuldade de se separar o 

microorganismo da matriz alimentar e, consequentemente, a extração do DNA leva a 

necessidade de se fazer o enriquecimento para multiplicar as células, aumentar a 

quantidade de DNA e facilitar a sua extração. O inóculo de aproximadamente 104 

UFC/mL ou g de alimento obtidos com o enriquecimento não seletivo e/ou seletivo 

são suficientes para garantir a sensibilidade da PCR (MALORNY et al., 2009).   

A mPCR, para detecção de Campylobacter spp. e Salmonella spp., 

foi testada quanto a sua especificidade após os testes iniciais para definição das 

concentrações adequadas de oligonucleotídeos iniciadores e composição da mistura 
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reativa. A mPCR otimizada apresentou especificidade de 100%. Todas as cepas de 

Campylobacter spp. e os sorovares de Salmonella spp. testados apresentaram 

produtos de amplificação de  287 pb e 119 pb, respectivamente (figura 1). Os demais 

gêneros bacterianos não apresentaram nenhum produto de amplificação.  

 

 

 

Figura 1 –  Eletroforese em gel de agarose dos produtos de 
amplificação utilizando-se os oligonucleotídeos 
iniciadores específicos para detecção de 
Campylobacter spp. e Salmonella spp. M) marcador 
de massa molecular 100 pb (Invitrogen); 1) 
representativo de controle negativo; 2) produto da 
mPCR 3) produto da mPCR utilizando-se os 
oligonucleotídeos iniciadores OT1559 e 18-1, 
específicos para o detecção do gênero 
Campylobacter; 4) produtos da mPCR utilizando-se 
os oligonucleotídeos iniciadores Styinva-JHO-2-left 
e Styinva-JHO-2–right, específicos para detecção 
do gênero Salmonella. Gel de agarose 1,5% corado 
com 0,02 μL/mL de SYBR® Safe 10,000X em 
DMSO (Invitrogen).  

 

 

A especificidade dos iniciadores OT1559 e 18-1 para detecção de C. 

jejuni, C. coli e C. lari foi testada anteriormente por Lübeck et al. (2003). A 

inclusividade foi de 100% e a exclusividade de 97% para um total de 150 cepas de 

Campylobacter testadas, com amplificação observada também para C. upsaliensis. 

Perelle et al. (2004), testaram o mesmo par de oligonucleotideos iniciadores com 39 

cepas de Campylobacter e nove cepas de outras espécies e a especificidade 
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também foi confimada. Somente uma cepa de C. upsaliensis apresentou reação 

cruzada. Wolffs et al. (2007) também confirmaram a especificidade dos iniciadores 

após a análise de 12 cepas de Campylobacter e 61 cepas de outras bactérias.  

A especificidade de 100% obtida neste trabalho com os iniciadores 

Styinva-JHO-2-left e Styinva-JHO-2–right também foi relatada por outros autores 

Hoorfar, 2000; Rodríguez-Lázaro et al. (2003); Nam et al. (2005).   

A sensibilidade do ensaio multiplex foi testada com diluições 

seriadas de 107 a <10 UFC/mL de C. jejuni ATCC 33291 e S. Enteritidis. Os 

resultados da PCR mostraram que a sensibilidade do ensaio otimizado foi de 104 

UFC de C. jejuni ATCC 33291 e S. Enteritidis por mimilitro de água peptonada 

tamponada (figura 2).   

O limite de detecção de 104 UFC/mL é satisfatório para a mPCR 

otimizada uma vez que é uma reação de detecção de dois patógenos 

simultaneamente. Germini et al. (2009) otimizaram um ensaio de mPCR para 

detecção de Escherichia coli O175:H7, Salmonella spp. e Listeria monocytogenes 

com sensibilidade de 106 UFC/mL de cada patógeno. Katzav et al. (2008) 

encontraram sensibilidade de 700 UFC/mL, porém para detecção de Campylobacter 

em produtos de frango empregando um ensaio PCR não multiplex.   

Outros métodos de extração e purificação de DNA, tais como, kits de 

purificação de DNA, extração com fenol, clorofórmio e álcool isoamílico (15: 14: 1) e 

precipitação do DNA com etanol e cloreto de sódio, podem ser empregados na 

tentativa de aumentar a sensibilidade da mPCR padronizada.   
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Figura 2 –  Sensibilidade da mPCR para detecção de Campylobacter spp. e 
Salmonella spp. M) Marcador de massa molecular 100 pb 
(Invitrogen); 1) representativo de controle negativo; 2) produtos da 
mPCR 3) produto da mPCR utilizando-se os oligonucleotídeos 
iniciadores OT1559 e 18-1, específicos para o detecção do gênero 
Campylobacter; 4) produto da mPCR utilizando-se os 
oligonucleotídeos iniciadores Styinva-JHO-2-left e Styinva-JHO-2–
right, específicos para detecção do gênero Salmonella. 5 - 10) 
mPCR de DNA extraído de suspensão bacteriana contendo entre 
107 a 102 UFC/mL de C. jejuni ATCC 33291 e S. Enteritidis 
respectivamente. Gel de agarose 1,5% corado com 0,02 μL/mL de 
SYBR® Safe 10,000X em DMSO (Invitrogen).  

 

 

A mPCR testada com enxágue de pele de frango contaminada com 

concentrações de 107 a 10-1 UFC/mL de Campylobacter spp. e Salmonella spp., 

seguida de enriquecimento seletivo para Campylobacter e não seletivo para 

Salmonella apresentou um aumento no limite de detecção desses patógenos em 

carne de frango. A mPCR otimizada detectou 102 UFC/mL de C. jejuni ATCC 33291 

(figura 3) e 100 UFC/mL de S. Enteritidis (figura 4) após 24h de enriquecimento. 

Após 48h de enriquecimento seletivo foi possível detectar 100 UFC/mL de C. jejuni 

ATCC 33291.   
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Figura 3 –  Sensibilidade da mPCR para detecção de Campylobacter spp. 
após 24h de eriquecimento seletivo.  M) Marcador de massa 
molecular 100 pb (Invitrogen); 1) representativo de controle 
negativo; 2-7) mPCR de DNA extraído de suspensão 
bacteriana contendo entre 107 a 102 UFC/mL de C. jejuni 
ATCC 33291. Gel de agarose 1,5% corado com 0,02 μL/mL de 
SYBR® Safe 10,000X em DMSO (Invitrogen). 

 

 

 

Figura 4 –  Sensibilidade da mPCR para detecção de Salmonella spp. após 
24h de eriquecimento não seletivo.  M) Marcador de massa 
molecular 100 pb (Invitrogen); 1) representativo de controle 
negativo; 2) produtos da mPCR; 3) produto da mPCR utilizando-se 
os oligonucleotídeos iniciadores OT1559 e 18-1, específicos para 
o detecção do gênero Campylobacter; 4) produto da mPCR 
utilizando-se os oligonucleotídeos iniciadores Styinva-JHO-2-left e 
Styinva-JHO-2–right, específicos para detecção do gênero 
Salmonella.; 5-12) mPCR de DNA extraído de suspensão 
bacteriana contendo entre contendo 107 a 100 UFC/mL de S. 
Enteritidis. Gel de agarose 1,5% corado com 0,02 μL/mL de 
SYBR® Safe 10,000X em DMSO (Invitrogen). 

 

 

Um total de 28 (56%) amostras de carne de frango adquiridas no 

comércio foram positivas para Campylobacter spp. e duas amostras (4%) foram 
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positivas para Salmonella spp. Esse resultado foi obtido nas análises microbiológicas 

das amostras e também na mPCR.  

A porcentagem de contaminação das amostras de carne de frango 

por Campylobacter spp. está de acordo com o observado por Maziero e Oliveira 

(2010) em que 53,3% das 30 amostras refrigeradas analisadas apresentaram 

resultado positivo para Campylobacter spp. Um índice de contaminação por 

Campylobacter spp. de 46,4% de um total de 28 amostras analisadas foi observado 

por Casaril (2010).  

 Freitas et al. (2010) analisaram 127 carcaças de frango no Distrito 

Federal e nenhuma foi positiva para Salmonella spp. O isolamento de Salmonella 

spp. em carne de frango tem diminuído gradativamente nos últimos 10 anos. No 

Estado do Paraná, Gaspareto et al. (2001) relataram que 20 (20%) das 100 

amostras de carne de frango comercializadas na cidade de Londrina, PR estavam 

contaminadas com Salmonella spp. Das 20 amostras positivas, 12 (60%) estavam 

contaminadas com S. Enteritidis. Em 2007, 66 amostras de carne de frango 

adquiridas no comércio de Londrina foram analisadas quanto à presença de 

Salmonella spp. e nove (13%) estavam contaminadas, não tendo sido identificado 

nas amostras positivas o sorovar Enteritidis (SILVA et al., 2011). No ano de 2009, 

segundo dados do Laboratório São Camilo, Maringá, PR, 317 amostras (3,5%) de 

carne de frango crua incluídas no Programa Nacional de Redução de Patógenos do 

Ministério da Agricultura e provenientes de aves abatidas no Paraná e Santa 

Catarina estavam contaminadas com Salmonella spp. O sorovar mais isolado foi 

Minnesota (73 isolados - 23,02%), seguido de Mbandaka (33 isolados - 10,41%) e 

Enteritidis (30 isolados - 9,46%).  

Essa diminuição na frequência de isolamento de Salmonella spp. em 

carne de frango pode ser uma consequência do Programa Nacional de Redução de 

Patógenos implantado pelo Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento 

(MAPA) em 2003. O principal objetivo desse Programa é construir um sistema de 

informações sobre contaminação de frangos e perus com Salmonella spp. em todos 

os estabelecimentos de abate registrados no Serviço de Inspeção Federal (SIF), do 

Departamento de Inspeção de Produtos de Origem Animal (DIPOA). A partir do 

conhecimento dos locais e frequência de isolamento é possível tomar medidas 

preventivas com a finalidade de reduzir gradativamente a contaminação de aves por 

Salmonella (BRASIL, 2003).  
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A diminuição gradativa do isolamento de Salmonella spp. pode ter 

ocorrido também pela vacinação para S. Enteritidis das matrizes de corte, o que 

também justificaria a menor frequência de isolamento de S. Enteritidis. Infelizmente, 

não é possível saber se esta diminuição na porcentagem de contaminação por 

Salmonella spp.e, principalmente, do sorovar Enteritidis levou a um impacto positivo 

na Saúde Pública devido a falta de dados epidemiológicos. No entanto, é muito 

importante o contínuo monitoramento e a melhoria do diagnóstico de casos 

esporádicos e de surtos de infecção humana. Além disso, como o sorovar Minnesota 

tem sido isolado com muita frequência em amostras de carne de frango, é essencial 

que as autoridades sanitárias avaliem a repercussão desta contaminação na Saúde 

Pública.      

A figura 5 apresenta o resultado da análise por PCR de amostras de 

carne de frango naturalmente contaminadas com Campylobacter spp., contaminadas 

com Campylobacter spp. e Salmonella spp. e amostra não contaminada. Não 

houveram amostras contaminadas somente com Salmonella spp. Todas as reações 

foram realizadas com a amplificação de controles negativos e positivos (C. jejuni 

ATCC 33291  e S. Enteritidis) apesar de não estar  sendo mostrado na figura abaixo.   

  

 

 

Figura 5 –  Análise de amostras de carne de frango através de mPCR para 
detecção de Campylobacter spp. e Salmonella spp. M)  
Marcador de massa molecular 100 pb (Invitrogen); 1,3 e 4) 
Amostra naturalmente contaminada com Campylobacter spp. 2) 
amostra negativa para Campylobacter spp. e Salmonella spp. 5 
e 6) Amostras naturalmente contaminadas com Campylobacter 
spp. e Salmonella spp. Gel de agarose 1,5% corado com 0,02 
μL/mL de SYBR® Safe 10,000x em DMSO, (Invitrogen). 
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Os resultados obtidos neste trabalho reforçam a utilização de mPCR 

na melhoria do diagnóstico e no controle de qualidade microbiológico, 

principalmente, de carne de frango que é uma matéria prima perecível muito 

importante para a balança comercial brasileira.  

A identificação fenotípica de Campylobacter é limitada devido à 

existência de isolados bioquimicamente atípicos. Além disso, essa bactéria possui 

um crescimento fastidioso e assacarolítico, o qual restringe o uso de testes 

bioquímicos diferenciais. As técnicas microbiológicas tradicionais para detecção de 

Salmonella são demoradas, além da sorotipagem ser feita somente em laboratórios 

de referência. Portanto, a detecção desses patógenos em poucas horas possibilitaria 

a todos os elos da cadeia produtiva tomar medidas corretivas adequadas mais 

rapidamente, na tentativa de evitar a distribuição de alimentos contaminados. Na 

cadeia de produção de frango a detecção rápida e simultânea de Salmonella spp. e 

Campylobacter spp. auxiliaria na tomada de medidas preventivas que possam 

reduzir a contaminação.   

Uma aplicação adicional para esta reação de mPCR é a confirmação 

simultânea diretamente de colônias isoladas pela técnica tradicional. Assim, este 

ensaio desenvolvido também pode ser uma alternativa para a confirmação da 

identificação bioquímica de colônias isoladas na cultura (HOORFAR et al., 2000; 

JOFRÉ et al., 2005).  
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7 CONCLUSÃO  

  

  

A mPCR otimizada mostrou ser viável e apresentar sensibilidade 

satisfatória para detecção de Campylobacter spp. e Salmonella spp. em carne de 

frango após 24 horas de enriquecimento.  

Os protocolos e os oligonucleotídeos iniciadores selecionados foram 

eficientes na amplificação dos fragmentos de DNA de 119 pb do gene InvA de 

Salmonella spp. e 287 pb do gene rRNA 16S de Campylobacter spp.  

Houve correlação de 100% entre os resultados obtidos na análise 

microbiológica e molecular, tanto para as amostras positivas quanto negativas.  

A mPCR padronizada neste trabalho é uma alternativa rápida, barata 

e eficiente para detecção de Samonella e Campylobacter, que pode ser utilizada em 

laboratórios de análise de alimentos e clínicos. 
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