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RESUMO

Salmonella entérica subespécie entérica sorovares Enteritidis e Typhimurium sao
importantes agentes causadores de infeccbes alimentares. Métodos de deteccgéo
simultanea destes sorovares podem contribuir para a adocdo de medidas de
prevencao destas doencas. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para deteccao
individual ou simultdanea (PCRm) dos sorovares Enteritidis e Typhimurium em
alimentos ja foram padronizados, no entanto, a maioria emprega o gene fliC como
alvo para deteccdo do sorovar Typhimurium. A especificidade deste gene é
questionavel, pois também ja foi descrito para S. Kentucky. Neste contexto, o
objetivo desta pesquisa foi desenvolver um novo ensaio PCR multiplex (PCRm) para
a deteccdo e diferenciacdo simultdnea de Salmonella spp., S. Enteritidis e S.
Typhimurium em carne de frango. O gene STM4492, que foi utilizado para
diferenciar S. Typhimurium, nunca havia sido utilizado em ensaio multiplex para
diferenciagdo desses sorovares. Os ensaios de PCRm revelaram elevada
especificidade para S. Typhimurium com capacidade de diferencia-lo dos 22
sorovares de Salmonella testados, incluindo S. Kentucky. Os pares de
oligonucleotideos Styinva-JHO-2 (gene invA) e ENT (gene sdf) empregados no
ensaio para deteccdo de Salmonella spp. e S. Enteritidis mostraram-se também
especificos. A sensibilidade do ensaio foi de 100% e a especificidade de 94,8%. O
ensaio foi capaz de detectar 1 a 10 UFC/mL de S. Enteritidis e S. Typhimurium apés
24 horas de enriguecimento néo seletivo e extragdo do DNA com TZ e fervura sem
purificacdo. A extracdo do DNA com TZ e fervura é adequada e, devido a sua
simplicidade, pode ser utilizada na rotina laboratorial. O ensaio mPCR desenvolvido
mostrou ser viavel e apresentar sensibilidade satisfatoria para a deteccdo de
Salmonella spp. e a diferenciacédo dos sorovares Enteritidis e Typhimurium em carne
de frango. Dada a importancia dos surtos de salmonelose, o ensaio mPCR
padronizado pode ser utilizado como ferramenta de triagem rapida em laboratorios
de anadlise de alimentos e como técnica alternativa para a identificacdo especifica
dos sorovares Enteritidis e Typhimurium a partir de cepas isoladas pelo método
convencional.

Palavras-chave: Deteccao rapida. Reacdo em cadeia da polimerase. Salmonelose.
Solugéo de lise TZ.
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ABSTRACT

Salmonella enterica subspecies enterica serovar Enteritidis and Typhimurium are
important causes of foodborne illness. Methods for simultaneous detection of these
serovars may contribute for the adoption of measures to prevent these diseases. The
polymerase chain reaction (PCR) to detect individually or simultaneously the
serovars Enteritidis and Typhimurium in foods have been standardized, however, the
majority of assays employs the fliC gene as a target for detection of serovar
Typhimurium. The specificity of that gene is questionable, as it has also been
described for S. Kentucky. In this context, the aim of this study was to develop a new
multiplex PCR assay (mPCR) for the simultaneous detection and differentiation of
Salmonella spp., S. Enteritidis and S. Typhimurium in chicken meat. The gene
STM4492, that was used to differentiate S. Typhimurium, has never been used in
multiplex assay for differentiation of those serovars. The mPCR assays showed high
specificity and differentiated S. Typhimurium from 22 Salmonella serovars tested,
including S. Kentucky. The pairs of oligonucleotides Styinva-JHO-2 (gene InvA) and
ENT (sdf gene), used in the assay for detection of Salmonella spp. and S. Enteritidis,
were also specific. The assay sensitivity was 100% and specificity of 94.8%. The
MPCR can detect 1 to 10 CFU / mL of S. Enteritidis and S. Typhimurium after 24
hours of non-selective enrichment and DNA extraction with TZ and boiling, without
purification. The DNA extraction with TZ and boiling is adequate, and because of its
simplicity, can be used in routine laboratory. The developed mPCR assay was
adequate and showed satisfactory sensitivity for detection of Salmonella spp. and
differentiation of serovars Typhimurium and Enteritidis in chicken meat. Given the
importance of Salmonella outbreaks, the mPCR can be used as a screening tool for
a rapid laboratory analysis of food and as an alternative technique for the
identification of strains of S. Enteritidis and S. Typhimurium isolated from the
conventional method.

Keywords: Rapid detection. Polymerase chain reaction. Salmonellosis. TZ lysing
solution.
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1 INTRODUCAO

As doencas veiculadas por 4gua e alimentos (DVA) constituem um
importante problema de saulde publica (LEITE; WAISSMANN, 2006), sendo
responsaveis pela maior parte dos surtos de gastroenterite (SILVA et al., 2004).
Estratégias que permitam o seu controle e a oferta de produtos in6cuos tem sido
uma preocupacao constante tanto dos érgdos governamentais quanto da industria
alimenticia (TESSARI et al., 2008).

A alteracdo do cenario econdmico aliada, as mudancas nos habitos
alimentares e aumento da oferta e utilizacdo de alimentos industrializados
resultaram em uma maior exposi¢cdo da populagdo a contaminantes microbianos
(CVE/CCD-SES, 2005). Dentre estes, Salmonella spp. € um dos patégenos
responsaveis por doencas veiculadas por alimentos, sendo agente envolvido em
surtos registrados em diversos paises (CAPITA; ALONSO-CALLEJA; PRIETO, 2007;
FEARNLEY et al., 2008; KOTTWITZ et al., 2010). Neste contexto, o nimero de
casos e surtos de salmonelose € subestimado, porque a maioria dos quadros de
gastroenterite transcorre sem a necessidade de hospitalizacdo e sem o isolamento
do microorganismo no alimento incriminado (SHINOHARA et al., 2008).

Salmonella spp. sé@o responsaveis por uma variedade de doencas
aviarias, como a pulorose por Salmonella Pullorum, tifo aviario por Salmonella
Gallinarum e infec¢des paratificas causadas por sorovares ndao adaptados as aves
(RIBEIRO et al.,, 2009). As aves infectadas por Salmonella paratificas podem
desenvolver a doenca clinicamente ou de forma assintomatica, transportando esses
agentes e tornando-se fonte em potencial da bactéria para seres humanos
(TESSARI et al., 2008).

Dentre as salmonelas paratificas, Salmonella enterica subsespécie
enterica sorovar Enteritidis e Salmonella enterica subsp. enterica sorovar
Typhimurium s@o os principais agentes causadores de infecgbes alimentares em
humanos (O'REGAN et al., 2008; LEE et al., 2009). Até meados da década de 90,
Salmonella Enteritidis era isolada no Brasil de humanos e de animais com
frequéncia considerada baixa. No final dos anos 90, houve um aumento significativo
na prevaléncia deste sorovar isolado de infeccbes em humanos, ultrapassando
Salmonella Typhimurium que, até entdo, ocupava o primeiro lugar (CASTILLA,
2003).
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Desde 1994, o Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA)
criado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, adota normas para
detectar precocemente S. Enteritidis e S. Typhimurium em plantéis avicolas
comerciais, mediante a realizagcdo de vigilancia com testes laboratoriais de rotina
(BRASIL, 1994).

Bactérias do género Salmonella podem ser isoladas e identificadas
em laboratorios clinicos utilizando técnicas microbiolégicas convencionais, levando
varios dias para completar o procedimento. Apd6s a identificacdo com testes
bioquimicos e soroldgicos, € necessaria a diferenciacédo do sorovar pela sorotipagem
(TOZETTO, 2006; MARTINS, 2010).

A PCR multiplex (PCRm), que € uma variagdo da PCR convencional,
pode ser utilizada para amplificar, de modo simultaneo, sequéncias alvo de
diferentes microorganismos patogénicos em uma Uunica reacdo, com grande
potencial para ser utilizada na rotina laboratorial (GANDRA et al., 2008). Diversos
ensaios PCRm para deteccéo individual ou simultdnea dos sorovares Enteritidis e
Typhimurium em alimentos j& foram padronizados (SOUMET et al., 1999; OLIVEIRA
et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2003; LIM et al., 2003; MALKAWI; GHARAIBEH, 2004;
ZAHRAEI-SALEHI et al., 2007; O'REGAN et al.,, 2008; NASHWA; MAHMOUD;
SAMI, 2009; LEE et al., 2009; DILMAGHANI et al., 2011; PUI et al., 2011; DIANA,
PUI; SON et al., 2012). Vérios desses ensaios, no entanto, empregam o gene fliC
como alvo para deteccdo do sorovar Typhimurium, que também esta presente no
sorovar Kentucky (O'REGAN et al., 2008; HASSANEIN et al., 2011).

Diante da importancia da deteccéo e diferenciacéo de S. Enteritidis e
S. Typhimurium na cadeia de producao de aves, bem como para o diagnéstico de
salmonelose humana, no presente estudo foi desenvolvida uma nova proposta de
PCR multiplex (PCRm) para deteccdo de Salmonella spp. e diferenciacéo

simultdnea desses sorovares em carne de frango.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um ensaio PCRm para deteccédo do género Salmonella
e diferenciacdo simultanea dos sorovares Enteritidis e Typhimurium em carne de

frango.

2.2 OBJETIVOS EPECIFICOS

Definir os oligonucleotideos iniciadores capazes de promover a
diferenciagao de S. Enteritidis e S. Typhimurium;

Definir as condicbes da PCRm que permitam o uso dos
oligonucleotideos iniciadores escolhidos simultaneamente em ensaios com culturas
puras;

Determinar a sensibilidade e a especificidade da PCRm
padronizada.

Avaliar o ensaio PCRm padronizado com amostras de carne de

frango contaminadas artificialmente e naturalmente.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 SALMONELLA SPP., SALMONELOSE E DADOS EPIDEMIOLOGICOS

As bactérias do género Salmonella, familia Enterobacteriaceae séo
bastonetes Gram-negativos, anaerdbicos facultativos, redutores de nitrato a nitrito,
fermentadores de glicose com ou sem producdo de gas, oxidase negativa e
geralmente moéveis por flagelos peritriquios (exceto S. Gallinarrum e S. Pullorrum).
Bactérias deste género caracterizam-se por nao hidrolisar uréia, e por serem
capazes de utilizar citrato como Unica fonte de carbono, além de fermentar manitol,
descarboxilar a lisina. Ainda, grande parte dos sorovares de Salmonella
descarboxilam ornitina (CASTRO, 2000; FREITAS, 2008; MALDONADO, 2008).
Outra caracteristica importante das bactérias deste género é que podem sobreviver
a dessecacdo e ao congelamento por varios anos, desenvolvendo-se em pH étimo
préximo de 7,0 e temperatura de 35-37 °C (BESSA, 2006).

O género Salmonella é constituido pelas espécies S. bongori e S.
enterica, dividida em seis subespécies: enterica (I), salamae (Il), arizonae (lla),
diarizonae (llib), houtenae (IV) e indica (VI) (OLIVEIRA, 2006; SU; CHIU, 2007). Em
2004, foi identificada Salmonella subterranea isolada na regidao de Oak Ridge, EUA
(SU; CHIU, 2007). Conforme a sequéncia de DNA ribossomal, essa bactéria
apresentou 96,4% de similaridade com Salmonella bongori e por isso, ainda ndo ha
um consenso se € uma nova espécie (SHELOBOLINA et al., 2004).

As subespécies de S. enterica estdo classificadas em sorovares,
determinados de acordo com a variabilidade dos antigenos somaticos (O), flagelares
(H) e capsulares de viruléncia (Vi), presentes na superficie bacteriana (GALDINO,
2010). Do ponto de vista ortogréafico, os sorovares devem ser nominados com a
primeira letra mailscula, a fim de diferencia-los de espécie e ndo serem grafados em
italico; Salmonella enterica subespécie enterica sorovar Enteritidis pode ser
referenciada ou citada como Salmonella sorovar Enteritidis ou Salmonella Enteritidis
(DUNKLEY et al.,, 2009). Até o momento, foram identificados mais de 2600
sorovares, a maioria pertencente a espécie Salmonella enterica subsp. enterica
(Tabela 1) (GUIBOURDENCHE et al., 2010).
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Tabela 1 — Numero de sorovares em cada espécie e subespécie de Salmonella spp.

Salmonella enterica 2.587
S. enterica subsp. enterica 1.547
S. enterica subsp. salamae 313
S. enterica subsp. arizonae 100
S. enterica subsp. diarizonae 341
S. enterica subsp. houtanae 73
S. enterica subsp. indica 13

Salmonella bongori 23

Total (género Salmonella) 2.610

Fonte: Guibourdenche et al. (2010).

Espécies de Salmonella sdo patdgenos intracelulares que podem
causar diferentes manifestacbes de doenca, genericamente denominada
salmonelose e com distribuicdo cosmopolita (CASTILLA, 2003; LOUREIRO et al.,
2010).

A susceptibilidade a salmonelose difere de pessoa a pessoa, sendo
mais severa em criangas e idosos. A maioria das infecgbes sao gastrenterites que
ocorrem sem a necessidade de hospitalizacdes. Geralmente, o periodo de
incubacédo 6 a 72 horas (h), com média de 12 a 36 h e duracdo de 1 a 4 dias. (CHEN
et al., 2010). A gastroenterite por Salmonella sp. é caracterizada por dor abdominal,
nauseas, vomitos e as vezes febre, sendo sintomas normalmente leves e as
infec¢des autolimitadas (MALORNY et al., 2009; EFSA, 2011).

Embora todos os sorovares de Salmonella sejam considerados
patdgenos em potencial, aproximadamente 200 sdo responsaveis por infeccdo em
seres humanos e animais. Poucos sorovares sao adaptados a determinados
hospedeiros causando doencas especificas. Os sorovares estritamente adaptados
ao homem sdo S. Typhi, S. Paratyphi e S. Sendai, responsaveis pelas febres
entéricas, como a febre tifide. S. Dublin causa doenca em bovinos, S. Pullorum e S.
Gallinarum em aves. Outros sorovares denominados de ubiquitérios infectam tanto o
homem como os animais, e sédo referidos comumente como néo tiféides causando
principalmente gastroenterites. Dentre estes temos S. Enteritidis e S. Typhimurium
descritos como 0s agentes mais importantes da salmonelose em humanos em varios
paises (FERNANDES et al., 2006; DAY; BASAVANNA; SHARMA, 2009; LEE et al.,
2009).

Historicamente, S. Typhimurium foi o agente mais comum de

doencas de origem alimentar humana, porém nas ultimas décadas, os surtos por S.
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Enteritidis tornaram-se mais comuns (FREITAS NETO et al., 2010). No Brasil, S.
Enteritidis foi detectada pela primeira vez em 1989, de aves que apresentavam
sintomas clinicos e mortalidade por salmonelose (FERREIRA; ITO; BENEZ, 1990
apud OLIVEIRA; SILVA, 2000). Acredita-se que sua ocorréncia iniciou-se a partir do
intercambio comercial de matrizes de aves com paises da Europa, o que pode ter
facilitado sua disseminacéo a partir do ano de 1993 (PERESI et al, 1998).

A emergéncia de S. Enteritidis pode ser associada aos prejuizos
causados a avicultura pelos sorovares Pullorum e Gallinarum que motivaram
iniciativas de controle e erradicacdo. Ambos sdo responsaveis pela queda na
produtividade do plantel avicola e implicam na maioria das vezes na eliminacdo dos
lotes infectados. O sorovar Enteritidis por apresentar uma maior adaptacao as aves
teria ocupado o nicho deixado pelos sorovares Pullorum e Gallinarum (HOFER;
SILVA FILHO; REIS, 1997; ALCOCER, 2004). Além disso, o sorovar Enteritidis
demonstra grande afinidade por 6rgdos reprodutivos de poedeiras, o que pode ter
facilitado sua colonizagéo (VAZ, 2007).

O principal reservatério de Salmonella spp. é o trato intestinal de
animais domésticos ou selvagens e humanos. Infeccbes em humanos sao
associadas principalmente com alimentos de origem animal, como carne bovina,
suina, frango e ovos (YAN et al., 2003).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, muitos casos de surtos
de DTA néo séo reportados e as dimensdes do problema sédo desconhecidas (WHO,
2007). Aproximadamente 40 mil casos de salmoneloses sdo reportados a cada ano
nos Estados Unidos e o0s sorovares mais comumente encontrados nas infecgoes
humanas séo Enteritidis e Typhimurium. No periodo de 2006 a 2011, os alimentos
contaminados foram identificados em 28 surtos causados por Salmonella spp. Os
surtos com o0s sorovares Enteritidis e Typhimurium estavam relacionados a
alimentos, tais como, tomates, brotos de alfafa, manteiga de amendoim e ovos
(CDC, 2011). Na Uniéo Européia, mais de 100.000 casos salmonelose humana séo
reportados por ano. E somente em 2009, foram confirmados 108.614 casos de
salmoneloses (EFSA, 2011).

O perfil epidemiolégico das doencas transmitidas por alimentos é
pouco conhecido no Brasil. Apenas poucos estados dispdem de Programas de
Vigilancia e levantamento de dados epidemioldgicos sobre estes surtos (AMSON;
HARACEMIV; MASSON, 2006). Segundo os dados da Secretaria da Vigilancia
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Sanitaria do Ministério da Saude, entre 2000 e 2011, Salmonella spp. foi
responsavel por 42,3% dos surtos que ocorreram no Brasil, dos quais foi possivel a
identificacdo do microorganismo envolvido (SVS, 2011). Estes numeros,
provavelmente, ndo refletem a realidade no Brasil, visto que muitos casos ndo séo
notificados.

Vérios trabalhos foram publicados nos ultimos cinquenta anos que
mostram uma mudanca na etiologia da salmonelose ao longo dos anos. Entre 1962
e 1971, no Rio de Janeiro, foram analisadas 164 cepas de Salmonella spp. com
prevaléncia dos sorovares Typhimurium (18,9%) e Newport (10,3%). Neste periodo,
S. Enteritidis foi identificada em 1,8% das cepas (HOFER, 1974).

No estado de Pernambuco, entre 1978 e 1980, foram caracterizados
63 sorovares dentre 1.387 cepas de Salmonella spp. isoladas de coproculturas de
adultos e criancas com sintomas gastrintestinais. Quatro sorovares predominaram:
Typhimurium (43,2%), Saintpaul (14,0%), Poona (11,7%) e Derby (11,4%). Os
resultados evidenciaram um aumento no isolamento do sorovar Typhimurium e uma
elevada colonizacdo nas areas hospitalares, associada a mdultipla resisténcia aos
antibioticos (LEAL et al., 1987).

Nas Regides Sudeste e Sul do Brasil, entre 1982 a 1991, dentre 25
casos de salmonelose confirmadas pelo método laboratorial, o sorovar mais
prevalente foi Typhimurium presente em 13 casos (52,0%). Produtos avicolas, tais
como, maionese caseira a base de ovos, foram os alimentos mais associados a
maioria dos surtos (HOFER; REIS, 1994).

Taunay et al. (1996) avaliaram a prevaléncia de diferentes sorovares
de Salmonella spp. no periodo de 40 anos (1950-1990) no estado de Sao Paulo.
Entre 1950 a 1966, ndo houve predominio evidente de nenhum sorovar; entretanto,
a partir de 1968 até 1976, S. Typhimurium passou a ser predominante representado
77,7% dos sorovares isolados de fontes humanas e 24,5% de fontes ndo humanas.
A partir de 1983 a 1990 este sorovar foi encontrado em 36,0% de fontes humanas e
nenhuma amostra de fontes ndo humanas.

Tavechio et al. (1996) caracterizaram 81 sorovares de origem
humana no estado de Sao Paulo, entre 1991 a 1995, e relatarem que S. Enteritidis
passou de 1,2% para 64,9% entre as amostras humanas e de zero para 40,7% entre
as amostras ndo-humanas (produtos avicolas e amostras do meio ambiente), com

consideravel aumento a partir de 1993.
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A partir de 1993, surtos de DVA causados pelo sorovar Enteritidis
passou a ser o de maior prevaléncia em muitos estados brasileiros. No noroeste do
estado de S&o Paulo, um surto de salmonelose por S. Enteritidis envolvendo 211
criancas em idade escolar foi associado a maionese preparada com ovos Crus e
batata cozida (KAKU et al., 1995). Entre 1993 a 1997, 906 pessoas foram
acometidas por 23 surtos de salmonelose na regido Noroeste do Estado de Sao
Paulo, e o maior numero de surtos ocorreu na cidade de S&o José do Rio Preto.
Salmonella Enteritidis Fagotipo 4 foi isolado de 80,5% das coproculturas e 95,7%
dos surtos foi veiculado por alimentos contendo ovos crus ou semicrus (PERESI et
al., 1998).

Em um estudo epidemiolégico realizado no estado do Mato Grosso
do Sul, entre 1998 e 2001, dos 63 surtos de origem alimentar identificados, trinta e
nove (62%) foram confirmados laboratorialmente. Dentre estes, 14 surtos foram
confirmados como salmonelose com predominancia do sorovar Enteritidis
(CAMARA, 2002).

No estado do Parand, os dados epidemioldégicos mostram que entre
1999 a 2008, ocorreram 286 surtos de salmonelose envolvendo 5.641 pessoas, das
quais 2.027 (35,9%) manifestaram sintomas da doenca e 881 (16,3%) foram
hospitalizadas. O sorovar prevalente foi Enteritidis, correspondendo 87,8% das
cepas isoladas de pacientes e em 80,6% das cepas provenientes dos alimentos
envolvidos nos surtos (KOTTWITZ et al., 2010).

A baixa disponibilidade, no Brasil, de informacdes oficiais sobre os
sorovares e alimentos envolvidos nos surtos de salmonelose reforca a importancia
da vigilancia epidemiolégica na coleta de dados, para que seja conhecida a

tendéncia da salmonelose nos diferentes estados do pais

3.2 CONTAMINACAO DE CARNE DE FRANGO POR SALMONELLA SPP.

O comércio internacional de carne de frangos e derivados foi
influenciado negativamente a partir do ano de 2003, principalmente, pela ocorréncia
da Influenza Aviaria (LOPES et al., 2007). Entretanto, a avicultura vem apresentando
crescimento anual. Atualmente, de acordo com a Associacdo Brasileira dos
Produtores e Exportadores de Frango (ABEF, 2011), o Brasil € o terceiro maior

produtor de carne de frango e o principal exportador de carne de frango. A producéo
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em 2010 foi de aproximadamente 12,3 milhdes de toneladas de carne de frango, da
qual 31,0% foram exportadas.

O crescimento da industria avicola proporcionou uma fonte de
proteina rapidamente disponivel e de custo reduzido para a populagcdo, porém,
houve também o aumento na taxa de infeccdo das aves e a contaminacdo das
carcacas (TESSARI et al., 2008). A contaminacdo das carcacas de frango por
Salmonella spp. pode ocorrer pela presenca deste micro-organismo no ambiente de
criacdo das aves e pela disseminacdo durante o abate (ALMEIDA; SILVA,
ALMEIDA, 1993; UYTTENDAELE et al., 1998). A manipulacdo inadequada das
carcacas e a contaminacdo cruzada nas cozinhas domiciliares e industriais podem
contribuir para a ocorréncia da salmonelose humana (REZENDE et al., 2005).

No Brasil, muitos estudos de ocorréncia de Salmonella spp. em
produtos de origem avicola, indicam uma acentuada diminuicdo no isolamento dessa
bactéria nesses produtos. Em 1996, 45 cortes de frango foram analisados (peito,
asas e coxas) no comércio de Jabotibacal, SP, e os resultados mostraram que
35,0% estavam contaminados com dez sorovares de Salmonella spp., e o sorovar
Enteritidis foi o mais prevalente (COSTA et al., 1996).

Posteriormente, Carvalho; Cortez (2005) observaram que entre 1998
e 2002, a contaminagédo por Salmonella spp. foi menor em cortes e derivados de
carne de frango para a regido noroeste de S&o Paulo. Do total de amostras
analisadas, Salmonella spp. foi isolada de 3,3% amostras de carcacas de frango;
25,0% amostras de carne mecanicamente separada; 16,0% amostras de linguicas
de frango; 30,0% amostras de peito e em 13,3% de amostras de coxas e sobre-
coxas.

Em Pelotas, RS, entre 1997 e 1998, a percentagem de
contaminacdo por Salmonella spp. de 124 amostras de carcacas de frango
analisadas foi de 10,5% (BAU; CARVALHAL; ALEIXO, 2001). Percentagem
semelhante foi encontrada em 2006 por Moreira et al. (2008a), ao analisarem 363
carcacas de frango, provenientes de abatedouros inspecionados pelo servico de
fiscalizacéo federal no estado de Goias, das quais 14,3% estavam contaminadas por
Salmonella spp.

Ja, em 2007, na regido de Londrina, Silva et al. (2011) relataram que
dentre 66 amostras de carne de frango analisadas, 13,0% (n=9) estavam

contaminadas por Salmonella spp.
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Percentagens ainda menores de contaminacdo com Salmonella spp.
foram reportadas, principalmente, a partir de 2007. Tessari et al. (2008) analisaram
116 carcacas de frango congeladas, obtidas de abatedouros do estado de Séao
Paulo, e somente 2,5% (3 amostras) estavam contaminadas com Salmonella spp., e
uma delas com S. Enteritidis. Em 2010, 4,0% (n=2) das 50 amostras de carne de
frango resfriadas adquiridas no comércio de Londrina, PR, foram positivas para
Salmonella spp. (ALVES, 2010). Entre 2009 e 2010, das 5.845 amostras de carne de
frango provenientes de diferentes regides do Parana, 242 (4,1%), estavam
contaminados com Salmonella spp. (FRAUSTO, 2011).

Em 2003, o Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento
instituiu o Programa de Reducdo de Patégenos com o objetivo de realizar um
monitoramento constante do nivel de contaminagdo por Salmonella spp. em
estabelecimentos de abate de aves. Esse plano foi estabelecido por meio da
Instrucdo Normativa n°. 70 (BRASIL, 2003a), que confere um controle minucioso
sobre o processo de abate e atende as exigéncias de seguranca do alimento
baseado nos principios de Boas Préaticas de Fabricacao (BPF), no Procedimento
Padréo de Higiene Operacional (PPHO) e na Analise de Perigos e Pontos Criticos
de Controle (APPCC).

O Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) foi estabelecido
em 1995 para o controle de Salmonella spp. em aves no Brasil. Este programa
define medidas de monitoramento das salmoneloses em estabelecimentos avicolas.
Para tanto, um nucleo ou estabelecimento avicola deve estar certificado como livre
de Salmonella Gallinarum e de Salmonella Pullorum e livre ou controlado para

Salmonella Enteritidis ou Salmonella Typhimurium (BRASIL, 1995).

3.3 METODOS DE ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE SALMONELLA SPP.

Os métodos de tipagem de micro-organismos sao baseados na
caracterizacdo fenotipica e genotipica. As técnicas baseadas em caracteristicas
fenotipicas utilizadas nas investigacbes epidemiolégicas sao biotipagem,
sorotipagem, fagotipagem, resisténcia a antimicrobianos e perfil de proteinas
bacterianas (DARINI, 1994; BESSA, 2006). Porém, os métodos fenotipicos séo
limitados porque o0s micro-organismos podem alterar a expressdo de genes e um
mesmo genotipo apresentando fendtipos distintos (BUSCH; NITSCHKO, 1999).
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As técnicas convencionais de microbiologia de alimentos utilizam
meios de cultura nao-seletivos e seletivos, testes bioquimicos diferenciais
(biotipagem), e testes sorologicos (GANDRA et al., 2008).

A pesquisa de Salmonella spp. pelo método convencional é
demorada (CATARAME et al., 2006; EYIGOR; CARLI; UNAL, 2002), e requer até
trés dias para obtencdo de um resultado negativo e até 5 dias ou mais para a
confirmacéo de positividade (CHEUNG; KWOK; KAM, 2007; SILVA et al., 2011).

Para a identificacdo de Salmonella spp. em alimentos ¢é
recomendado o pré-enriquecimento em caldo lactose ou agua peptonada
tamponada, seguido por enriquecimento seletivo em caldos Rappaport-Vassiliadis
(RV), Tetrationato (TT) ou Selenito-Cistina (SC) (MACIOROWSKI et al., 2005;
SALLES et al., 2008).

Posteriormente, aliquotas do enriquecimento sdo semeadas em
meios seletivos e diferenciais, tais como, agar Hektoen (HE), agar Xilose Lisina
Desoxicolato de sédio (XLD) e agar Bismuto Sulfito (BS). As col6nias suspeitas sdo
submetidas a triagem bioquimica e, para confirmacdo de Salmonella spp., €
realizado sorologia com anti-soros polivalentes somatico e flagelar. A identificacéo
do sorovar é realizada somente por laboratérios de referéncia (SILVA et al., 2007).

A sorotipagem é o método mais comum usado para diferenciar
sorovares de Salmonella spp., que sédo definidos de acordo com a sua estrutura
antigénica (TOZETTO, 2006). Esta técnica é uma ferramenta importante na
vigilancia de doencas veiculadas por alimentos, pois permite determinar a
prevaléncia dos sorovares em zonas geograficas distintas, bem como identificar
surtos, conhecer as fontes de infecgéo e vias de transmisséo (YAN et al., 2003).

Para a industria de alimentos, que retem os seus produtos até a
obtencdo dos resultados analiticos, tempo prolongado de espera significa perdas
econdmicas (BENETTI, 2009). Por isso, métodos rapidos e sensiveis para a
identificagdo de Salmonella spp. em diferentes matrizes alimentares sdo necessarios
(SCHRANK et al., 2001).

Atualmente, existem diversas técnicas imunologicas e moleculares
para melhorar a deteccdo de Salmonella spp. em alimentos (BAYLIS; MACPHEE;
BETTS, 2000; EYIGOR; CARLI; UNAL, 2002; KUMAR; SURENDRAN;
THAMPURAN, 2008a; O'REGAN et al.,, 2008; GALLEGOS-ROBLES et al., 2009;
FREITAS et al., 2010).
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Técnicas moleculares para identificacdo ou deteccdo de Salmonella
spp. podem ser realizadas por eletroforese em gel em campo de pulsos alternados
(PFGE) (EBNER; MATHEW, 2001; RIBOT et al., 2006), técnicas de sequenciamento
(McCLELLAND et al., 2001; CHIU et al., 2005), andlise de DNA polimérfico ap6s
amplificacdo (RAPD) (HILTON; BANKS; PENN, 1996; LIN et al., 1996; SANTOS et
al., 2008), ribotipagem (ESTEBAN et al., 1993; MARTINS et al., 2006) e amplificacao
do DNA por reacéo em cadeia da polimerase (PCR) (NAM et al., 2005; HEIN et al.,
2006; O'REGAN et al., 2008; CARDONA-CASTRO et al., 2009; AKIBA,
KUSUMOTO; IWATA, 2011; LIU et al., 2011; PUI et al., 2011).

3.4 PCR PARA SALMONELLA SPP.

A PCR foi desenvolvida em 1985 por Kary B. Mullis. Basicamente, o
método consiste na utilizacdo de oligonucleotideos iniciadores e da enzima DNA
polimerase para sintetizar in vitro novas sequéncias do DNA. O ensaio é realizado
em trés etapas (desnaturacdo, hibridacdo dos iniciadores e polimerizacdo da
sequéncia alvo), que se repetem de 30 a 40 vezes, gerando 2" cépias da regido de
interesse do DNA, onde n é igual ao numero de ciclos da reacdo (GARCIA; MA,
2005; GANDRA et al., 2008; ALVES, 2010).

Esta técnica permitiu maior confiabilidade na identificacdo de micro-
organismos em alimentos, e € uma importante ferramenta na investigacao de surtos
de toxinfeccdes alimentares (RIYAZ-UI-HASSAN; VERMA; QAZI, 2004). A rapidez, a
sensibilidade e a especificidade na identificagdo de agentes bacterianos em
comparacao ao método convencional microbiolégico fazem da PCR uma alternativa
pratica, dentre os métodos de diagnéstico de doencas transmitidas por alimentos
(FRATAMICO, 2003; KUMAR; SURENDRAN; THAMPURAN, 2008b; RAMPERSAD
et al., 2008; GOUVEIA, 2009; SILVA et al., 2011).

Os principais obstaculos da implantacao da técnica de PCR na rotina
laboratorial sdo: a incapacidade do método em diferenciar entre células vivas e
mortas, a presenca de inibidores da enzima DNA polimerase em certas matrizes
alimentares, o alto investimento dos equipamentos e reagentes (MALORNY et al.,
2003).

Com o objetivo de melhorar a especificidade e a eficiéncia da técnica

existem variacdes da reacdo em cadeia da polimerase, como a RT-PCR (Reacédo da



29

Transcriptase Reversa), Nested-PCR, RFLP-PCR (Polimorfismo do Tamanho do
Fragmento de Restricdo), PCR ribotipagem, PCR em tempo real e PCRm (PCR
Multiplex) (CAVALCANTI; LORENA; GOMES, 2008; GANDRA et al., 2008).

O surgimento da PCRm facilitou a deteccéo de diferentes espécies
de microorganismos simultaneamente, porque utiliza mais do que um par de
iniciadores para identificacdo de sequéncias especificas de DNA em uma mesma
amostra (MACIOROWSKI et al., 2005) e tem grande potencial para ser aplicado na
rotina laboratorial. A PCRm apresenta vantagens em relacdo a PCR convencional,
pois reduz a intensidade e tempo de trabalho laboratorial, bem como o uso de
reagentes e consequentemente os custos (PERRY et al., 2007).

Desde a sua primeira descricao, em 1988 (CHAMBERLAIN et al.,
1988), a PCRm ¢é utilizada com sucesso na deteccdo de diferentes micro-
organismos, tais como Salmonella spp. e E. coli O157:H7 em amostras de cidra,
agua de lavagem de carcacas bovinas, carne moida e fezes bovinas (FRATAMICO;
STROBAUGH, 1998); Staphylococcus aureus, S. intermedius e S. hyicus em leite
UHT artificialmente contaminado (GANDRA, 2006); Aeromonas hydrophila,
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida, Flavobacterium columnare,
Renibacterium salmoninarum, e Yersinia ruckeri em peixes (ALTINOK; CAPKIN;
KAYIS, 2008); Salmonella spp., Salmonella Typhi e Salmonella Typhimurium em
frutas fatiadas (PUI et al., 2011); Salmonella spp. e S. Enteritidis em carcacas de
frango (SILVA et al., 2011); Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus e V. vulnificus em
frutos do mar (KIM et al., 2012).

Porém a especificidade e o sucesso da PCR, especialmente da
PCRm depende da escolha correta dos oligonucleotideos iniciadores. Os iniciadores
devem ser comuns a maioria das cepas, ndao apresentar homologia com outros
microorganismos e codificar para proteinas com importancia na patogenicidade da
bactéria Salmonella spp. (SANTOS et al., 2001; MACIOROWSKI et al., 2005). Isto
porque, a patogenicidade de um micro-organismo esté diretamente relacionada aos
seus fatores de viruléncia.

Toxinas, fimbrias e flagelos sdo chamados de fatores classicos de
viruléncia e genes que codificam essas caracteristicas podem estar localizados em
elementos genéticos transmissiveis, como transposons, plasmideos ou
bacteriéfagos, assim como fazer parte de regides especificas do cromossomo da
bactéria, denominados llhas de Patogenicidade (IP) (VAN ASTEN; VAN DIJK, 2005).
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As IP sé@o elementos genéticos responsaveis pelas caracteristicas
patogénicas da bactéria. A maioria dos fatores de viruléncia da Salmonella spp. é
codificada por genes agrupados em IP chamadas de Salmonella Pathogenicity
Islands (SPI) (VIEIRA, 2009). Atualmente, o género Salmonella possui 17 ilhas
diferentes, sendo as SPI-1 e SPI-2 as mais estudadas (BARROW et al., 2010 apud
BORGES, 2011).

Para a patogenicidade da Salmonella spp., a invasdo é um fator de
importante influéncia na viruléncia. O gene invA que codifica para a proteina de
invasdo celular esta presente na ilha de patogenicidade 1 (SPI-1) e € o gene alvo
utilizado com maior frequéncia para a deteccdo desta bactéria pela técnica de PCR
(DARWIN; MILLER, 1999; WANG et al., 2009).
cromossomal € Unica para Salmonella, e esta, possivelmente, presente em todos 0s
sorovares (GALAN; GINOCCHIO; COSTEAS, 1992; OLAH; SHERWOOD; LOGUE,

2005). Além do gene invA, outras sequéncias de genes sdo utlizadas para

A sequéncia desse gene

identificacdo ou detecgcédo de Salmonella spp. por PCR, conforme ilustrado na tabela
2.

Tabela 2 — Genes alvos utilizados em Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) para
identificacdo ou deteccédo de Salmonella spp

2

Gene Iniciador Caracteristicas Referéncia
invA 139, 141 Rahn et al (1992)
Sal-3, Sal-4 Wang; Cao; Cerniglia (1997)
Styinva-JHO-2 Hoorfar; Ahrens; Radstram (2000)
139, 141 Codifica proteina Oliveira et al. (2003)
139, 141 de invasao celular Eyigor et al. (2005)
INVAF, INVAR Fratamico; Strobaugh (1998)
INVAF, INVAR Silva et al. (2011)
onC Primers 1, 2 Codifica a aorigem Fluit et al_, (1993)
M1, M2 de replicagdo do cromossomo Mahon et al. (1994)
P1,P3 Elizaquivel; Aznar (2008)
ompC 518, 519 Caodifica uma proteina C da Kwang; Littledike; Keen (1996)
OMPCF, OPCRM membrana externa responsavel Alvarez et al. (2004)
OMPCF, OPCEM pela invasédo da célula epitelial Freitas et al. (2010)
stn ST11,5T14,5T15 Codificam as sequéncias Aabo et al. (1993)
S5T11,5T14 do gene da enterotoxina stn Trkov et al. (1999)
Stn-101,Stn-111 Makino et al. (1999)
hns LHNS-531 Codifica uma proteina de Jones; Law; Bej (1993)
RHMNS-682 ligagdo ao DNA de Salmonella spp. Bej et al. (1996)

Fonte: Adaptado de Maciorowski et al (2005).
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Para identificacdo ou deteccdo do sorovar Enteritidis por PCR, dois

diferentes iniciadores sao frequentemente empregados (Tabela 3). O gene sefA, que

codifica a fimbria Sefl4 é encontrado também nos sorovares Blegdam, Gallinarum,
Pullorum, Rostock, Seremban, e Typhi (TURCOTTE; WOODWARD, 1993) e 0 gene

scff (AGRON et al., 2001), que € uma regido do cromossomo relacionada com a

invasdo e infeccdo de aves e ovos, altamente especifico para o sorovar Enteritidis
(ALVAREZ et al., 2004; O'REGAN et al., 2008; FREITAS et al., 2010; HASSANEIN
et al., 2011).

Tabela 3 — Genes alvos utilizados em Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) para
identificagc&o ou detecgéo do sorovar Enteritidis e Typhimurium.

2

a

L1

Sorovar Alvo

Iniciador

Caracteristicas

Referéncia

SE Sefd. 5ef167, S=f478 Absorgio de macrifagos Soumet et al. (1888)
S5ef1687, Sef478 e sobrevivEncia em infecgdes intraperitoneal  Malkawi; Gharaibeh (2004)
SEF14 Cortez et al.(2006)
SE Sfd|l EMNTF.ENTR Agron etal. (2001)
EMTF.EMTR Inwasio e infecgio de aves e ovos Alvarez et al. (2004)
ENTF.EMTR O'Regan =t al. (2008)
ENTF.ENTR Freitas et al. (2010}
Sdf-I-F, Sdf-I-R Hassanein et al. (2011)
5T fimA Fim1A, Fim2A Codifica a maior unidade Cohen; Mechanda; Lin (1898)
primer FimA fimbrial do tipo 1 Maoreira et al. (2008b)
5T ircB P11, P2, P3 Codifica um gene Baumler; Heffron; Reissbrodt (1987}
iroBF, imBR da glicosiltransferase Shanmugasundaram et al. (2008)
5T rb)  Rfbj-s, Rfbj-as Codifica o gene da abequose sintase Lim et al. (2003)
Rfbj-s, Rfbj-as o qual & necessaric para a Zahraei-Salehi et al. (2007)
rioJF, ribjR sintese do antigeno O4 Shanmugasundaram et al. (2009)
5T wiC Fli15, Tym Soumet et al. (1888)
Fli15, TypO4 Oliveira et al. (2002)
Fli15, TypO4 Oliveira et al. (2003)

Flic-s, Flic-as

Flic-s, Flic-as

Lim et al. (2003)
Zahraei-Salehi et al. (2007)

FlicF, FlicR Codifica a flagelina de fase 1 (H1) O'Regan =t al. (2008)

SfC-F. SfC -R Lee et al. (2008)

Fli15, TypO4 Mashwa; Mahmoud; Sami (2009)
Fli15, TypD4 Pui et al. (2011)

Flic-s, Flic-as Dilmaghani et al. (2011)

Fli15, TypO4 Diana; Pui; Son (2012)

SE: Salmonella Enteritidis; ST: Salmonella Typhimurium.

Diversas sequéncias também ja

foram alvo para deteccdo do

sorovar Typhimurium por PCRm (Tabela 3). Segundo O'Regan et al. (2008) e

Hassanein et al. (2011), o gene fliC é o mais utlizado para diferenciar S.
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Typhimurium de outros sorovares, embora estd presente também no sorovar
Kentucky.

Nos ensaios PCRm padronizados, na qual utiliza-se o gene fliC para
deteccdo do sorovar Typhimurium, normalmente a especificidade da PCRm néo é
avaliada com o sorovar Kentucky e/ou testadas com poucos sorovares de
Salmonella spp. Apesar deste problema, este gene alvo ainda € frequentemente
utiizado para detectar S. Typhimurium por PCRm em alimentos como frutas
fatiadas, suco de frutas e produtos avicolas (PUI et al., 2011; DILMAGHANI et al.,
2011; DIANA; PUI; SON, 2012).

Sequéncias gendmicas completas estdo disponiveis para muitas
cepas bacterianas de origem alimentar, e a andlise comparativa destas sequéncias é
uma poderosa ferramenta para melhorar a identificacdo de diversos patdgenos. A
gendmica comparativa permite ainda, a identificacdo de novos genes alvo para
melhorar as técnicas de diagndstico (FITZGERALD; MUSSSER, 2001; KIM et al.,
2006).

Oligonucleotideos com sequéncias de genes especificos para o
sorovar Typhimurium ndo haviam sido mencionados até 2003. No entanto, de
acordo com Chan et al. (2003) que realizaram um estudo genémico comparativo
entre os sorovares de Salmonella enterica e Salmonella bongori, a regido entre os
genes STM4488 a STM4497, a qual codifica uma enzima de restricdo tipo Il, esta
presente somente no sorovar Typhimurium. De fato, McCarthy et al. (2009) testaram
uma sequéncia do gene STM4492, que codifica uma proteina citoplasmatica para
identificacdo de Salmonella Typhimurium e observaram que das 217 cepas testadas,
incluindo o sorovar Kentucky, a sequéncia foi encontrada somente no sorovar

Typhimurium.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ISOLADOS BACTERIANOS

Os isolados de Salmonella spp. e de outras espécies bacterianas
empregadas neste trabalho (Tabela 4) pertencem a colecdo de culturas do
Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Departamento de Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, da Universidade Estadual de Londrina (UEL), PR; a Cole¢do de
Culturas de Bactérias de Interesse em Saude (CCBS), sub-colecdo de
Campylobacter (CCAMP) do Laboratério de Zoonoses Bacterianas do Instituto
Oswaldo Cruz/FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ; ao Laboratério Central do Estado
(LACEN), Sdo José dos Pinhais, PR e ao Instituto Biologico de S&o Paulo
(IB/ICAPTAA), Descalvado, SP. Salmonella Enteritidis ATCC 13076 e Salmonella

Typhimurium ATCC 14028 foram utilizados como controle positivo.

Tabela 4 — Isolados bacterianos utilizados neste estudo e suas procedéncias.

Isolados de Salmonella Outros isolados bacterianos
Sorovar Procedéncia Micro-organismo Procedéncia
S. Adelaide LACEN! Bacillus cereus UEL®
S. Anatum LACEN? Campylobacter coli CCAMP 1003 FIOCRUZ?
S. Agona UEL® C. coli CCAMP 1008 FIOCRUZ"
S.Bredeney LACEN?® C. coli CCAMP 595 FIOCRUZ"
S. Dublin LACEN? Campylobacter jejuni ATCC 33291 FIOCRUZ"
S. Dublin UEL® C. jejuni CCAMP 971 FIOCRUZ"
S.Derby LACEN?® C. jejuni CCAMP 594 FIOCRUZ®
S. enterica subsp. enterica 4,5,12:i LACEN? C. jejuni CCAMP 1014 FIOCRUZ"
S. enterica houtanae LACEN? Citrobacter freudii UEL®
S. Enteritidis LACEN? Enterobacter aerogenes UEL®
S. Enteritidis UEL® E. cloacae UEL®
S. Enteritidis ATCC 13076 UEL® Escherichia coli UEL®
S. Infantis LACEN? Klebsiella pneumoniae UEL®
S. Infantis UEL® Morganella morganii UEL®
S. Johannesburg LACEN?® Proteus mirabilis UEL®
S. Kentucky 1B* Shigella sonnei UEL®
S. London LACEN? Staphylococcus aureus UEL®
S. Montevideo UEL® S.saprophyticcus UEL®
S. Muenchen LACEN?
S. Newport LACEN?
S. Newport UEL®
S. Panama LACEN?
S. Senftenberg LACEN?
S. Typhi LACEN?
S. Typhi UEL®
S. Typhimurium LACEN?®
S. Typhimurium UEL®
S. Typhimurium ATCC 14028 UEL®
! LACEN, Laboratério Central do Estado do Parana, Unidade Guatupé, S&o José dos Pinhais, PR
z FIOCRUZ, Laboratério de Zoonoses Bacterianas do Instituto Oswaldo Cruz Rio de Janeiro, RJ.

UEL, Laboratério de Microbiologia de Alimentos da Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
PR
IB, Instituto Biologico de Sdo Paulo, Descalvado, SP.

IN
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4.2 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

4.2.1 Extracdo do DNA

Os isolados de S. Enteritidis e S. Typhimuirum foram cultivados em
caldo infusédo cérebro e coracdo (BHI; HiMedia, Mumbai, india) a 37°C por 24 h até
atingir a concentracdo entre 10’ e 10® UFC/mL. Aliquotas de 1 mL das suspensées
bacterianas foram centrifugadas a 14000 x g por 10 min a temperatura ambiente
(TA). O precipitado foi lavado com 1 mL de agua peptonada a 1% esterilizada
(Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA), centrifugado por 10 min
a 14000 x g (TA) e ressuspedido com 300 de solucéo de lise TZ (2% Triton X-100,
2,5 mg azida sédica em 0,1M tampéo Tris-HCIl a pH 8,0) (ALBOLMAATY et al.,
2000). As suspensfes foram fervidas a 100°C por 10 min, resfriadas em banho de
gelo por 5 min, centrifugadas por 5 min a 14000 x g (TA) e o sobrenadante foi

utilizado para a purificagcdo e como DNA alvo para a PCR.

4.2.2 Purificacdo de DNA

ApOs a extracdo do DNA, conforme o item 4.2.1, foi adicionado a
uma aliquota de 250 HL do sobrenadante igual volume de solucédo fenol / cloroférmio
/ @lcool isoamilico (25: 24: 1). A mistura foi agitada e centrifugada a 13000 x g por 10
min (TA). A fase aquosa foi transferida para novo tubo, no qual foram adicionados 30
uLacetado de sodio (3M) e 270 \xL de etanol. Os tubos foram agitados por inversao,
mantidos 2 horas a -20°C, e centrifugados a 13000 x g por 10 min (TA). O
precipitado foi lavado com etanol 70%, e centrifugado como descrito anteriormente.
O precipitado foi seco em estufa a 37°C e ressuspendido em 20 HL de agua
deionizada (SAMBROOK; RUSSELL, 2006). O DNA foi usado como alvo para a
PCRm.

4.2.3 PCRm para Deteccéo de Salmonella spp., S. Enteritidis e S. Typhimurium
Para identificacdo do género Salmonella spp. e dos sorovares

Enteritidis e Typhimurium foram utilizados o fragmento de 119 pb do gene invA
(Styinva-JHO-2-left e Styinva-JHO-2-right) (HOORFAR; AHRENS; RADSTROM,
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2000), o fragmento do gene sdfl (ENTF e ENTR) de 299 pb (O'REGAN et al.,2008) e
o fragmento de 759 pb do gene STM4492 (McCARTHY et al., 2009),

respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados na reacdo PCRm para deteccéo
de Salmonella spp, S. Enteritidis e S. Typhimurium.

oligonucleotideo Sequéncia dos Tamanho do
iniciador iniciadores (5'-3°) produto amplificado (bp)
Styinva-JHO-2 AAA CGT TGA AAA ACT GAG GA 199pb

Hoofar; Ahrens; Radstrom (2000) TCG TCATTC CAT TAC CTA CC

ENT AAATGT GTT TTATCT GAT GCA AGA GG 299pb
O’Regan et al. (2008) GGT CGT TCT TCT GGT ACT TAC GAT GAC

5TM4492 ACA GCTTGG CCTACG CGA G 759pb
McCarthy et al. (2009) AGC AAC CGTTCG GCCTGAC

A PCRm foi realizada com 0,3 )a,M dos iniciadores Styinva-JHO-2-
left e Styinva-JHO-2-right (IDT- Integrated DNA Technologies Prodimol, Belo
Horizonte, Brasil), 0,4 |iM de ENTF e ENTR (IDT- Integrated DNA Technologies
Prodimol) e 0,4 v-M de STM4492F e STM4492R (IDT- Integrated DNA Technologies
Prodimol). O volume final da reacao foi de 20 \xL, contendo 4 \xL de DNA, 2 \xL de
tampéo para PCR (20 mM Tris-HCI, pH 8,4, 50 mM KCI), (Invitrogen, Brasil, S&o
Paulo, SP, Brasil), 4 mM de MgCI2 (Invitrogen, Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil); 0,6
mM de dNTPs (Invitrogen Life Technologies, Alemeda, CA, EUA) e 1,0 U de Taq
DNA Polimerase (Invitrogen).

As condi¢des de amplificacdo conduzidas no termociclador (TC-412)
(Techne Ltda., Duxford, Cambridge, Inglaterra) foram de desnaturacéo inicial 95°C
por 10 min, seguida de 35 ciclos de desnaturacédo a 94°C por 60 s, hibridacdo dos
iniciadores a 60°C por 90 s, polimerizagdo da sequéncia alvo a 72°C por 90 s e
polimerizagdo da sequéncia alvo final de 10 min a 72°C.

A temperatura 6tima de hibridacdo foi determinada apoés realizacao
de PCR com gradiente de temperatura, na qual foram testadas: 56°C; 57°C; 58°C;
59°C; 60°C e 61°C.
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4.2.4 Andlise dos Produtos de Amplificacéo

Apéds a amplificagdo, foram adicionados 4 uL de tampéo de amostra
[Ficoll 400 (Fluka BioChemika, Milwaukee, Wisconsin, EUA) 15%; azul de
bromofenol (Synth) 0,25%]. Aliquotras de 10 uL dessa mistura foram analisadas em
gel de agarose (BioAmerica, Miami, FL, USA) a 1,5% acrescidos de 0,02 uL/mL de
SYBR® Safe 10,000x em DMSO (Invitrogen).

A eletroforese foi realizada a 80 V e 70 min, em cuba horizontal com
tampéao Tris borato EDTA [Tris (Invitrogen) 45 mM; acido boérico (Nuclear) 45 mM,
EDTA (Nuclear) 1,25 mM]. Como marcador de massa molecular foi utilizado DNA de
100 pb (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Os produtos de amplificacdo foram
visualizados sob luz UV em transiluminador L.Pix (Loccus Biotecnologia Molecular,
Cotia, Sao Paulo, Brasil). O gel foi fotografado em sistema de fotodocumentacao

L.Pix Image Verséo 1.21 (Loccus Biotecnologia Molecular).

4.2.5 Andlise da Especificidade dos Oligonucleotideos Iniciadores

A avaliacdo da especificidade dos iniciadores foi realizada com
diversos sorovares de Salmonella spp. e com diferentes espécies bacterianas
frequentemente encontradas em alimentos, conforme descritos na Tabela 5. S.
Enteritidis ATCC 13076 e S. Typhimurium ATCC 14028 foram utilizados como
controle positivo. O DNA dos micro-organismos testados foi extraido com solugéo de

lise TZ e fervura e utilizado para o teste de especificidade.

4.2.6 Avaliacédo do Limite de Deteccdo do Ensaio PCRm

O limite de deteccdo foi determinado com suspensdes de S.
Enteritidis ATCC 13076 e S. Typhimurium ATCC 14028 cultivadas em caldo BHI
(HiMedia) a 37°C por 24h e extraidas pelo método de fervura. Diluicbes seriadas
foram feitas com agua peptonada tamponada 0,1% (Becton, Dickinson and
Company) para obtencéo de suspensdes de 10° a 10° UFC do sorovar Enteritidis e
Typhimurium por mL.
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As concentracdes celulares foram estimadas em agar Xilose Lisina
Desoxicolato de sodio (XLD, Becton, Dickinson and Company) pelo método de
contagem em gotas (MILES; MISRA,1938) e incubadas a 37°C por24h.

4.3 ANALISE POR PCRM DA CARNE DE FRANGO ARTIFICIALMENTE CONTAMINADA

Porcdes de 25g de peles de frango ndo contaminada com
Salmonella spp. foram adicionadas em 225 mL de &gua peptonada tamponada
(Becton, Dickinson and Company) e massageadas manualmente por 30 s. Aliquotas
de 50 mL de cada um dos homogeneizados foram inoculadas com 1mL de
suspensodes de S. Enteritidis e S. Typhimurium separadamente, para obtencéo de
aproximadamente 10% a 10° UFC/mL. Os frascos contendo 0s enxagues
contaminados foram incubados a 37°C por 24 horas. Apos este periodo, 1 mL do
enxague foi utilizado para extracdo do DNA por fervura e o material obtido

submetido ou nao a purificagéo, testado na PCRm.

4.4 ANALISE MICROBIOLOGICA E PCRM DE CARNE DE FRANGO NATURALMENTE

CONTAMINADAS

Cento e duas amostras de carne de frango resfriadas foram
adquiridas em estabelecimentos comerciais dos municipios de Presidente Prudente,
SP e de Londrina PR, entre Agosto e Outubro de 2011. Aliquotas de 259 de pele de
cortes resfriados de frango, tais como, peito, coxas e sobre-coxas foram adicionadas
em 225 mL de &gua peptonada tamponada (Becton, Dickinson and Company),
homogeneizadas manualmente e incubadas a 37°C por 24 h (pré-enriquecimento

nao seletivo).
4.4.1 Pesquisa de Salmonella spp. Pelo Método Microbiol6gico Convencional

A metodologia convencional € preconizada em muitos paises como
método oficial de diagnostico de Salmonella spp., inclusive no Brasil (BRASIL,
2003b). Por esta razdo é considerada como meétodo de referéncia para avaliar o

desempenho de novas técnicas de diagnostico.
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Apods o enriquecimento ndo seletivo em agua peptonada, aliquotas
de 1,0 mL e 0,1 mL foram inoculadas, respectivamente, em 10 mL de caldo TT
(HiMedia) e em 10 mL de caldo RV (HiMedia). O caldo TT foi incubado a 37°C por
24 h e o caldo RV a 42°C por 48 h. Ap6s esses periodos, as amostras foram
semeadas em agar Hektoen (Becton, Dickinson and Company) e agar Xilose Lisina
Desoxicolato de sddio (XLD) (Becton, Dickinson and Company), incubados a 37°C
por 24 h.

Colbnias caracteristicas de Salmonella spp. que promoveram a
descarboxilacéo da lisina, hidrolise da uréia, motilidade e a ndo producao de indol
foram submetidas ao teste de aglutinacdo em lamina com soro polivalente anti-

Salmonella (Becton, Dickinson and Company) (Figura 1).

Figura 1 — Esquema da metodologia de pesquisa de Salmonella spp. nas amostras
de carne de frango, segundo a ISO 6579:2002.
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4.4.2 Pesquisa de Salmonella spp. e Sorovares Enteritidis e Typhimurium por
PCRm

Realizou-se a extracdo de DNA por fervura de 1 mL do pré-
enriguecimento ndo seletivo de Salmonella spp. (Figura 1). O DNA obtido sem a

purificacdo foi utilizado na PCRm padronizada.

4.5 ANALISE DA SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DA PCRM PADRONIZADA

A sensibilidade e a especificidade da PCRm padronizada foram
calculadas considerando a metodologia convencional como referéncia, de acordo
com as seguintes formulas (MADE et al., 2004; MATIAS, 2008):

Sensibilidade = NPS x 100 Especificidade = NNS x 100
NP NN

Onde:

NPS: Numero de resultados positivos simultaneamente na metodologia convencional
(referéncia) e testada (PCRm);
NP: Numero de resultados positivos na metodologia convencional (referéncia); NNS:
Numero de resultados negativos simultaneamente na metodologia convencional
(referéncia) e testada (PCRm);

NN: NUumero de resultados negativos na metodologia convencional (referéncia).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 NovA PCRM PARA DETECCAO DE SALMONELLA SPP. E DIFERENCIACAO SIMULTANEA

DOS SOROVARES ENTERITIDIS E TYPHIMURIUM EM CARNE DE FRANGO

Este item esta apresentado na forma de uma nota (short

communication), que sera submetida a revista Molecular and Cellular Probes.
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Técnicas moleculares sdo amplamente empregadas na deteccédo de
Salmonella spp. em alimentos devido a sua rapidez, sensibilidade e especificidade.
Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Enteritidis e Salmonella enterica subsp.
enterica sorovar Typhimurium s8o 0s principais responsaveis por salmonelose
humana em varios paises, inclusive no Brasil [1-3]. Métodos capazes de detectar e
diferenciar esses sorovares em fontes alimentares sdo necessarios para assegurar
gue medidas adequadas de prevencéo sejam adotadas.

A Reacdo em Cadeia da Polimerase multiplex (PCRm) utiliza pares
de oligonucleotideos iniciadores que permitem a deteccdo e a identificacado
simultanea de diferentes sequéncias especificas de DNA em uma mesma amostra
[4]. Diversos ensaios PCRm para a deteccéao e identificagédo individual ou simultanea
dos sorovares Enteritidis e Typhimurium em alimentos ja foram desenvolvidos
anteriormente, empregando o gene flic como alvo para a deteccdo especifica do
sorovar Typhimurium [5-11]. Entretanto, a especificidade deste gene é questionavel,
pois também ja foi descrito para S. Kentucky. [12,13]. Neste contexto, o objetivo do
presente estudo foi desenvolver uma nova proposta de PCRm para deteccédo de
Salmonella spp. e diferenciacdo de S. Enteritidis e S. Typhimurium em carne de
frango.

A mPCR proposta foi ensaiada com 22 sorovares de Salmonella
(Adelaide; Anatum; Agona; Bredeney; Dublin; Derby; 4,5,12:1; S. enterica subsp.
houtanae; Enteritidis, Enteritidis ATCC 13076; Infantis, Johannerburg; Kentucky;
London; Montevideo; Muenchen; Newport; Panama; Seftenberg; Typhi; Typhimurium
e Typhimurium ATCC 14028), além de outros isolados bacterianos de importancia
em alimentos (Bacillus cereus; Campylobacter coli CCAMP 1003; C. coli CCAMP
1008; C. coli CCAMP 595; C. jejuni ATCC 33291; C. jejuni CCAMP 971; C. jejuni
CCAMP

594; C. jejuni CCAMP 1014; Citrobacter freudii; Enterobacter
aerogenes; E. cloacae; Escherichia coli; Klebsiella pneumoniae; Morganella
morganii; Proteus mirabilis; Shigella sonnei; Staphylococcus aureus e S.
saprophyticcus). Cepas de S. Enteritidis ATCC 13076 e S. Typhimurium ATCC
14028 foram utilizadas como controle positivo e para a determinacdo do limite de
deteccdo do ensaio, realizado com suspensdes de 10° a 10° UFC/mL desses

sorovares em caldo BHI (HiMedia, Mumbai, india).
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A extracdo do DNA foi realizada com aliqguotas de 1 mL das
suspensdes bacterianas cultivadas em caldo BHI (HiMedia) e centrifugadas a 14000
X g por 10 min. Cada precipitado foi lavado com 1 mL de agua peptonada a 1%
(Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA), centrifugado por 10
min. a 14000 x g e ressuspendido com 300 \\L de solucéo de lise TZ (2% Triton X-
100, 2,5 mg azida sodica em 0,1M tampao Tris-HCI a pH 8,0) [14]. As suspensdes
foram fervidas a 100°C por 10 min, resfriadas em gelo por 5 min, centrifugadas por 5
min a 14000 x g e o sobrenadante com o DNA foi utilizado para o ensaio PCRm.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas no termociclador TC-
412 (Techne Ltda., Duxford, Cambridge, Inglaterra) com o volume final de 20
contendo 4 \U- do sobrenadante com o DNA alvo, 2 de tampéao para PCR 1X (20 mM
Tris-HCI, 50 mM KCI, pH 8,4; Invitrogen Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil), 4 mM de
MgCI2 (Invitrogen); 0,6 mM de dNTPs (Invitrogen Life Technologies, Alemeda, CA,
EUA), 0,3 \M dos iniciadores Styinva-JHO-2-left e Styinva-JHO-2-right; 0,4 \M de
ENTF e ENTR e 0,4 |iM de STM4492F e STM4492R (Tabela 1) e 1,0 U de Taq DNA
Polimerase (Invitrogen). A amplificagédo consistiu em desnaturagao inicial 95°C a 10
min, seguido por 35 ciclos de 94°C por 60 s, hibridagdo a 60°C por 90 s,
polimerizacdo a 72°C por 90 s e polimerizacao final de 10 min a 72°C. A eletroforese
foi realizada em gel de agarose a 1,5% contendo 0,02 ul /mL de SYBR® Safe
10.000x em DMSO (Invitrogen). O DNA de 100 pb (Invitrogen) foi utilizado como

marcador de massa molecular.

Tabela 1 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados na PCRm para deteccdo e
diferenciacdo de Salmonella spp., S. Enteritidis e S. Typhimurium.

oligonucleotideo Sequéncia dos Tamanho do
iniciador iniciadores (5'-3') produto amplificado (bp)

Styinva-JHO-2 AAA CGT TGA AAA ACT GAG GA 199pb

[15] TCG TCATTC CAT TAC CTA CC

ENT AAATGT GTT TTATCT GAT GCA AGA GG 299pb

[12] GGT CGT TCT TCT GGT ACT TAC GAT GAC

S5TM44392 ACAGCT TGG CCT ACGCGA G 759pb

[15] AGC AACCGT TCG GCCTGAC

A pesquisa de Salmonella spp. pelo método convencional foi
conduzida em paralelo nas mesmas amostras de carne de frango de acordo com o
protocolo preconizado pela ISO 6579: 2002 [17].
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Os pares de oligonucleotideos iniciadores Styinva-JHO-2, ENT e
STM4492 foram especificos, respectivamente para Salmonella spp., S. Enteritidis e
S. Typhimurium. N&o foi observado nenhum produto de amplificacdo nas reagbes
contendo DNA das demais bactérias analisadas.

Diferentes sequéncias alvo (iroB, fimA, rfbJ, e fliC) foram
anteriormente utilizadas em ensaios de PCR e PCRm para detectar o sorovar
Typhimurium [5, 10-12, 18-19], sendo o gene fliC que codifica a flagelina de fase 1
(H1), o mais utilizado para diferenciar este sorovar dos demais. No entanto, o0 gene
fliC é descrito também para o sorovar Kentucky que possui o antigeno H:i [12,13].

No presente estudo foi utilizado o gene STM4492 para diferenciar S.
Typhimurium, que nunca havia sido utilizado em ensaio multiplex para diferenciacéo
desse sorovar. O ensaio PCRm mostrou elevada especificidade com capacidade de
diferenciar S. Typhimurium dos 22 sorovares de Salmonella testados, incluindo S.
Kentucky. Chan et al. [20] compararam genes de S. Typhimurium com outros
sorovares por microarranjo de DNA e concluiram que a regido entre 0s genes
STM4488 a STM4497 estava presente somente no sorovar Typhimurium. McCarthy
et al. [16] testaram o0 gene STM4492 com 217 cepas, incluindo o sorovar Kentucky, e
observaram 100% de especificidade para sorovar Typhimurium.

O limite de detec¢cdo da PCRm padronizada no presente estudo foi
de 10° UFC/mL. Este limite com a extracdo do DNA por método de fervura é
satisfatorio uma vez que € uma reacdo para deteccdo simultanea de trés amplicons.
Lim et al. [21] também observaram limite de deteccdo de 10° UFC/mL utilizando trés
pares de Iiniciadores para deteccdo de S. Typhimurium. Germini et al. [22]
desenvolveram uma PCRm para deteccdo de trés patdgenos (Escherichia coli
0175:H7, Salmonella spp. e Listeria monocytogenes) e encontraram limite de
deteccdo de 10° UFC/mL.

O ensaio foi testado com cento e duas amostras de carne de frango
resfriadas disponiveis comercialmente. Dentre estas, noventa e duas amostras
tiveram resultados negativos tanto pelo método convencional como pela PCRm,
evidenciando 100% de sensibilidade para o método aqui proposto. Das dez
amostras de carne de frango positivas pela PCRm, cinco foram negativas pela
técnica convencional, que apresentou 94,8% de especificidade do ensaio PCRm.

Em uma das amostras positivas foi identificado S. Typhimurium (Figura 1), enquanto



45

gue os sorovares das outras amostras positivas ndo puderam ser identificadas pela
PCRm.

Figura 1l — Analise por PCRm de amostras de carne de frango. 1) marcador de
massa molecular 100 pb (Invitrogen); 2) controle negativo; 3) controle
positivo de S. Enteritidis ATCC 13076 e S. Typhimurium ATCC 14028; 4)
amostra naturalmente contaminada com S. Typhimurium; 5-6) amostras
naturalmente contaminadas com Salmonella spp.; 4.7) amostra negativa
para Salmonella spp.

1 2 3 4 5 6 7

500ph

200ph
100ph

A maior positividade obtida neste trabalho pela PCR em relacdo ao
método convencional ja foi relatada por outros pesquisadores [10, 12, 23]. As
bactérias podem estar injuriadas ou mortas, e por isso ndo sao detectadas pelo
método convencional, mesmo apoOs enriquecimento [12]. Diferentes bactérias,
incluindo Salmonella spp. sdo capazes de entrar em estado vidvel, mas nao
cultivavel, e embora possam manter a sua viabilidade ndo podem ser recuperadas
por métodos de cultura [24]. Isto poderia explicar os resultados negativos no método
convencional de cultura e positivas na PCRm observados neste trabalho.

A PCRm padronizada neste trabalho apresentou sensibilidade e
especificidade satisfatoria para deteccdo de Salmonella spp. e diferenciacdo de S.
Enteritidis e S. Typhimurium em carne de frango. O método tem potencial para ser
utilizado na rotina laboratorial, pois pode reduzir o tempo de obtencéo de resultados
presuntivos positivos. Além disso, € uma ferramenta promissora para a identificagdo
especifica dos sorovares Enteritidis e Typhimurium a partir de cepas isoladas pelo

método convencional.
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5.2  INFLUENCIA DA PURIFICACAO DO DNA EXTRAIDO POR FERVURA EM ENSAIOS DE

PCRM PARA DETECCAO DE SALMONELLA SPP.

A principal limitacdo da PCR € a presenca de substancias inibitérias
que prejudicam a extracdo e a qualidade do DNA. Por isso, a selecdo do método de
extracdo do DNA é uma etapa importante para o sucesso da PCR (AMAGLIANI et
al., 2007). Com o objetivo de avaliar a necessidade de purificagdo do DNA apos
extracdo com solucdo de lise TZ (2% Triton X-100, 2,5 mg azida sédica em 0,1M
tampéao Tris-HCI a pH 8,0) e fervura foram conduzidos ensaios de PCRm utilizando
carne de frango artificialmente contaminada antes e apds a purificacdo com fenol /
cloroférmio / &lcool isoamilico.

ApOs 24h de enriquecimento ndo seletivo das amostras de carne de
frango artificialmente contaminadas, o ensaio de PCRm foi capaz de detectar 1 a 10
UFC/mL de S. Enteritidis ATCC 13076 e S. Typhimurium ATCC 14028 com extracao
do DNA por fervura. Apés a purificagdo com fenol, foi capaz de detectar 1 UFC/mL
de S. Enteritidis e S. Typhimurium (Figura 2, 3, 4 e 5).

A etapa de enriquecimento permite a diluicdo de substancias
inibitorias, diferenciacdo de células viaveis e ndo viaveis, e a recuperacao de células
injuriadas. Pode ainda contribuir para a multiplicacdo das células e aumento da
quantidade de DNA para facilitar a extragdao (ALVES, 2010; TREVANICH,;
TIYAPONGPATTANA; MIYAMOTO, 2010).

Figura 2 — Resultado da PCRm pelo método de extragcdo com solucado de lise TZ e
fervura em amostras artificialmente contaminadas com S. Enteritidis. 1)
marcador de massa molecular 100 pb (Invitrogen); 2) controle negativo;
3-10) suspensdes bacterianas contendo de 10° a 10' UFC/mL de S.
Enteritidis.

1 2 3 4 B B 7 8 3 10 11 12
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Figura 3 — Resultado da PCRm pelo método de extracdo com solucédo de lise TZ e
fervura em amostras artificialmente contaminadas com S. Typhimurium.
1) marcador de massa molecular 100 pb (Invitrogen); 2) controle
negativo; 3-11) suspensdes bacterianas contendo de 10° a 10° UFC/mL

de S. Typhimurium.

1 2 9 4 5 8 7 B 9 10 11 12

700pb
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100pb

Figura 4 — Resultado da PCRm pelo método de extragdo com solucédo de lise TZ e
fervura seguida de purificagdo em amostras artificialmente contaminadas
com S. Enteritidis. 1) marcador de massa molecular 100 pb (Invitrogen);
2) controle negativo; 3-11) suspensdes bacterianas contendo de 10° a
10" UFC/mL de S. Enteritidis.

1 2 3 4 5 B 7 8 2 10 11 12

300pb
100pb

Figura 5 — Resultado da PCRm pelo método de extracdo com solucao de lise TZ e
fervura seguida de purificacdo em amostras artificialmente contaminadas
com S. Typhimurium. 1) marcador de massa molecular 100 pb
(Invitrogen); 2) controle negativo; 3-11) suspensfes bacterianas
contendo de 10° a 10" UFC/mL de S. Typhimurium.

1 2 3 4 5 6 7 B 2 10 11 12
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A solucao de lise TZ foi utilizada com sucesso na extracdo de DNA
de diversos micro-organismos, tais como, Campylobacter spp., Listeria
monocytogenes, Escherichia coli O157:H7 e Vibrio vulnificus (ALBOMAATY et al.,
2000; DUODU et al., 2009; LEE; LEVIN, 2009; ALVES, 2010). Segundo Albomaaty
et al. (2000), a extracdo de DNA de S. Enteritidis com a adi¢cdo de azida sédica foi
mais eficiente que a extracdo somente com a solucao de Triton X - 100.

A purificacdo do DNA empregada no presente estudo teve como
objetivo separar os acidos nucleicos de outras moléculas, empregando fenol,
cloroférmio e alcool isoamilico. O principio dessa separacdo € a diferenca de
solubilidade dos acidos nucleicos, proteinas e lipideos, de forma que apds a
separacdo se obtém uma fase aquosa onde se encontra os acidos nucleicos. Apos
esta fase, o DNA deve ser precipitado por centrifugacdo com adicdo de etanol
(MESQUITA et al., 2001).

Quando se compara as duas metodologias empregadas, a extracao
por fervura com a solucéo de lise TZ € mais vantajosa, por ser mais rapida, simples,
requer menor manipulacdo da amostra e economia. Oferece menos riscos a saude
do manipulador e causa menos impactos ao meio ambiente. No método que se
emprega a solucdo fendlica sdo necessarias etapas adicionais de manuseio das
amostras, o que pode levar a contaminacdes cruzadas ou perda do DNA alvo.

Flores et al. (2001), ao utilizar os métodos de extracdo de DNA por
fenol / cloroférmio / &lcool isoamilico, e por fervura, observaram que o primeiro foi
mais efetivo na recuperacdo de Salmonella spp. em ovos. A extracdo por fervura, no
entanto, apresentou vantagem na reducdo do tempo de diagndstico em seis horas,
pouca manipulacdo das amostras e custo menor.

Freschi; Carvalho; Oliveira (2005) compararam trés métodos de
extracdo: 1) fervura; 2) lise celular seguida de extracdo com fenol-cloroférmio; 3) kit
comercial (Puregene, Gentra Systems), na eficiéncia em detectar Salmonella
Typhimurium em amostras de fezes suinas artificialmente contaminadas. Ao serem
considerados custo e eficiéncia, a técnica de extracdo do DNA por fervura
representou a melhor opcéo. Outros autores como Alvarez et al. (2004); Kumar et al.
(2006), Halatsi et al. (2006), Raj et al. (2011) e Silva et al. (2011) também utilizaram
com sucesso 0 método de extracdo de DNA da Salmonella spp. por fervura.

A partir de um estudo realizado por Niguma (2011), ao se comparar

0s métodos de extracdo de DNA com solucéo de lise TZ e fervura, seguida ou nao
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de purificacdo, concluiu-se que a purificacdo do DNA com fenol / cloroférmio / élcool
isoamilico permite manter a integridade do DNA por um periodo superior (pelo
menos 10 dias) ao DNA extraido com solugdo TZ e fervura (4 dias). No entanto,
devido a simplicidade e custo da extracdo com solucdo TZ e fervura, esse método é

adequado para ser utilizado nos laboratérios de rotina.

53 ANALISE DE CARNES DE FRANGO NATURALMENTE CONTAMINADAS PELA TECNICA

CONVENCIONAL

Das 102 amostras de carne de frango adquiridas no comércio e
avaliadas neste trabalho, cinco (4,9%) estavam contaminadas com Salmonella spp.
Essa percentagem de contaminacdo estd de acordo com o0s resultados das
pesquisas realizadas a partir de 2007 no Brasil.

O isolamento de Salmonella spp. em carne de frango diminuiu
gradativamente nos ultimos 10 anos. No Estado do Parana, Gasparetto et al. (2001)
relataram a presenca de Salmonella spp. em 20,0% (n = 100) das amostras de carne
de frango comercializadas na cidade de Londrina, PR. Destas 20 amostras positivas,
isolou-se S. Enteritidis em 60% das amostras. Em 2006, a presenca de Salmonella
spp. foi constatada em 14,3% das carcacas de frango (n = 363), provenientes de
abatedouros inspecionados pelo servico de fiscalizacéo federal no estado de Goias.
Houve a maior isolamento de S. Albany seguida do sorovar Enteritidis (MOREIRA et
al., 2008a). No ano de 2007, nove (13,0%) das 66 amostras de carcacas de frango
comercializadas em Londrina, PR, estavam contaminadas com Salmonella spp. Os
sorovares predominantes foram os Schawarzengrund e Montevideo (SILVA et al.,
2011). Tessari et al. (2008) analisaram entre 2006 e 2007, 116 carcacas de frango
congeladas obtidas de abatedouros do estado de Sao Paulo e trés amostras (2,6%)
estavam contaminadas com Salmonella spp. sendo uma identificada como S.
Enteritidis (0,8%). Freitas et al. (2010) analisaram 127 carcacas de frango em 2008
no Distrito Federal e nenhuma foi positiva para Salmonella spp. Em 2010, duas
(4,0%) entre cinquenta amostras de carne de frango adquiridas no comércio de
Londrina, PR estavam contaminadas com Salmonella spp. (ALVES, 2010). Segundo
Frausto (2011), um total de 242 (4,1%) das 5.845 amostras de carne de frango
analisadas entre 2009 e 2010, provenientes de diferentes regibes do Parana,

estavam contaminados com Salmonella spp. A partir das cepas isoladas e
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sorotipadas, o sorovar Minnesota foi o mais isolado (15,7%), seguido de Mbandaka
(9,5%), Schwarzengrund (8,4%), Saintpaul (7,8%) e Enteritidis (7,3%) (FRAUSTO,
2011).

A diminuicdo na frequéncia de isolamento de Salmonella spp. em
carne de frango pode ser consequéncia da implantacdo do Programa Nacional de
Sanidade Avicola (PNSA), estabelecido em 1995 e do Programa Nacional de
Reducdo de Patdégenos implantado pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) em 2003, que confere o controle minucioso sobre o
processo de abate de aves e atende as exigéncias de seguranca do alimento
baseado nos principios de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), no Procedimento
Padrdo de Higiene Operacional (PPHO) e na Analise de Perigos e Pontos Criticos
de Controle (APPCC) (BRASIL, 2003a).

A vacinacgao para S. Enteritidis das matrizes de corte pode também
ter contribuido para a reducdo de Salmonella spp. em carne de frango, o que
poderia justificar a menor frequéncia de isolamento do sorovar Enteritidis nos ultimos
anos. Porém, ainda ndo é possivel saber se esta diminuicdo na porcentagem de
contaminacao por Salmonella spp. e, principalmente, do sorovar Enteritidis levou a
um impacto positivo na Saude Publica devido a falta de dados epidemioloégicos no
Brasil. Da mesma maneira que medidas de biosseguridade contra S. Pullorum e S.
Gallinarum permitiram a emergéncia de Salmonella Enteritidis, as medidas adotadas
atualmente para o seu controle poderdo resultar na substituicAo deste sorovar
(FRAUSTO, 2011).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os protocolos e os oligonucleotideos iniciadores selecionados foram
eficientes na amplificacdo dos fragmentos de DNA de 119 pb do gene invA de
Salmonella spp., 299 pb do gene sdf de S. Enteritidis e 759 pb do gene STM4492 de
S. Typhimurium.

A PCRm ap6s a extracdo do DNA com solugéo de lise TZ e fervura
desenvolvida € uma alternativa rapida, barata e sensivel para deteccdo e
identificacdo de Salmonella spp., S. Enteritidis e S. Typhimurium em carne de
frango.

Dada a importancia dos surtos de salmonelose na saude publica,
este trabalho pode ser utilizado como técnica alternativa para identificacdo
especifica dos sorovares Enteritidis e Typhimurium a partir de cepas isoladas e
como ferramenta de triagem rapida seguida de confirmacdo da presenca de

Salmonella spp. pelo método convencional microbioldgico.
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APENCIDE A

Especificidade dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na PCRm.

Figura 6 — Especificidade dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para
deteccdo de Salmonella spp., S. Enteritidis e S. Typhimurium. 1.1)
marcador de massa molecular 100 pb (Invitrogen); 1.2) controle
negativo; 1.3) controle positivo para o género Salmonella; 1.4) controle
positivo de S. Enteritidis ATCC 13076; 1.5) controle positivo de S.
Typhimurium ATCC 14028; 1.6) controle positivo de S. Enteritidis ATCC
13076 e Salmonella Typhimurium ATCC 14028; 1.7) cepa de S.
Enteritidis; 1.8) cepa de S. Typhimurium; 1.9) S. Bredeney e 1.10) S.
Senftenberg.
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APENDICE B

Limite de deteccao do ensaio PCRm com o DNA extraido pelo método de fervura.

Figura 7 — Limite de deteccdo da PCRm com o DNA extraido por fervura para
identificacdo de Salmonella spp., S. Enteritidis e S. Typhimurium. A.1)
marcador de massa molecular 100 pb (Invitrogen); A.2) controle
negativo; A.3-A.6) resultado da diluicdo seriada em agua peptonada
contendo entre 10° a 10°> UFC/mL de S. Enteritidis ATCC 13076 e S.
Typhimurium ATCC 14028.
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