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SILVA, Daniel Santos Pinto. Detecc¢ao simultanea de Salmonella spp. e
Samonella Enteritidis em carcacgas de frango por reagdo em cadeia da
polimerase. 2008. 49 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2008.

RESUMO

Um aumento de salmonelose humana causada pelo sorovar Enteritidis relacionado
com o consumo de carne de aves, ovos e derivados foi observado em todo o mundo
nos dltimos anos. A implantagéo do Sistema de Anélise de Perigos e Pontos Criticos
de Controle (APPCC), embora tenha diminuido o niumero de aves contaminadas,
ndo foi capaz de eliminar o problema. A salmonelose é a doenca alimentar de
origem bacteriana mais prevalente no Parana e o sorovar Enteritidis foi responsavel
por aproximadamente 80% dos surtos ocorridos nesse Estado, entre 1999 e 2006.
Como S. Enteritidis ndo provoca sintomas clinicos graves nas aves, 0
monitoramento da sua presenca em alimentos é muito importante para o controle da
doenca humana. Os métodos convencionais de isolamento de Salmonella em
alimentos, agua ou amostras ambientais sdo muito demorados. Devido a rapidez,
especificidade e sensibilidade, métodos moleculares, como a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), tém sido padronizados para deteccdo e identificacdo de
Salmonella em alimentos. O objetivo deste trabalho foi padronizar um ensaio PCR
multiplex para a deteccdo de Salmonella spp. e identificacdo simultanea de
Salmonella Enteritidis em carcacas de frango. A PCR foi padronizada utilizando-se
os pares de iniciadores INV A, especifico para Salmonella spp. e IE1, especifico
para o sorovar Enteritidis, resultando em fragmentos amplificados de DNA alvo
especificos de 796 e 316 pares de base, respectivamente. A especificidade do
ensaio PCR padronizado, testada com culturas puras de diferentes sorovares de
Salmonella e outras espécies bacterianas, foi de 100%. Apdés 24 h de
enriqguecimento ndo seletivo foi possivel detectar aproximadamente 1 unidade
formadora de colénia (UFC) de Salmonella por 10 g de pele de frango artificialmente
contaminada. Das 66 amostras de carcaca de frango analisadas, adquiridas no
comércio de Londrina, nove (13,0%) estavam contaminadas com Salmonella spp. A
presenca dessa bactéria foi confirmada pelo método tradicional de cultura e
identificados os sorovares Schwarzengrund e Montevideo, respectivamente, em seis
e em trés amostras. Atravées da PCR foram detectados fragmentos de DNA
especificos que confirmaram a presenca do género Salmonella, porém nao do
sorovar Enteritidis. A PCR multiplex padronizada apresentou sensibilidade e
especificidade para detectar o género Salmonella e, simultanemante identificar o
sorovar Enteritidis, em carne de frango, apds 24 horas de analise.

Palavras-chave: Salmonella spp. Salmonella Enteritidis. PCR. Carcaca de frango.
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Enteritidis in chicken carcasses by multiplex polymerase chain reaction. 2008.
49 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) — Universidade Estadual
Londrina, Londrina, 2008.

ABSTRACT

An increase in human salmonellosis caused by serovar Enteritidis related to
consumption of poultry products was observed worldwide in the last years. Safety
measures have been adopted to control this serovar. The implementation of Hazard
Analysis and Critical Control Points (HACCP) System was not able to eliminate the
problem although it has considerably reduced the number of infected chickens.
Salmonellosis is the most frequent bacterial foodborne disease in Parana State,
Brazil and serovar Enteritidis caused approximately 80% of outbreaks occurred
between 1999 and 2006. S. Enteritidis causes subclinical infection in chickens. Thus,
the constant checking of Salmonella contamination in the food chain is essential to
control human disease. Salmonella detection in food, water or environmental
samples by traditional methods is labor-intensive and time-consuming. Molecular
methods, such as polymerase chain reaction (PCR), are rapid, specific and sensitive
and several methods have been developed to detect and identify Salmonella in
foods. The objective of this study was to develop a multiplex PCR for detection of
Salmonella spp. and Salmonella Enteritidis in chicken carcasses. A PCR was
developed using Salmonella genus-specific primers INVA and serovar Enteritidis-
specific primers IE1, which produce specific DNA fragments of 796 and 316 base-
pairs, respectively. The standardized PCR was tested with different isolates of
Salmonella and other bacterial species and the specificity was 100%. Salmonella
was detected from chicken skin artificially contaminated with approximately 1
colonyforming unit (CFU) of Salmonella per 10 g, after 24 h of non-selective
enrichment. Salmonella spp. was detected in nine (13%) of 66 analyzed chicken
carcasses purchased from local retail market. The presence of Salmonella was
confirmed by traditional culture method and serovars Schwarzengrund and
Montevideo were identified in six and three carcass samples, respectively. Specific
DNA fragments of the PCR confirmed the presence of genus Salmonella, but not
serovar Enteritidis. The standardized multiplex PCR was found to be sensitive and
specific on the detection of genus Salmonella and simultaneous identification of
serovar Enteritidis in chicken meat after 24 hours of analysis

Keywords: Salmonella spp. Salmonella Enteritidis. PCR. Chicken carcass
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1 INTRODUCAO

Doencas de origem alimentar permanecem como um grande
problema de saude publica além de resultar em perda econdmica para a industria de
alimentos e impor custos financeiros a saude publica (ELLINGSON et al., 2004).

Salmonella spp. s&o parasitas intracelulares facultativos que
invadem a mucosa intestinal e sdo transmitidos aos seres humanos, principalmente
pela dgua, carne de aves, ovos e derivados (HASSAN et al., 2004). Podem colonizar
e causar doenca em uma grande variedade de animais utilizados ou ndo na
alimentagdo humana. Atualmente, o género inclui mais de 2500 sorovares e, embora
todos possam ser considerados potenciais patdgenos humanos, a grande maioria
das infeccdes é causada por aproximadamente 200 sorovares (ZHAO et al., 2006).

A partir de 1970, no Brasil e em outros paises, foi observado um
aumento consideravel e constante de surtos de salmonelose, além do aumento do
isolamento de determinados sorovares (BAIRD-PARKER, 1990; KAKU et al., 1995;
UYTTENDAELE et al., 1998). S. Typhimurium e S. Enteritidis tém sido os sorovares
mais isolados de casos de infeccdo alimentar humana nos Estados Unidos
(OLIVEIRA et al., 2002).

Até o inicio de 1990 no Brasil, S. Enteritidis era raramente isolada de
infeccbes humanas. Taunay et al. (1996), em um estudo realizado entre 1970 e 1990
com isolados de Salmonella enviadas ao Instituto Adolfo Lutz (IAL) de Sao Paulo ara
sorotipagem, mostraram que S. Enteritidis foi identificada em 0,37% e 0,85% das
amostras de fontes humanas e ndo humanas analisadas, respectivamente. Porém, a
porcentagem de isolamento de S. Enteritidis de origem humana passou de 1,2%
para 64,9% entre 1991 e 1995 (TAVECHIO et al., 1996).

No Parana, a partir de 1995, a salmonelose passou a ser a principal
doenca transmitida por alimentos e analisando-se 0s surtos ocorridos entre 1999 e
2006, o sorovar Enteritidis foi o predominante tanto nas amostras de pacientes
(74,8%) quanto nos alimentos envolvidos nos surtos (80,0%) (ALCOCER, 2004;
KOTTWITZ, 2008).

Véarios alimentos ja foram associados a surtos de salmonelose,

porém, os produtos de origem avicola tém sido as principais fontes de infeccdo e a
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predominancia do sorovar Enteritidis esta relacionada ao consumo de carne de
frango e de ovos (WHO, 2002; WHO, 2006).

De acordo com a Unido Brasileira de Avicultura (UBA, 2008), o Brasil
€ 0 segundo produtor e o primeiro exportador mundial de carne de frango, sendo o
Estado do Parana o maior produtor do Brasil. Em 2007, a producdo foi de
aproximadamente 10,25 milh6es de toneladas, com cerca de 32% deste total
exportado e o consumo per capita passou de 2,3 kg, em 1971, para 37,823 kg, em
2007, tornando-se o Brasil um dos maiores consumidores de carne de frango do
mundo (UBA, 2008). As barreiras sanitarias tém exigido o controle da contaminacao
do plantel, principalmente, por Salmonella spp. e Campylobacter spp.

Aves podem ser portadoras assintomaticas de Salmonella
(FRANCO; LANDGRAF, 2002) e a prevencao da transmissdo a humanos através de
alimentos, em especial de produtos de origem avicola, deve ser uma prioridade
(OLIVEIRA; SILVA, 2000). Portanto, a deteccdo de Salmonella spp. e a
diferenciacdo simultdnea do sorovar Enteritidis vém de encontro as necessidades
dos Laboratorios de Diagndstico e Controle de Qualidade de alimentos na obtencao
de resultados rapidos.

Métodos convencionais de cultura usados para deteccdo de
Salmonella em alimentos, normalmente requerem de cinco a onze dias e incluem
enriguecimento nao seletivo seguido de enriqguecimento seletivo e plagueamento em
agar seletivo e diferencial (AOAC, 1995). As colbnias suspeitas sdo confirmadas
bioquimicamente (WHYTE et al., 2002) e o sorovar e o fagotipo séo identificados em
laboratério de referéncia, o que dificulta uma adequada investigacdo epidemioldgica
de surtos.

Mais recentemente, métodos alternativos para deteccdo de
Salmonella em alimentos, com e sem diferenciacdo de sorovar, tém sido
padronizados, entre eles, técnicas de imunoensaio, hibridizagdo de &cido nucléico e
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (WAN et al., 2000).

A PCR (MULLIS; FALLONA, 1987) tem provado ser uma técnica
alternativa especifica e sensivel para deteccdo de Salmonella, fornecendo
resultados com precisdo em torno de 24 horas. Além disso, observou-se que a PCR
foi a técnica de maior aceitacdo entre as demais técnicas moleculares desenvolvidas
recentemente, podendo ser empregada como ferramenta de diagnostico em
laboratorios clinicos (FLORES et al., 2001; LI, MUSTAPHA, 2004).
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2 OBJETIVOS GERAL

2.1 OBJETIVOS GERAL

O objetivo desse trabalho foi padronizar um ensaio de PCR multiplex
para deteccdo simultdnea de Salmonella spp. e Salmonella Enteritidis em carcacas

de frango.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Definir os pares de iniciadores e as melhores condicdes de
amplificacdo de DNA a serem utilizadas na padronizacdo de PCR para deteccao
individual de Salmonella spp. e Salmonella Enteritidis em culturas puras.

Padronizar PCR multiplex para deteccdo simultdnea de Salmonella
spp. e Salmonella Enteritidis em culturas puras.

Testar 0 ensaio PCR padronizado para a deteccdo simultanea de
Salmonella spp. e Salmonella Enteritidis em carcacas de frango artificialmente e

naturalmente contaminadas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 SALMONELLA COMO AGENTE DE TOXINFECCOES ALIMENTARES

O género Salmonella, pertencente a familia Enterobacteriaceae,
engloba mais de 2500 sorovares e a maioria deles ndo pode ser distinguida por
testes bioquimicos. A distincao é feita baseada em suas férmulas antigénicas, que
sdo definidas, mantidas e atualizadas pelo “World Health Organization (WHO)
Collaborating Center for Reference and Research on Salmonella” no Instituto
Pasteur, Paris, Franca. A classificacao atual segue o Esquema de Kauffmann-White,
um documento que tem todas as férmulas antigénicas de Salmonella ja
reconhecidas até o presente. Atualmente, o sistema de nomenclatura usado no
Centro de Prevencao e Controle de Doencas, Atlanta (CDC -“Centers for Disease
Control and Prevention”) é baseado em recomendacdes do WHO Collaborating
Center. De acordo com o sistema do CDC o género Salmonella contém duas
espécies, S. enterica e S. bongori. Uma terceira espécie Salmonella subterranea foi
reconhecida em 2005 e o CDC podera incorpora-la em seu sistema de nomeclatura
num futuro proximo. Salmonella enterica apresenta as subespécies enterica,
salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica (BRENNER et al., 2000; BELL,
KYRIAKIDES, 2001; POPOFF, LE MINOR, 2001; TAVECHIO et al., 2004,
FORSHELL, WIERUP, 2006; SU, CHIU, 2007) Tabela 1.
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Tabela 1 — Nomenclatura do género Salmonella.

Espécies Subespécies Numero de Sorovares
S. enterica enterica (ou |) 1504
salamae (ou Il) 502
diarizonae (ou llIb) 333
arizonae (ou llla) 95
houtenae (ou V) 72
indica (ou VI) 13
S. bongori (V) 22
S. subterranae
TOTAL 2541

Fonte: adaptado de Su e Chiu, (2007).

As doencas causadas por Salmonella spp. s&o subdivididas em
febre tiféide, causada por S. enterica subesp. enterica sorovar Typhi, febres
entéricas, causadas por S. enterica subesp. enterica sorovar Paratyphi A, B e C e
gastrenterites ou salmoneloses, causadas pelos outros sorovares (FORSHELL;
WIERUP, 2006).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, a salmonelose é uma
das mais importantes enfermidades transmitidas por alimentos devido ao niumero de
pessoas afetadas anualmente e a consequiente perda econémica decorrente de
tratamentos médico-hospitalares e da necessidade de reprocessamento e ou
destruicdo de alimentos contaminados (KAKU et al., 1995; WHO, 2005).

A ocorréncia de surtos de toxinfecgéo alimentar por Salmonella spp.
em diversos paises chamou a atencéo para fontes comuns de infeccdo (FLORES et
al., 2001). Salmonella, que tem o trato intestinal de animais como habitat, entra na
cadeia alimentar humana principalmente através de produtos agricolas e alimentos
de origem animal, incluindo carnes de aves domésticas, bovina e suina, queijo,
maionese, alimentos infantis e frutos do mar (GOODING; CHOUDARY, 1999).

Frangos podem ser reservatorios de Salmonella e grande numero de
surtos de doencas humanas tém sido associados a produtos de origem avicola
(OLAH et al., 2005). Embora carne de frango e ovos continuem sendo importantes

veiculos de transmissao de Salmonella spp., tem ocorrido um aumento na incidéncia
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de Salmonella em frutas e vegetais frescos nos Estados Unidos. Esse aumento esta
relacionado a praticas agricolas como irrigagcdo com agua contaminada e fertilizacéo
com adubo organico (ESPINOZA-MEDINA et al., 2006; LEE et al., 2006). Fezes
humanas e de animais infectados s&o importantes fontes de contaminacdo do
ambiente e de alimentos devido a possibilidade de excrecdo de grande quantidade
de Salmonella nesse material (BAIRD-PARKER, 1990).

Salmonella enterica subesp. enterica sorovares Typhimurium,
Enteritidis, Heidelberg, Agona, Newport, Infantis, Panama, Saintpaul e Weltevreden
sdo os mais frequentemente encontrados na maioria dos paises. Durante décadas
S. Typhimurium predominou como o responsavel pelas infeccbes humanas, porém
nos ultimos anos, em muitos paises, S. Enteritidis tem sido o sorovar mais
comumente identificado nas salmoneloses associadas ao consumo de ovos, carne
de aves e derivados contaminados (UYTTENDAELE et al., 1998; WHYTE et al.,
2002; OLAH et al., 2005; SEO et al., 2006; WHO, 2006).

No Brasil, os surtos de doencgas transmitidas por alimentos nao séo
analisados sistematicamente, assim o numero real de casos esporadicos e de surtos
de salmonelose humana é desconhecido (KAKU et al., 1995; GASPARETTO et al.,
2001).

No Parana, a partir de 1995, a salmonelose passou a ser a principal
doenca transmitida por alimentos. Entre 1999 e 2006, 52 municipios dos 399 que
compdéem o Estado do Parana notificaram surtos de salmonelose. O sorovar
Enteritidis foi identificado em 74,8% dos isolados provenientes de pacientes e em
80,0% dos isolados de alimentos envolvidos nos surtos (KOTTWITZ, 2008). De 25
isolados de Salmonella provenientes de carcacas de frango comercializadas em
Londrina, 4% pertenciam ao sorovar Infantis, 8% ao Worthington, 16% ao
Braenderup e 72% ao sorovar Enteritidis (ALCOCER et al., 2006).

A tendéncia & emergéncia de Salmonella Enteritidis como agente
causal de toxinfeccBes alimentares e a rapida globalizacdo da producdo de
alimentos tém aumentado a possibilidade de incidentes nacionais e internacionais
envolvendo alimentos contaminados (ZHAO et al., 2006). Assim o desenvolvimento
de técnicas rapidas e confiaveis de deteccdo desse patdogeno em alimentos tornou-

se indispensével.
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3.1.1 Programas de Controle

Muitos paises experimentaram, por um periodo de tempo, um
crescimento continuo de doencas de origem alimentar, que resultou na preocupacao
das autoridades governamentais, dos consumidores e das industrias alimenticias
com o fornecimento de alimentos indcuos. Esta situagdo gerou a necessidade de
padronizacao de analises rapidas e confiaveis na deteccdo de patdgenos e toxinas.
Assim, sofisticados aparelhos e diferentes “kits” comerciais de diagnostico foram
langcados no mercado, o que levou a uma preocupacdo das autoridades em relacao
a aprovacdo desses novos meétodos microbiologicos alternativos de controle dos
alimentos (QVIST, 2007).

Programas de controle de contaminacdo de alimentos para serem
eficientes devem alcancar seus objetivos com baixo custo. A eficacia pode ser
avaliada com base em dados da Vigilancia Sanitaria e para avaliar quantitativamente
os efeitos das intervencbes usadas, sdo necessarios modelos matematicos de
avaliacao de risco. Viabilidade econbmica, assim como, estudos de custo-beneficio
sdo importantes para a avaliacdo econémica da eficiéncia dos programas (MAIJALA
et al., 2005).

Muitas pesquisas e tentativas nacionais e internacionais de
implementar estratégias de controle foram realizadas, mas apesar disto a incidéncia
de salmonelose humana na maioria dos paises permanece alta, com excecdo da
Suécia, que permanece livre de casos de infeccdo autoctone (WEGENER et al.,
2003). Isto pode ser atribuido ao Programa Sueco de Controle de Salmonella
iniciado em 1991 com o objetivo de estabelecer isencao de infeccado por Salmonella
em animais destinados a producdo de alimentos. Esse programa € baseado nos
principios da Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) de fabricas
de racdo. Um passo importante € o controle e a quarentena dos materiais crus que,
se contaminados com Salmonella, sdo tratados com acidos organicos e re-testados,
antes de serem incorporados a mistura da racdo (SALOMONSSON et al., 2005).
Além disso, todo plantel infectado com Salmonella, independente do sorovar, €
destruido (NVI, 2001).

Na Finlandia, o controle de salmonelas estd em vigor desde 1960

através do Programa Finlandés de Controle de Salmonella, (FSCP -“Finnish
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Salmonella Control Programme”), que funciona de maneira conveniente em proteger
a saude publica naquele pais (MAIJALA et al., 2005).

Em 1999, foi criado o Nordval com o objetivo de avaliar o
desempenho e a esfera de acdo da aplicagdo de métodos microbioldgicos
alternativos para analise de alimentos nos paises Nordicos. Entre os métodos ja
validados estdo ELISA, PCR e outros métodos baseados em DNA para Salmonella,
Campylobacter e Listeria, além de métodos alternativos baseados em cultivo
(QVIST, 2007).

Na Unido Européia, a Diretriz de Zoonoses foi uma tentativa de
iniciar um amplo controle de zoonoses de origem alimentar, particularmente
Salmonella em frangos e galinhas poedeiras. A maioria dos paises da Unido
Européia constatou que ndo poderia implementar a Diretriz, a qual ndo permite o uso
de vacinas, drogas antimicrobianas, ou ambas, como elementos no programa de
controle de Salmonella, tal limitacao foi vista como um obstaculo por alguns paises
(WEGENER et al., 2003).

Nos Estados Unidos, o Servico de Inspecao e Seguranca Alimentar
(FSIS -“Food Safety and Inspection Service”) € o orgdao do Departamento de
Agricultura responsavel por proteger consumidores garantindo que carnes, aves e
produtos de ovos sejam seguros, saudaveis e corretamente rotulados através de
inspecdes nacionais e controle de importacao (USDA-FSIS, 2001).

No Brasil, a partir de 1994, foi criado o Programa Nacional de
Sanidade Avicola (PNSA) do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento
(MAPA) considerando a importancia da producdo avicola brasileira no contexto
nacional e internacional, a necessidade de normatizacdo das acbes de
acompanhamento sanitario, observando o processo de globalizacdo mundial em
curso, e a necessidade do estabelecimento de programas de cooperacdo entre as
instituicbes publicas e privadas. O PNSA desenvolveu programas sanitarios para
controle dos plantéis para doenca de Newcastle e contaminagdo por Salmonella e
Micoplasma (BRASIL, 1994). Em 2003, o MAPA estabeleceu o Programa Nacional
de Reducdo de Patdégenos. O principal objetivo desse programa é construir um
sistema de informacdes sobre contaminacgéo de frangos e perus com Salmonella em
todos os estabelecimentos de abate registrados no Servico de Inspecédo Federal

(SIF), do Departamento de Inspecéo de Produtos de Origem Animal (DIPOA) e, com
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isso, reduzir gradativamente a contaminacdo de aves por Salmonella. (BRASIL,
2003).

A legislagéo brasileira estabelece que, em alimentos destinados ao
consumo humano, Salmonella spp. deve estar ausente em 25 gramas ou mililitros de

alimento com excecédo de carne e miudos de aves crus (BRASIL, 2001).

3.2 METODOS DE DETECCAO DE SALMONELLA EM ALIMENTOS

O método de cultivo tradicional para deteccdo de Salmonella,
descrito pela *“Association of Official Analytical Chemists” (AOAC), requer
enriquecimento ndo seletivo seguido de enriqguecimento seletivo em meio liquido e
plagueamento em meio solido seletivo e diferencial. As colbnias presuntivas sao
avaliadas bioquimicamente e confirmadas sorologicamente com anti-soro polivalente
somatico e flagelar. O sorovar e o fagotipo sdo identificados em laboratério de
referéncia. Este método é laborioso e demanda muito tempo, necessitando-se de
cinco dias ou mais para a confirmacao segura da auséncia da bactéria na amostra
(AOAC, 1995; BEUMER et al., 1991) e a sensibilidade do método ainda pode ser
baixa para amostras com baixos niveis de contaminacdo (ESPINOZA-MEDINA et al.,
2006). Investigacbes de surtos e estudos com voluntarios mostraram que certos
isolados de Salmonella podem causar doenca mesmo em dose infectante muito
baixa (RYCHLIK et al., 1999).

A demora no tempo de confirmagdo do patégeno pode resultar no
aumento do tempo de armazenamento ou na distribuicdo do produto, a espera do
resultado final da analise, aumentando o risco de infec¢des. Assim sendo, o controle
da qualidade de alimentos e o diagnostico laboratorial de infeccdo requerem
métodos rapidos, sensiveis e especificos (ESPINOZA-MEDINA et al., 2006). Uma
vez que a maioria dos sorovares de Salmonella € considerada potencialmente
patogena, o desenvolvimento de um método rapido e confiavel para deteccao de

Salmonella com preparo simples de amostra é essencial (AHN; WALT, 2005).
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Vérias técnicas de diagnodstico tém sido desenvolvidas, cada qual
com vantagens especificas em termos de rapidez, sensibilidade, especificidade,
baixo custo e facilidade de uso (GOODING; CHOUDARY, 1999).

As diversas alternativas desenvolvidas s&o hibridizacdo de DNA
(D’AOUST et al., 1995; MIYAMOTO et al, 1998), reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), técnicas que empregam anticorpo fluorescente (BLACKBURN et al., 1994;
KEITH, 1997), aglutinacdo em latex, radioimunoensaio, imunodifusdo e ensaios
imunoquimicos (BRIGMON et al., 1992; SHAW et al., 1998; ALCOCER e OLIVEIRA,
2003). Esses métodos alternativos sdo atrativos por apresentarem a vantagem da

rapidez na obtencédo de resultados.

3.3 DETECCAO DE SALMONELLA POR PCR

Avancos na tecnologia de biologia molecular tém permitido
identificagBes microbianas mais confiaveis (ESPINOZA-MEDINA et al., 2006). A
reacdo em cadeia da polimerase PCR (Polymerase Chain Reaction) (MULLIS;
FALLONA, 1987) é uma técnica que tem sido extensivamente investigada
(GOODING; CHOUDARY, 1999). Este método é baseado na amplificacdo de uma
sequéncia alvo de DNA especifica e andlise do produto de amplificacdo (MULLIS;
FALLONA, 1987).

A PCR possibilita a sintese de fragmentos de DNA, usando a enzima
DNA polimerase termoestavel. Esta enzima sintetiza uma sequéncia complementar
de DNA, desde que um pequeno fragmento iniciador (em inglés “primer”),
complementar em relacdo as extremidades da sequéncia que se deseja amplificar,
se anele a uma das fitas do DNA no ponto escolhido para inicio da sintese. Os
iniciadores definem a seqiiéncia a ser replicada e o resultado obtido € a amplificagédo
de uma determinada seqiéncia de DNA com bilhdes de copias (Fig. 1). Os fatores
mais importantes para a obtencéo de bons resultados incluem a purificacdo do DNA,
a escolha adequada dos iniciadores e as condicbes em que o0s ciclos de
amplificacdo ocorrem (MULLIS; FALLONA, 1987).
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Figural— Os 3 passos da reacdo em cadeia da polimerase. Passo 1, desnaturacdo: a
mistura com DNA alvo é aquecida a 95°C permitindo que a dupla fita de DNA
desnature e separe em duas fitas simples. Passo 2, anelamento: a mistura é
resfriada entre 50 e 60°C para permitir que os iniciadores se hibridizem
(anelem) as fitas simples de DNA. Passo 3, extensao: a temperatura é elevada
a 72°C para permitir que a Tag polimerase adicione desoxinucleotideos
complementares ao DNA alvo e complete a amplificacdo. Estes trés passos

sdo repetidos 30 a 40 vezes para replicar 2 cépias da regido de interesse do
DNA alvo, onde n é o numero de ciclos
Adaptado de: Garcia e Ma (2005)].

A técnica de PCR é uma das mais promissoras para deteccdo e
identificacdo rapida de bactérias numa ampla variedade de amostras, tendo sido
aplicada com sucesso na deteccdo e identificacdo de microrganismos patogénicos
em amostras clinicas, ambientais e em alimentos (HASSAN et al., 2004).

Testes com PCR tém sido aplicados com sucesso para detectar
patogenos bacterianos transmitidos por alimentos, incluindo Salmonella (WAN et al.,
2000). As principais vantagens sdo: aumento de sensibilidade e menor tempo
requerido para processar as amostras no laboratorio quando comparado ao método
tradicional de cultivo (WHYTE et al., 2002). Outra vantagem é que a PCR nédo é

dependente da utilizacdo de um substrato ou da expressdo de antigenos, evitando



20

assim variacdes fenotipicas em padrées bioguimicos e falta de antigenos
detectaveis (HOORFAR et al., 1999). A PCR também se transformou numa valiosa
ferramenta de investigagao de surtos de origem alimentar (ALCOCER et al., 2006).

Para que a PCR possa ser utlizada para o diagnéstico de
salmonelose é necessario que sejam conhecidas sequéncias de nucleotideos de
DNA especificas para Salmonella spp, para serem utilizadas como marcadores
genéticos de género. Com a evolugdo, sorovares de Salmonella adquiriram muitos
genes por transferéncia horizontal de plasmidios ou fagos. Alguns desses genes
agora caracterizam sorovares e sao, portanto, Obvios candidatos para o
desenvolvimento de métodos baseados em anélise de DNA (OLIVEIRA et al., 2002).

Varias metodologias de deteccdo de Salmonella por PCR ja foram
descritas utilizando pares de iniciadores para o gene invA (SALOMONSSON et al.,
2005).

A invaséao das células do epitélio intestinal € um passo importante no
ciclo de patogenicidade de Salmonella (PORTER; CURTISS, 1997). A maioria dos
genes envolvidos nesse processo esta localizada em um local denominado de llha 1
de Patogenicidade de Salmonella (SPI1 -“Salmonella Pathogenicity Island 17)
(HACKER et al., 1997). A SPI1 é altamente conservada no género Salmonella e
codifica um sistema de secrecao tipo Il que exporta proteinas de membrana interna
e externa em resposta a um contato bacteriano com células epiteliais
(SALOMONSSON et al., 2005).

O gene inv, entre outros, esta localizado na SPI-1 e é necessério
para auxiliar na invasdo de células nao fagociticas, como as células epiteliais da
mucosa intestinal (HACKER et al., 1997).

Galan e Curtiss (1989) identificaram uma regido com gquatro genes
para Salmonella Typhimurium, invA, invB, invC e invD, e relataram que isolados de
Salmonella que possuiam 0s genes inv eram capazes de invadir cultura de células
epiteliais. Porém, se o gene invA sofresse algum tipo de mutacdo, a expressao do
operon invABC néo ocorria e a linhagem virulenta perdia a capacidade de invadir o
tecido.

O gene invA é o primeiro no operon inv, onde os genes invA, -B e -C
estdo arranjados na mesma unidade transcricional e o gene invD est4 localizado em

uma unidade transcricional diferente (GALAN et al., 1992).
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Galan e colaboradores (1992) conceituaram que a funcédo do gene
invA foi a de aumentar a capacidade de invasédo de Salmonella em células epiteliais
e que a proteina InvA faz parte de uma familia de proteinas, que possuem a funcao
de transportar proteinas especificas através da membrana celular bacteriana.

A sequéncia desse gene cromossomal € Unica para Salmonella e
esta amplamente distribuida, possivelmente, entre todos os sorovares de Salmonella
(OLAH et al., 2005) podendo, portanto, ser utilizada como um marcador genético
para o género.

O recente desenvolvimento e disponibilidade de termocicladores
rapidos tem permitido o avanco da PCR tradicional. A PCR em tempo real, que
utiliza corantes que fluorescem quando ligados inespecificamente a DNA dupla fita
ou que empregam sondas de hibridizac&o fluorescentes, pode apresentar resultados
em menos de 12 horas e prover dados qualitativos e quantitativos sobre o patdogeno
alvo em amostras alimentares (ELLINGSON et al., 2004).

Liming e Bhagwat (2004) padronizaram pela primeira vez PCR em
tempo real para deteccdo de Salmonella em vegetais e frutas utilizando sondas
“beacon” especificas. O teste apresentou sensibilidade de 4 unidades formadoras de
colénias (UFC) de Salmonella por 25 g de alimento artificialmente contaminado apés
16 horas de enriquecimento.

PCR em tempo real com simples extracdo de DNA por fervura para
deteccdo de Campylobacter jejuni foi padronizada por Oliveira et al. (2005). O ensaio
foi eficiente quando testado com carcacas de frango artificialmente e naturalmente
contaminadas.

Em um estudo que avaliou a deteccao rapida de Salmonella em
carne de frango contaminada e tratada com presséao hidrodinamica, utilizando sonda
“beacon” em PCR-tempo real, apds 16-18 horas de enriquecimento ndo seletivo, foi
possivel detectar Salmonella nas amostras contaminadas com 2+1 UFC de
Salmonella por 25 g de carne de frango (PATEL et al., 2006).

A PCR multiplex consiste na amplificacdo de varias sequéncias alvo,
simultaneamente, devido ao uso de varios iniciadores em uma mesma reacao
(CHAMBERLAIN et al., 1988; SAMBROOK, RUSSELL, 2001). Entre as vantagens, é
uma técnica econdmica, pois permite a deteccdo simultanea de diversos patdégenos
(VANTARAKIS et al., 2000). Esta técnica foi utilizada para identificar sequéncias

especificas de seis diferentes bactérias patogénicas simultaneamente, entre elas
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Salmonella Typhimurium (KONG et al., 2002). PCR multiplex também foi utilizada
por Vantarakis et al. (2000) para deteccdo simultanea de Salmonella spp. e Shigella
spp. em mexilhdes na Grécia. Em um estudo realizado com amostras de carne,
Kawasaki et al. (2005) utilizaram PCR multiplex para deteccdo de Salmonella spp.,
Listeria. monocitogenes e Escherichia coli 0O157:H7, encontrando resultados
similares ao método tradicional de cultura.

Em um estudo realizado na Espanha, PCR multiplex foi utilizada
para deteccdo de Salmonella spp. e diferenciacdo de fagotipos e sorovares mais
comumente encontrados em amostras clinicas humanas. Quando a técnica foi
aplicada em amostras de fezes, os sorovares prevalentes, Enteritidis e Typhimurium,
foram detectados com uma sensibilidade de 93%, especificidade de 100% e
eficiéncia de 98% (ALVAREZ et al., 2004).

PCR multiplex também foi utilizada em analise de presunto cozido
para deteccdo de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes. O gene invA foi
utilizado como marcador genético de Salmonella. Este ensaio provou ser um método
simples e rapido para confirmacdo simultdnea de supostas colbnias dessas duas
bactérias diretamente de meio solido, sem prévia extracdo de DNA (JOFRE et al.,
2005).

De acordo com Beja-Pereira e Almeida (2005), algumas variacdes
da técnica de PCR sdo muito utilizadas em estudos de semelhanca entre isolados.
Os polimorfismos de tamanho dos fragmentos de restricdo, ou RFLP, resultam da
possibilidade de clivar o DNA através da utilizacdo de enzimas de restricdo que sao
capazes de reconhecer pequenas sequéncias especificas. Atualmente, existem
algumas centenas de enzimas de restricdo disponiveis comercialmente. RFLP
implica na amplificacdo por PCR da sequéncia de interesse, sua digestdo com a
enzima de restricdo adequada e a subsequente separacdo dos fragmentos obtidos
num gel de agarose ou poliacrilamida. Como o DNA em solugdo é uma molécula
carregada negativamente, os seus fragmentos deslocam-se sempre para o polo
positivo e a sua separacao resulta das diferencas de tamanho (BEJA-PEREIRA,;
ALMEIDA, 2005).

Os polimorfismos de DNA amplificados ao acaso, ou RAPD fazem
uso de iniciadores ditos arbitrarios (pequenos e de sequéncias aleatorias). Esta
técnica € apropriada para identificar e distinguir genétipos de uma mesma espécie.

Uma das vantagens do RAPD é que nao se escolhe a regido a ser amplificada, ao
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contrario disso, utilizam-se iniciadores de sequéncias arbitrarias de bases e
analisam-se o0s produtos amplificados. Os polimorfismos amplificados sao
reconhecidos pela presenca ou auséncia de fragmentos num genotipo, em relagédo a
outro (WILLIAMS et al., 1990).

Os polimorfismos de tamanho dos fragmentos amplificados, ou
AFLP, evoluiram a partir do RAPD. A técnica baseia-se na amplificacdo de um
subconjunto de fragmentos gerados a partir da clivagem do DNA gendémico com
combinagbes de enzimas de restricAo que deixam extremidades coesivas de
sequéncias reconhecidas, assim, € possivel construir seqiiéncias de nucleotideos de
fita dupla que se ligam as extremidades dos fragmentos de restricdo, denominados
adaptadores. Uma vez que a sequéncia dos adaptadores e a do sitio de restricao
sdo conhecidas, pode-se construir iniciadores especificos a essas sequéncias (VOS
et al., 1995).

Em um estudo realizado com isolados de Salmonella provenientes
de carcaca de frangos comercializados em Londrina entre 1999 e 2000, Alcocer et
al. (2006) utilizaram REP (Repetitive Extragenic Palindromic) e ERIC
(Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) PCR, outras variacbes da PCR,
para caracterizacdo molecular dos isolados e discriminacdo dos sorovares. A REP-
PCR forneceu um perfil Gnico de bandas, constante e especifico para cada sorovar
analisado, parecendo ser um meétodo atrativo a ser utilizado no futuro para a
discriminacdo preliminar dos sorovares de Salmonella mais freqientemente isolados
(ALCOCER et al., 2006).

Recentemente, Tunung et al. (2007) utilizaram a ERIC-PCR para
caracterizar, sorotipar e estudar a relacdo entre as espécies e 0s sorovares de
Salmonella isolados em alimentos vendidos nas ruas e em amostras clinicas na
Malasia. Os autores relataram que todos os isolados eram da espécie Salmonella
enterica e a ERIC-PCR conseguiu diferenciar 19 sorovares.

Embora a PCR tradicional e suas variacdes representem um grande
avanco em termos de velocidade, sensibilidade e especificidade, a complexa
composicao da matriz alimentar pode interferir na reacéo e diminuir a sensibilidade
das andlises (SALOMONSSON et al., 2005; ESPINOZA-MEDINA et al., 2006).
Particulas e substancias soluveis podem ser removidas por centrifugacdo de baixa
ou alta velocidade, porém, bactérias podem ser perdidas nesse processo levando a

uma diminui¢do da sensibilidade da técnica (FLORES et al., 2001).
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Uma etapa relativamente longa de pré-enriquecimento ¢é
normalmente necessaria para fornecer um nivel de sensibilidade aceitavel antes da
PCR devido a baixa contaminacdo bacteriana observada frequentemente em varios
produtos alimenticios frescos. Esse pré-enriquecimento, ndo-seletivo e/ou seletivo,
tem sido aplicado na deteccdo de muitos patdgenos bacterianos, inclusive
Salmonella, com a finalidade de melhorar a sensibilidade e diluir substancias
inibidoras da reacgéo (OLIVEIRA et al., 2002; ESPINOZA-MEDINA et al., 2006).

Neste contexto observa-se que a PCR aparece como técnica
alternativa rapida, sensivel e especifica para deteccdo de patdogenos e pode ser
utilizada como uma ferramenta a mais em laboratérios de diagnostico de surtos,

como também de Controle de Qualidade de alimentos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 IsoLADOS BACTERIANOS

Isolados de Salmonella dos sorovares Typhimurium, Typhi, Infantis,
Montevideo, Agona, Dublin, Newport, dois isolados do sorovar Enteritidis e isolados
de Citrobacter freudii, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Morganella
morganii, Shigella sonnei, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli
foram adquiridos no Laboratorio de Microbiologia de Alimentos da Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, PR (UEL). Isolados de Salmonella dos sorovares
Enteritidis PT 1, Enteritidis PT 7, London, Albany, Corvallis, Oranienburg, Mbandaka,
Saintpaul, Schwarzengrund e Anatum foram fornecidos pelo Laboratério Central do
Estado do Paranad (LACEN, Curitiba) e sorotipados e fagotipados na Fundacao
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, RJ (FIOCRUZ). Salmonella Enteritidis IAL1132
adquirida no Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo, SP, foi usada como controle
positivo.

4.2 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE -PCR

4.2.1 Extracdo de DNA dos Isolados

A extracdo de DNA dos isolados bacterianos foi realizada conforme
SWANENBURG et al. (1998). Todos os isolados bacterianos foram cultivados em
caldo infusdo de cérebro e coracdo (BHI) (Acumedia, Lansing, Mich., EUA) a 37°C
por 24 horas. Aliquotas de 1 ml das suspensdes bacterianas foram centrifugadas a
16000 x g por 10 min. O precipitado foi lavado com 900 pl de solucdo salina a
0,85%, estéril, centrifugado novamente por 10 min a 16000 x g e ressuspenso com

500 pl de solugéo Triton X-100 (Nuclear, Diadema, SP, Brasil) a 1%, estéril. Para a
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extracdo do DNA, as suspensdes foram fervidas a 100°C por 10 min, resfriadas em
banho de gelo por 5 min e centrifugadas por 5 min a 8100 x g. Os sobrenadantes

foram usados como DNA alvo para a padronizagdo da PCR multiplex.

4.2.2 Padronizacao da PCR Multiplex

Para a reacdo em cadeia da polimerase foi testado um par de
iniciador especifico para o género Salmonella e um par de iniciador especifico para o
sorovar Enteritidis.

Inicialmente, foram utilizados o par de iniciadores INVA F (Forward)
e INVA R (Reverse) (FRATAMICO, 2003), para deteccao de Salmonella spp. e o par
de iniciadores IE1 F e IE1 R (WANG; YEH, 2002), que detecta um elemento de
transposicdo especifico de Salmonella Enteritidis, caracterizando, portanto, um
marcador genético desse sorovar. Ambos pares de iniciadores foram sintetizados
pela Invitrogen (Carlsbad, Calif., EUA). As seqiéncias dos iniciadores utilizados,
bem como o tamanho das seqiéncias de DNA amplificadas em pares de base (pb),

sdo mostradas na Tabela 2.

Tabela 2 — Sequéncia dos iniciadores utilizados na reacdo de amplificacdo de DNA e
tamanho das seqgliéncias de DNA amplificadas em pb (pares de base).

tamanho da seqiiéncia
amplificada de DNA (pb)

iniciador seqiéncia5’—» 3’

INVA F CGGTGG TTT TAAGCG TACTCT T
INVAR CGAATATGC TCC ACA AGG TTA
IE1F AGT GCC ATACTT TTAATG AC
IE1TR ACT ATG TCG ATACGG TGG G

796

316

As reacdes de amplificacdo foram realizadas com 5 pl da amostra
com DNA, extraido conforme descrito anteriormente, adicionados a um mix (15pl)
constituido de tampéo para PCR 1X (20 mM Tris-HCI, pH 8,4, 50 mM KCI,
Invitrogen), 1,5 mM de MgClz, 100 mM de cada dNTP (Invitrogen), 0,9 uM do par de
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iniciadores INVA (FRATAMICO, 2003), 0,4 uM do par de iniciadores IE1
(WANG;YEH, 2002) e 0,5 U de Taq Polimerase (Invitrogen). O DNA foi desnaturado
a 94°C por 2 min e amplificado com 35 ciclos de desnaturacdo (94°C por 40 s),
anelamento (58°C por 1 min) e extensao (72°C por 1 min) em termociclador Peltier-

Effect Cycling (MJ Research, Inc.). A extensao final foi realizada por 7 min a 72°C.

4.2.3 Analise dos Produtos de Amplificacao

Apods a PCR, em cada reacao de amplificacdo foram adicionados 4
pul de tampao de amostra [Ficoll 400 (Fluka BioChemika, Milwaukee, Wis., USA)
15%; azul de bromofenol (LabSynth, Diadema, SP, Brasil) 0,25%]. Aliquotras de 5 pl
dessa mistura foram analisados em gel de agarose (Laboratorio Conda, Madri,
Espanha) a 1,5%. A eletroforese foi realizada em cuba horizontal em tampao Tris
borato EDTA [Tris (Invitrogen) 45 mM; acido bérico (Nuclear) 45 mM, EDTA
(Nuclear) 1,25 mM], desenvolvida a 3 V/cm durante 1 hora e 30 minutos. Como
marcador de peso molecular foi utilizado DNA de 100 pb (Invitrogen). O gel foi
corado com brometo de etideo (Invitrogen) 0,5 pg/ml e a amplificacdo dos
fragmentos de DNA foi visualizada por luz UV em transiluminador (Vilber Lourmat,
Torcy, ZI, Franga). O gel foi fotografado em sistema de fotodocumentacdo Doc-print
(Vilber Lourmat).

A extracdo de DNA, a PCR e a eletroforese das amostras foram

repetidas duas vezes em dias diferentes.

4.3 AVALIACAO DA ESPECIFICIDADE DO ENSAIO PCR PADRONIZADO

Todos os isolados bacterianos foram utilizados na avaliacdo da
especificidade do ensaio PCR padronizado. O teste de especificidade foi repetido

duas vezes com DNA extraido em dias diferentes.



28

4.4 AvALIACAO DO ENsAIO PCR PADRONIZADO EM CARCACA DE FRANGO ARTIFICIALMENTE

CONTAMINADA

4.4.1 Contaminagéo das Carcacas

Peles do peito de 10 diferentes carcacas de frango foram retiradas
assepticamente e analisadas separadamente. Uma porcéo de 10 g de cada amostra
de pele foi submetida a analise microbioldgica para deteccdo de Salmonella spp. A
segunda porcéo de 10 g das amostras de peles ndo contaminadas foi inoculada com
Salmonella Agona ou Salmonella Enteritidis IAL 1132 para obtencdo de
aproximadamente 1, 10 e 50 UFC por 10 g de pele. Células viaveis foram
confirmadas com o crescimento em agar BHI (Acumedia) de aliquotas de mesmos

volumes que os de contaminacao.

4.4.2 Analise Microbiologica das Amostras

As amostras de pele contaminadas foram colocadas em sacos
plasticos estéreis com 90 ml de agua peptonada alcalina (Acumedia) e
homogeneizadas em “Stomacher 400" (Seward, Worthing, Inglaterra). As
suspensoes foram transferidas para um recipiente estéril e incubadas a 37°C por 24
horas. Aliquotas de 1,0 ml e 0,1 ml do enriguecimento néo seletivo foram inoculadas,
respectivamente, em 10ml de caldo Selenito-Cistina (SC) (HiMedia, Mumbai, india) e
em 10 ml de caldo Rappaport-Vassiliadis (RV) (HiMedia). O caldo SC foi incubado a
37°C por 24 h e o caldo RV a 42°C por 48 h. Hektoen (Acumedia) e xilose lisina
desoxicolato de sodio (XLD) (Acumedia) foram utilizados como meios soélidos
seletivos e diferenciais e incubados a 37°C por 24 h. Coldnias caracteristicas de
Salmonella foram submetidas a triagem bioquimica com utilizacdo do citrato,
motilidade, producéo de indol, descarboxilacdo da lisina, producdo de géas a partir da

glicose, fermentacdo da lactose, producdo de sulfeto de hidrogénio e hidrélise da
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uréia (MACFADDIN, 1980). A confirmacdo do género Salmonella foi feita através da
técnica de aglutinacdo rapida com anti-soro polivalente (Probac, Sao Paulo, SP,

Brasil).

4.4.3 Extracdo de DNA e PCR das Amostras Artificialmente Contaminadas

Aliquotas de 1 ml do enriquecimento n&do seletivo foram
centrifugadas a 16000 x g por 10 min. O precipitado foi lavado com 900 pl de
solucéo salina a 0,85%, estéril, centrifugado a 16000 x g por 10 min e ressuspenso
com 500 pl de solucao Triton X-100 (Nuclear) a 1%, estéril. Para a extracdo do DNA,
as suspensoes foram fervidas a 100°C por 10 min, resfriadas em banho de gelo por
5 min e centrifugadas por 5min a 8100 x g. Os sobrenadantes foram usados como
DNA alvo para a PCR multiplex padronizada.

A avaliacdo do ensaio PCR em pele de frango artificialmente
contaminada foi repetida duas vezes.

4.5 ANALISE DE CARCACA DE FRANGO NATURALMENTE CONTAMINADA

Sessenta e seis carcacas de frango, sendo 49 compradas em
supermercados e agcougues e 17 em feiras livres de Londrina, PR, foram analisadas.
A andlise microbiolégica das peles retiradas do peito das carcacas foi realizada
conforme descrito anteriormente.

Os isolados de Salmonella obtidos das carcacas de frango foram
sorotipados na FIOCRUZ, Rio de Janeiro.

Aliquotas de 1 ml do enriquecimento ndo seletivo foram submetidas
a extracdo de DNA conforme descrito anteriormente. Os sobrenadantes foram
usados como DNA alvo na PCR multiplex padronizada.

Os resultados deste trabalho estdo apresentados na forma de artigo
cientifico, sob o titulo: “Padronizacdo de PCR para detec¢do simultdnea de
Salmonella spp. e Samonella Enteritidis em carne de frango”, redigido de acordo

com as normas do periodico “Journal of Food Protection”.
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5 ARTIGO - Padronizagédo de PCR para deteccéo simultanea de Salmonella
spp. E Samonella Enteritidis em carne de frango

Daniel Santos Pinto Silva®, Elisa Yoko Hirooka' e Tereza Cristina R. M. de Oliveira®

Resumo:

A salmonelose € a doenca alimentar de origem bacteriana mais prevalente no
Estado do Parand, Brasil, e o sorovar Enteritidis foi responsavel por
aproximadamente 80% dos surtos ocorridos nesse Estado, entre 1999 e 2006. O
objetivo deste trabalho foi padronizar um ensaio PCR multiplex para a deteccao de
Salmonella spp. e diferenciacdo simultdanea de Salmonella Enteritidis em carcacas
de frango. A PCR foi padronizada utilizando-se pares de iniciadores especificos para
Salmonella spp. e S. Enteritidis, que geraram produtos de DNA amplificado de 796
pb e 316 pb de comprimento, respectivamente. A especificidade do ensaio foi de
100%. Apdés 24 h de enriquecimento nao seletivo foi possivel detectar
aproximadamente 1 UFC de Salmonella por 10 g de pele de frango artificialmente
contaminada. Das 66 amostras de carcacas de frango analisadas, adquiridas no
comércio de Londrina, nove (13,0%) estavam contaminadas com Salmonella spp. A
presenca dessa bactéria foi confirmada pelo método tradicional de cultura e
identificados os sorovares Schwarzengrund e Montevideo, respectivamente, em seis
e em trés amostras. Através da PCR foi detectado fragmento de DNA especifico que
confirmou a presenca do género Salmonella, porém ndo do sorovar Enteritidis. A
PCR multiplex padronizada apresentou sensibilidade e especificidade para detectar
0 género Salmonella e, simultaneamente, diferenciar o sorovar Enteritidis em carne
de frango apos 24 horas de andlise.

Palavras-chave: Salmonella spp. Salmonella Enteritidis. PCR. Carcaca de frango.

INTRODUCAO

A salmonelose, segundo a Organizacdo Mundial de Saude, é uma
das mais importantes enfermidades transmitidas por alimentos devido ao niumero de
pessoas afetadas anualmente e a consequente perda econémica decorrente de
tratamentos médico-hospitalares e da necessidade de reprocessamento e ou
destruicdo de alimentos contaminados (7, 26).

Os surtos de salmonelose humana ocorridos no Brasil causados por

Salmonella Enteritidis aumentaram acentuadamente a partir da segunda metade da

! Universidade Estadual de Londrina, Centro de Ciéncias Agrarias, Departamento de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, Campus Universitario, C.P. 6001, CEP 87051- 970 - Londrina, PR, Brasil.
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década de 1990, tornando-se um importante problema econémico e de saude
publica. Um estudo realizado com isolados de Salmonella enviados ao Instituto
Adolfo Lutz de Sdo Paulo mostrou que, entre 1991 e 1995, a porcentagem de
isolamento de S. Enteritidis de origem humana passou de 1,2% para 64,9% (20).

No Parana, a partir de 1995, a salmonelose passou a ser a principal
doenca transmitida por alimentos. Entre 1999 e 2006, 52 municipios (13,0%) dos
399 que compbe esse Estado notificaram surtos de salmonelose. O sorovar
Enteritidis foi identificado em 74,8% dos isolados provenientes de pacientes e em
80,09 dos isolados de alimentos envolvidos nos surtos. Portanto,
epidemiologicamente € essencial identificar o sorovar Enteritidis nas andlises
laboratoriais de controle de qualidade de alimentos uma vez que este sorovar tem
sido responsavel por aproximadamente 80% dos surtos de salmonelose humana
ocorridos no Parana (8).

Vérios alimentos ja foram associados a surtos de salmonelose,
porém, os produtos de origem avicola tém sido as principais fontes de infeccéo e a
predominancia do sorovar Enteritidis est4 relacionada ao consumo de carne de
frango e de ovos (25, 27).

O Brasil iniciou a sua producdo intensiva de aves a partir de 1960 e,
atualmente, € o segundo produtor e o primeiro exportador mundial de carne de
frango, sendo o Parana o maior Estado produtor do Brasil. Em 2007, a producdo foi
de aproximadamente 10,25 milhdes de toneladas, com cerca de 32% deste total
exportado e o consumo per capita passou de 2,3 kg, em 1971, para 37,823 kg, em
2007, tornando-se o Brasil um dos maiores consumidores de carne de frango do
mundo (21). O mercado de exportacdo continua crescendo e a sua influéncia é
observada em todos os niveis da producéo avicola brasileira. As barreiras sanitarias
tém exigido o controle da contaminag¢do do plantel, principalmente, por Salmonella
spp. e Campylobacter spp. Como o sorovar Enteritidis ndo provoca sintomas clinicos
graves nas aves, 0 monitoramento destas bactérias € muito importante para o
controle da doenca humana (3).

Métodos convencionais de cultura usados para a deteccdo de
Salmonella em alimentos séo laboriosos e demorados. Além disso, 0 sorovar e 0
fagotipo séo identificados em laboratorio de referéncia, o que dificulta uma adequada

investigacao epidemioldgica de surtos (24).
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Métodos alternativos para deteccdo de Salmonella em alimentos tém
sido padronizados, entre eles, técnicas de imunoensaio, hibridizacdo de &acido
nucléico (1, 22) e reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (13). A PCR tem provado
ser uma técnica alternativa especifica e sensivel para deteccdo de Salmonella,
fornecendo resultados com precisdo em torno de 24 horas. Além disso, observou-se
qgue a PCR foi a técnica de maior aceitacdo entre as demais técnicas moleculares
desenvolvidas recentemente, podendo ser empregada como ferramenta em
laboratérios de Controle de Qualidade e diagnostico (2, 9).

Véarias metodologias de deteccdo de Salmonella por PCR ja foram
descritas utilizando pares de iniciadores para o gene invA (18). Esse gene confere a
Salmonella capacidade de invadir células e estda amplamente distribuido no género,
possivelmente, entre todos os sorovares (14). Assim, pode ser utilizado como um
marcador genético para o género. S. Enteritidis possui um elemento de transposicao
(IE) especifico que pode caracterizar um marcador genético desse sorovar (23).

Dessa forma o objetivo desse trabalho foi padronizar um ensaio de
PCR multiplex para deteccdo de Salmonella spp. e identificagdo do sorovar

Enteritidis em carcacas de frango.

MATERIAL E METODOS

Isolados bacterianos e extragdo de DNA. A avaliacdo da
especificidade do ensaio PCR padronizado neste trabalho foi realizada utilizando
diferentes sorovares de Salmonella e diferentes espécies bacterianas. Sorovares
Typhimurium, Typhi, Infantis, Montevideo, Agona, Dublin, Newport, dois isolados do
sorovar Enteritidis e isolados de Citrobacter freudii, Enterobacter aerogenes,
Enterobacter cloacae, Morganella morganii, Shigella sonnei, Proteus mirabilis,
Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli foram adquiridos no Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos da Universidade Estadual de Londrina (UEL), PR.
Isolados de Salmonella dos sorovares Enteritidis PT 1, Enteritidis PT 7, London,
Albany, Corvallis, Oranienburg, Mbandaka, Saintpaul, Schwarzengrund e Anatum
foram fornecidos pelo Laboratorio Central do Estado do Parana (LACEN, Curitiba) e
sorotipados e fagotipados na Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, RJ,
(FIOCRUZ). Salmonella Enteritidis IAL1132 adquirida no Instituto Adolfo Lutz, Sao
Paulo, foi usada como controle positivo. Todos os isolados bacterianos foram
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cultivados em caldo infusdo de cérebro e coracao (BHI) (Acumedia, Lansing, Mich.,
EUA) a 37°C por 24 h. Aliguotas de 1 ml das suspensdes bacterianas foram
centrifugadas a 16000 x g por 10 min. O precipitado foi lavado com 900 pl de
solucao salina a 0,85%, estéril, centrifugado a 16000 x g por 10 min e ressuspenso
com 500 pl de solucdo Triton X-100 (Nuclear, Diadema, SP, Brasil) a 1%, estéril.
Para a extracdo do DNA, as suspensdes foram fervidas a 100°C por 10 min,
resfriadas em banho de gelo por 5 min e centrifugadas por 5 min a 8100 x g. Os
sobrenadantes foram usados como DNA alvo para a padronizagdo da PCR
multiplex. O teste de especificidade foi repetido duas vezes com DNA extraido em
dias diferentes.

Padronizacdo da PCR para deteccéo simultanea de Salmonella spp.
e S. Enteritidis. Cada reacdo de amplificacdo continha 5 pl da amostra de DNA,
extraido conforme descrito anteriormente, adicionados a um mix (15 pl) constituido
de tampéo para PCR 1X (20 mM Tris-HCI, pH 8,4, 50 mM KCI) Invitrogen (Carlsbad,
Calif., EUA), 1,5 mM de MgClz, 100 mM de cada dNTP (Invitrogen), 0,9 uM dos
iniciadores INVA F e R (4), especificos para o género Salmonella, 0,4 uM dos
iniciadores IE1 F e R (23), especificos para o sorovar Enteritidis e 0,5 U de Taq
Polimerase (Invitrogen). A amplificacdo do DNA das amostras foi realizada
utilizando-se o seguinte programa: desnaturacéo inicial a 94°C por 2 min seguida de
35 ciclos de desnaturacao (94°C por 40 s), anelamento (58°C por 1 min) e extensao
(72°C por 1 min) em termociclador Peltier-Effect Cycling (MJ Research, Inc.). A
extensdo final foi realizada por 7 min a 72°C. As sequéncias dos iniciadores
utilizados, bem como o tamanho das sequéncias de DNA amplificadas em pares de
base (pb), sdo mostradas na Tabela 1. Os produtos amplificados foram analisados
em gel de agarose (Laboratorio Conda, Madri, Espanha) a 1,5%. A eletroforese foi
realizada em cuba horizontal em tampao Tris borato EDTA [Tris (Invitrogen) 45 mM,;
acido borico (Nuclear) 45 mM, EDTA (Nuclear) 1,25 mM] e tampao de amostra [Ficoll
400 (Fluka BioChemika, Milwaukee, Wis., USA) 15%; azul de bromofenol (LabSynth,
Diadema, SP, Brasil) 0,25%]. Como marcador de peso molecular foi utilizado DNA
de 100 pb (Invitrogen). O gel foi corado com brometo de etideo (Invitrogen) 0,5 pg/ml
e a amplificagdo dos fragmentos de DNA, visualizada em sistema de
fotodocumentag&o Docprint (Vilber Lourmat, Torcy, ZI, Franga). A extracao de DNA,
a PCR e a eletroforese das amostras foram repetidas duas vezes, em dias

diferentes.



34

Tabela 1 — Seqiiéncia dos iniciadores utilizados na reacéo de amplificacdo de DNA
e tamanho das sequiéncias de DNA amplificadas em pares de base

(PD).

iniciador seqiiéncia 5— 3’

tamanho da seqiiéncia
amplificada de DNA (pb)

INVA F CGGTGG TTT TAAGCGTACTCTT
INVAR CGAATATGC TCC ACAAGGTTA
IE1F AGT GCC ATACTT TTAATG AC
[E1TR ACT ATGTCGATACGGTGG G

796

316

Avaliacdo do ensaio PCR padronizado em carcaca de frango
artificialmente contaminada. Peles do peito de 10 diferentes carcacas de frango
foram retiradas e analisadas separadamente. Uma porgéo de 10 g de cada amostra
de pele foi submetida a analise microbioldgica para deteccado de Salmonella spp. A
segunda porcéo de 10 g das amostras de peles ndo contaminadas foi inoculada com
Salmonella Agona ou Salmonella Enteritidis IAL 1132 para obtencdo de
aproximadamente 1, 10 e 50 UFC por 10 g de pele. As amostras foram colocadas
em sacos plasticos estéreis com 90 ml de 4gua peptonada alcalina (Acumedia) e
homogeneizadas em “Stomacher 400" (Seward, Worthing, Inglaterra). As
suspensdes foram transferidas para um recipiente estéril e incubadas a 37°C por 24
h. Aliquotas de 1,0 ml e 0,1 ml do enriqguecimento ndo seletivo foram inoculadas,
respectivamente, em 10 ml de caldo Selenito-Cistina (SC) (HiMedia, Mumbai, india)
e em 10 ml de caldo Rappaport-Vassiliadis (RV) (HiMedia). O caldo SC foi incubado
a 37°C por 24 h e o caldo RV a 42°C por 48 h. Hektoen (Acumedia) e xilose lisina
desoxicolato de sodio (XLD) (Acumedia) foram utilizados como meios soélidos
seletivos e diferenciais e incubados a 37°C por 24 h. Colbénias caracteristicas de
Salmonella foram submetidas a triagem bioquimica com crescimento em citrato de
Simmons, motilidade, producédo de indol, descarboxilacdo da lisina, producéo de gas
a partir da glicose, fermentacéo da lactose, producéo de sulfeto de hidrogénio e
hidrélise da uréia (10). A confirmacdo do género Salmonella foi feita através da
técnica de aglutinacdo rapida com anti-soro polivalente (Probac, Sado Paulo, SP,
Brasil). Para a PCR, aliquotas de 1 ml do enriquecimento nédo seletivo foram
centrifugadas a 16000 x g por 10 min. O precipitado foi lavado com 900 pl de
solucao salina a 0,85%, estéril, centrifugado a 16000 x g por 10 min e ressuspenso
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com 500 pl de solugéo Triton X-100 (Nuclear) a 1%, estéril. Para a extracdo do DNA,
as suspensodes foram fervidas a 100°C por 10 min, resfriadas em banho de gelo por
5 min e centrifugadas por 5 min a 8100 x g. Os sobrenadantes foram usados como
DNA alvo na PCR multiplex padronizada. A avaliagdo do ensaio de PCR em
carcacas de frango artificialmente contaminadas foi repetida duas vezes.

Andlise de carcacas de frango naturalmente contaminadas.
Sessenta e seis carcacas de frango compradas no comércio de Londrina, PR, foram
analisadas. A analise microbiolégica das peles retiradas do peito das carcacas foi
realizada conforme descrito anteriormente. Os isolados de Salmonella obtidos das
carcacas de frango foram sorotipadas na FIOCRUZ, Rio de Janeiro (Brasil).
Aliquotas de 1 ml do enriqguecimento ndo seletivo foram submetidas a extracdo de
DNA conforme descrito. Os sobrenadantes foram usados como DNA alvo na PCR

multiplex padronizada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os sorovares de Salmonella, inclusive os isolados de S.
Enteritidis foram identificados pela presenca da amplificacdo do fragmento de DNA
de 796 pb, obtido com o par de iniciadores INVA. Os quatro isolados de S. Enteritidis
testados apresentaram, além desse fragmento marcador especifico do género, o
produto da amplificacdo do fragmento de DNA de 316 pb, obtido com a utilizacéo do
par de iniciadores IE1, especifico para esse sorovar. Quando os dois pares de
iniciadores foram testados com C. freudii, E. aerogenes, E. cloacae, M. morganii, S.
sonnei, P. mirabilis, K. pneumoniae e E. coli ndo foi possivel visualizar os fragmentos
de DNA de 796 e 316 pb.

Rahn et al. (17), utilizando um par de iniciadores para o gene invA,
avaliaram 630 isolados de Salmonella de 100 sorovares diferentes e 142 isolados de
21 géneros bacterianos e observaram especificidade de 99,4%. Apenas dois
isolados de S. Litchfield e de S. Senftenberg ndo geraram o fragmento de DNA
amplificado esperado. Oliveira et al (16) e Malorny et al. (11), utilizando o mesmo par
de iniciadores utilizado por Rahn et al. (17), observaram especificidade de 100% na
identificacdo dos isolados de Salmonella spp. testados.

Recentemente, Moganedi et al. (12) utilizaram o ensaio PCR

padronizado por Rahn et al. (17) e ndo encontraram o fragmento de DNA amplificado
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esperado em apenas dois isolados, S. Pullorum e S. Arizonae, dos 14 diferentes
sorovares de Salmonella testados.

Fratamico e Strobaugh (5) desenvolveram o par de iniciadores INV
A, que foi utilizado nesse trabalho, e obtiveram especificidade de 100% na
identificacdo dos 42 isolados de Salmonella de 18 diferentes sorovares testados,
inclusive S. Senftenberg e S. Arizonae.

Os resultados observados no presente trabalho sdo semelhantes
aos encontrados por Fratamico e Strobaugh (5) e semelhantes também, aos
encontrados por Wang e Yeh (23), que desenvolveram o par de iniciadores IE1 para
padronizar um ensaio PCR para identificacdo de S. Enteritidis.

O uso do enriquecimento nao seletivo antes da PCR foi apropriado
para diluir substancias inibidoras e células nao-viaveis, como também, fornecer
condicOes favoraveis para o crescimento e multiplicagcdo de Salmonella a um namero
detectavel, como observado anteriormente por outros autores (6, 15, 18, 19).

Ambos fragmentos de DNA amplificado de 796 e 316 pb foram
observados em carcacgas de frango artificialmente contaminadas com S. Enteritidis,
apos 24 horas de enriquecimento nao seletivo. Das carcacas artificialmente
contaminadas com S. Agona, foi observado apenas produto de amplificacdo do
fragmento de DNA de 796 pb (Fig. 1). As andlises microbiolégicas confirmaram a
presenca de S. Agona e S. Enteritidis nas carcagas de frango contaminadas

artificialmente com esses sorovares.

796 bp

Ap—
316 bp

Figura 1 — Perfil eletroforético obtido através de PCR multiplex de carcaga de frango
artificialmente contaminada com Salmonella Agona. Produto de amplificacdo do
controle positivo S. Enteritidis IAL 1132 (1), produto de amplificacdo dos
enriqguecimentos ndo seletivos com 1, 10 e 50 UFC de S. Agona por 10 g de
pele (2, 3 e 4, respectivamente). M, marcador molecular DNA (100pb)
(Invitrogen).
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Das 66 amostras de carcacas de frango adquiridas no comércio de
Londrina, PR, nove (13,0%) estavam contaminadas com Salmonella spp. A presenca
dessa bactéria patogénica foi confirmada pelo método tradicional de cultura e apés
sorotipagem, foram identificados os sorovares Schwarzengrund e Montevideo em
seis e trés amostras, respectivamente. Na analise por PCR foram detectados apenas
produtos de amplificacdo do fragmento de DNA de 796 pb, confirmando a néo

presenca de S. Enteritidis (Fig. 2).

R Y 3=

Figura 2 — Perfil eletroforético obtido através de PCR multiplex de carcacas de frango
naturalmente contaminadas. Produto de amplificacdo do controle positivo S.
Enteritidis IAL 1132 (1), produto de amplificacdo de uma amostra contaminada
com Salmonella Schwarzengrund (2), duas amostras contaminadas com
Salmonella Montevideo (6 e 7) e de trés amostras ndao contaminadas (3, 4 e 5).
M, marcador molecular DNA (100pb) (Invitrogen).

Embora o nimero de amostras de carcacas de frango naturalmente
contaminadas analisadas tenha sido pequeno, os resultados obtidos neste trabalho
sugerem que o0 ensaio PCR multiplex padronizado apresenta sensibilidade e
especificidade para detectar o género Salmonella neste produto e, simultaneamente,
diferenciar o sorovar Enteritidis em 24 horas de analise.

A rapidez, especificidade e sensibilidade da PCR padronizada neste
trabalho vém de encontro as necessidades dos laboratérios de Diagnostico e de
rotina de Controle de Qualidade de Alimentos que precisam ter acesso a um método

rapido e confiavel de deteccédo de Salmonella em alimentos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

7z

O ensaio PCR multiplex padronizado no presente trabalho é uma
alternativa viavel para diminuir o tempo de deteccdo de Salmonella em carne de
frango. Ser& necessario avaliar se as condicfes de preparo das amostras e da PCR
padronizadas neste trabalho sdo adequadas para a analise de outros alimentos.
Além disso, outros trabalhos seriam interessantes de serem realizados, tais como:
incluir, na diferenciacdo simultanea, os sorovares Newport, Derby, Infantis e
Typhimurium que foram, depois de Enteritidis, 0s principais sorovares responsaveis
por surtos de salmonelose ocorridos no Parana, entre 1999 e 2006; testar tempos de
enriquecimento ndo seletivo mais curtos com a finalidade de diminuir ainda mais o

tempo de analise.
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