RAQUEL GOUVEA

COMPARACAO ENTRE ISOLAMENTO BACTERIOLOGICO
CONVENCIONAL E PCR NA DETECGAO DE Salmonella spp. EM
AMOSTRAS DE CARNE DE FRANGO ARTIFICIALMENTE
CONTAMINADAS E DE CAMPO

Dissertagdo apresentada ao Programa
de Pods-graduacdo em  Medicina
Veterinaria da Universidade Federal
Fluminense como requisito parcial para
aquisicdo do Grau de Mestre. Area de
concentragdo: Higiene Veterinaria e
Processamento Tecnoldgico de
Produtos de Origem Animal.

Orientadora: Prof2. Dr2. VIRGINIA LEO DE ALMEIDA PEREIRA
Co-orientador: Prof. Dr. ROBSON MAIA FRANCO

NITEROI
2009



G719 Gouvéa, Raquel
Comparacgdo entre isolamento bacteriolégico
convencional e PCR na deteccao de Salmonella spp. em
amostras de carne de frango artificialmente contaminadas
e de campo / Raquel Gouvéa. — 2009.
54 f.

Dissertacdo (Mestrado em Higiene Veterinaria e
Processamento Techoldgico de Produtos de Origem Animal)-—
Universidade Federal Fluminense, 2009.

Orientadora: Virginia Léo de Almeida Pereira

1. Contaminacao da carne. 2. Carne de ave. 3.
Salmonella. 4. Reacdo em Cadeia da Polimerase |I.
Titulo.

CDD 664.07




RAQUEL GOUVEA

COMPARACAO ENTRE ISOLAMENTO BACTERIOLOGICO
CONVENCIONAL E PCR NA DETECCAO DE Salmonella spp. EM
AMOSTRAS DE CARNE DE FRANGO ARTIFICIALMENTE
CONTAMINADAS E DE CAMPO

Dissertagdo apresentada ao Programa
de Pos-graduacdo em  Medicina
Veterinaria da Universidade Federal
Fluminense como requisito parcial para
aquisicdo do Grau de Mestre. Area de
concentragdo: Higiene Veterinaria e
Processamento Tecnoldgico de
Produtos de Origem Animal.

Aprovada em 18/02/2009

BANCA EXAMINADORA

Prof®. Dr?. Virginia Léo de Almeida Pereira
UFF

Prof. Dr. Robson Maia Franco
UFF

Prof?. Dr2. Dayse Lima da Costa Abreu
FAA/CESVA

NITEROI
2009



Aos meus pais, Wagner e Vandete, dedico esta conquista
por tudo o que representam e me ensinaram. Pelo amor,
incentivo, amizade e apoio em todas as fases da minha
vida, e pela compreensédo pelos muitos momentos que
nao pude compartilhar com eles durante esses dois anos
de mestrado.



AGRADECIMENTOS

A minha orientadora, Virginia Léo de Almeida Pereira, pela confianca, respeito,
amizade e pela doagao de preciosos ensinamentos.

Ao meu co-orientador, Robson Maia Franco, pela paciéncia, disponibilidade e
orientacao.

A querida amiga Samira Pirola Santos Mantilla, pela amizade e por ter sido a maior
incentivadora para o meu ingresso no mestrado.

Aos novos amigos Leandro Machado, Felipe Faccini, Fernanda Martinez Xavier
Alves, Liana Ogino, Davi de Oliveira Almeida, Juliana Almeida, Gabriel dos Santos
Almeida, Vanessa Simas e Ariane Amorim, pelo valioso auxilio, contribuicdo e
amizade.

Ao professor Elmiro Rosendo do Nascimento, pela orientacdo, paciéncia e pela
grande contribuigdo para o desenvolvimento da pesquisa.

Ao Julio Rocha Machado, pelo respeito, compreensao, cumplicidade e amor.

A minha irm3, Ludimila Gouvéa, pelo incentivo, apoio e preocupacao.

As amigas Ligia Rizutto e Camila Mantilla, pela grande amizade.

Ao professor Elci Lotar Dickel pela contribuigao literaria.

Ao Drausio Ferreira, pela disponibilidade e amizade.

Aos funcionarios da Faculdade de Medicina Veterinaria que direta ou indiretamente
contribuiram para que este trabalho fosse possivel.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico pelo auxilio

financeiro.



“Aprender é a Unica coisa de que a mente nunca se
cansa, nunca tem medo e nunca se arrepende”.

(Leonardo da Vinci).



SUMARIO

RESUMO, p.13
ABSTRACT, p.14
1 INTRODUCAO, p.15

2 REVISAO DE LITERATURA, p.17

2.1 A CARNE DE FRANGO, p.17

2.2 Salmonella spp., p.18

2.3 SALMONELOSES, p.19

2.4 METODOS ANALITICOS DE DETECCAO DE Salmonella spp., p.24

2.4.1 Método Convencional, p.24

2.4.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase — “Polymerase Chain Reaction” — PCR,
p.24

3 MATERIAL E METODOS, p.27

3.1 AMOSTRAS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL, p.27
3.2 ENSAIOS LABORATORIAIS, p.28

3.2.1 Método Convencional, p.28

3.2.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase, p.30

3.3 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS, p.32
4 RESULTADOS, p.33

5 DISCUSSAO, p.39

6 CONCLUSOES, p.43

7 OBRAS CITADAS, p.44

8 OBRAS CONSULTADAS, p.51

9 APENDICE, p.53



LISTA DE ILUSTRACOES

QUADRO 1 Caracteristicas morfocoloniais tipicas de Salmonella spp em diferentes

meios solidos, p.29.

QUADRO 2 Caracteristicas bioquimicas de Salmonella spp. nos meios de triagem

agar “Triple Sugar Iron” (TSI) e “Lysine Iron Agar” (LIA), p.29.

QUADRO 3 Caracteristicas bioquimicas de Salmonella spp. nos meios caldo Uréia,

Sulfeto-Indol-Motilidade (SIM) e agar Fenilalanina, p.30.

FIGURA 1 Cultivo em agar Salmonella Diferencial Modificado. Colénias vermelhas

sdo compativeis com caracteristicas de Salmonella spp. (seta), p. 33.

FIGURA 2 Cultivo em agar Verde-Brilhante Modificado. Colbnias rosas sao
compativeis com caracteristicas de Salmonella spp. (setas)FIGURA 2 Cultivo em
agar Verde-Brilhante modificado. Colbnias rosas sdo compativeis com

caracteristicas de Salmonella spp. (setas), p. 34

FIGURA 3 Cultivo em agar MacConkey. Colbnias translucidas compativeis com

caracteristicas de Salmonella spp. (seta), p.34.

FIGURA 4 Cultivo em agar Salmonella Shigella.Col6nias incolores com ou sem

centro preto compativeis com caracteristicas de Salmonella spp. (setas), p.34.



FIGURA 5 Cultivo em agar “Triple Sugar Iron” (TSI) e agar “Lysine Iron Agar” (LIA).

Comportamentos bioquimicos compativeis com Salmonella spp., p.35.

FIGURA 6 Cultivo em agar Fenilalanina no teste bioquimico da Desaminacéo da
Fenilalanina. 1 e 2 negativos para para o teste, caracteristicos de Salmonella spp.; 3

positivo, p. 35.

FIGURA 7 Cultivo em caldo uréia no teste bioquimico da Urease. 1 amostra urease

positiva; 2 urease negativa, caracteristica de Salmonella spp., p. 35.

FIGURA 8 Cultivos em meio sulfeto-indol-motilidade (SIM) no teste bioquimico SIM.
1 e 2 produgado de sulfeto, indol negativo, com motilidade; 3 e 4 sulfeto negativo,

indol negativo, sem motilidade, p.36.

FIGURA 9 Fotografia do gel de agarose com os produtos da PCR de amostras
artificialmente contaminadas com S. Enteritidis. M. Marcador de DNA de 100pb, 1
controle positivo, 2 a 9 e 11 a 14 amostras positivas; 10 e 16 controles negativos; 15

amostra ndo inoculada com S. Enteritidis (controle), p.36.

FIGURA 10 Fotografia do gel de agarose com os produtos da PCR de amostras
artificialmente contaminadas com S. Enteritidis. M. Marcador de DNA de 100pb, 1 a
4 amostras positivas; 6 controle positivo; 7 controle negativo; 5 amostra nao

inoculada com S. Enteritidis (controle), p.36.

FIGURA 11 Fotografia do gel de agarose com os produtos da PCR de amostras de
campo. M Marcador de DNA de 100pb, 1 a 10 amostras negativas; 11 controle

positivo.



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 Frequéncia de detecgcao de Salmonella spp. pela PCR e pelo método
convencional em amostras de peito de frango contaminadas artificialmente e em

amostras de campo, p.37.

TABELA 2 Relagao entre meios de enriquecimento e meios solidos na recuperagao
de Salmonella spp. em amostras de peito de frango inoculadas com S. Enteritidis.

Total de resultados positivos por amostra, p.38.



ML

A
ABEF
ANVISA
APPCC
ATCC
BHI

BS

C

CDC
DNA
DNTP
UM
pmol
Taq
DTA
EDTA
ELISA
EUA

H.S
Inv
LIA
MAPA
MC

LISTA DE ABREVIATURAS

Microlitro

Adenina

Associacao Brasileira de Produtores e Exportadores de Frango
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
“American Type Culture Collection”

“Brain Heart Infusion”

Bismuto Sulfito

Citosina

“Centers for Disease Control”

“Deoxyribonucleic Acid”

Deoxinucleotideo trifosfatado

Micromolar

Picomol

Thermus aquaticus

Doengas Transmitidas por Alimentos
“Ethylenediaminetetraacetic acid”

“‘Enzyme Linked Immunosorbent Assay”

Estados Unidos da América

Guanina

Sulfeto de hidrogénio

“Invasion”

“Lysine Iron Agar”

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

MacConkey



MgC|2

°C
NMKL
OPS
pb
PCR

RDC
rom
RV
SC
SDM
SDS
SE
SG
SIDA
SIM
SP
spp.
SS
ST

subsp.

TE
TSI
Tris
1T
UBA
VBM
WHO
XLD

Cloreto de Magnésio

Normal

Graus Celsius

“Nordic Comittee on Food Analyses”
“Organizaciéon Panamericana de la Salud”
Pares de base

“Polymerase Chain Reaction”
Potencial hidrogeniénico

Resolugao da Diretoria Colegiada
Rotagdes por minuto

Rappaport Vassiliadis
Selenito-Cistina

Salmonella Diferencial Modificado
Saodio Dodecil Sulfato

Salmonella Enteritidis

Salmonella Gallinarum

Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
Sulfeto-Indol-Motilidade
Salmonella Pullorum

Espécies

Salmonella Shigella
Salmonella Typhimurium
Subespécie

Timina

Tris-EDTA

“Triple Sugar lron”
“Tris-hydroxymethyl-aminomethane”
Tetrationato

Unido Brasileira de Avicultura
Verde-Brilhante Modificado
“World Health Organization”

“Xylose Lysine Deoxycholate”



RESUMO

A salmonelose compreende uma das zoonoses mais problematicas para a saude
coletiva por ser de dificil controle, causar elevada morbidade e grandes impactos
sécio-econdmicos. A maioria dos casos de infeccdo alimentar causada por
Salmonella spp. decorre do consumo de alimentos contaminados, especialmente a
carne de frango e derivados preparados sob condi¢gdes improprias de higiene,
manipulacdo e conservacdo. Para a deteccdo de Salmonella spp. em alimentos, o
método convencional de isolamento e identificacdo € o mais utilizado e esta previsto
na legislacdo brasileira, mas a técnica € demorada e bastante laboriosa. A Reacgéo
em Cadeia da Polimerase (PCR) € um método rapido e sensivel na deteccédo de
agentes como Salmonella spp., tem sido bastante estudado e gradativamente
empregada nas industrias de alimentos. O objetivo deste estudo foi comparar a
analise bacteriolégica convencional com a PCR na deteccédo de Salmonella spp. em
peito de frango comercializado no varejo. Foram realizadas 34 repeticbes em
analises de amostras inoculadas artificialmente com S. Enteritidis e 31 repeticoes
em amostras de campo. Tanto o método convencional quanto a PCR foram capazes
de detectar Salmonella spp. em amostras contaminadas artificialmente. No entanto,
nas amostras de campo, a deteccdo de Salmonella spp. somente foi possivel pelo
método convencional. E a PCR foi mais rapida na detecgdo de Salmonella spp. em
amostras de carne de frango.

Palavras-chave: Comparacgao, método convencional, PCR, Salmonella spp.
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ABSTRACT

Salmonellosis is one of the most challenging zoonoses to public health, due to its
difficult control, high morbidity, as well as its economic and social impacts. Most
cases of Salmonella food borne diseases are caused by the ingestion of
contaminated food, especially poultry meat and poultry products processed under
improper conditions. Conventional culture-based methods are widely used to detect
Salmonella spp. in foods and it is contemplated in Brazilian law, although the
technique is laborious and time-consuming. Polymerase Chain Reaction (PCR)
which is a fast, sensitive and useful method to detect food borne pathogens, such as
Salmonella spp., has been quite researched and gradually employed in food
industries. The objective of this study is to compare conventional culture-based
method to PCR for Salmonella spp. detection in poultry meat. Thirty-four artificially
inoculated chicken meat with S. Enteritidis samples and thirty-one naturally
contaminated samples have been analyzed. Both methods were capable of detecting
Salmonella spp. in artificially contaminated samples. PCR has been faster on
detection of Salmonella spp. Only conventional culture-based methods could detect
Salmonella spp. in naturally contaminated samples.

Keywords: Comparison, conventional culture-based method, PCR, Salmonella spp.



[Digite texto]

1 INTRODUCAO

O género Salmonella é considerado por muitos autores como um dos
patdgenos mais importantes causadores de surtos de infecgdes alimentares em todo
o0 mundo. Seu estudo tem grande importancia para a saude coletiva pelo fato de
causar uma enfermidade de dificil controle, em virtude de se apresentar distribuido
amplamente na natureza, possuir uma grande variedade de reservatérios, ser
extremamente patogénico para o homem e para muitas espécies animais e ter sua
disseminagao favorecida por individuos portadores assintomaticos (BERSOT, 2006).

Salmonella spp. ja foi isolada de alimentos de variadas composigdes. No
entanto, é mais comumente isolada de carne bovina, ovos e carne de aves,
especialmente carne de frango. As infeccbes humanas geralmente estdo associadas
ao consumo de carne de frango ou de ovos mal cozidos ou indevidamente
manipulados, de forma a permitir a multiplicagcdo de Salmonella spp. no alimento
(CAMPQS, 2005; OPS, 2003).

Os métodos convencionais de isolamento de Salmonella spp. em alimentos
estdo previstos na legislagdo brasileira, contudo, demandam dias para a
confirmagé&o do género, além de serem bastante trabalhosos. Portanto, apesar de
confidvel, a técnica convencional dificulta o monitoramento da contaminagao
bacteriolégica na cadeia produtiva do alimento e, ainda, desfavorece a adogao de
medidas emergenciais, na industria, para conter a liberagdo de lotes que porventura
estejam contaminados (VON RUCKERT, 2006). Métodos rapidos de diagndstico
bacteriologico tém sido desenvolvidos nos ultimos anos com vistas a reduzir o tempo

de analise, sendo ainda métodos especificos, sensiveis e praticos.



A PCR é comprovadamente um método rapido, sensivel e especifico na
deteccdo de agentes patogénicos, como Salmonella spp. Tem sido bastante
estudada e gradativamente empregada nas industrias de alimentos de modo a
otimizar o controle sobre este agente.

Este estudo visa comparar a analise bacterioldégica convencional com a PCR
na deteccdo de Salmonella spp. em amostras de peito de frango artificialmente
contaminadas e de campo comercializadas no varejo quanto a frequéncia de
detecgcdo e tempo demandado para os testes e verificar em quais meios de
enriquecimento e plaqueamento o isolamento de Salmonella spp. tem melhores

resultados.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A CARNE DE FRANGO

Segundo a Associagdo Brasileira dos Produtores e Exportadores de Frango
(ABEF, 2009), no ano de 2008, houve um crescimento de 11% nas exportagdes de
carne de frango, comparado ao ano de 2007, totalizando 3,6 milhdes de toneladas.
As expectativas para o ano de 2009 sdo de um crescimento ndo tdo expressivo
quanto os resultados alcangcados nos anos anteriores, em funcao da crise financeira
internacional.

O Brasil é o maior exportador de carne de frango desde o ano de 2004 e
ocupa a terceira colocagdo em produgdo mundial de carne de frango, ficando atras
somente da China e dos Estados Unidos, com um volume de produgédo de 10,2
milhdes de toneladas em 2007. E o quarto maior consumidor mundial de carne de
frango, ficando atras dos EUA, China e Unido Européia. O consumo de carne de
frango no Brasil também é bastante elevado e, em 2007, de janeiro a agosto, foi de
37,8 kg por habitante (UBA, 2008).

Diante deste panorama, o mercado internacional de carne de frango exige o
monitoramento sanitario dos plantéis avicolas, além do controle da qualidade da
carne de frango e seus derivados. Além disso, o mercado interno destes produtos
exige alto padrdo de qualidade e segurangca dos produtos fornecidos (VON
RUCKERT, 2006).

Doengas como as salmoneloses sao de controle obrigatério na producéo de
aves e estdo incluidas no Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o qual foi instituido
pela Portaria n°193, de 19 de setembro de 1994 (BRASIL, 1994), considerando a
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importancia da avicultura industrial nacional, o posicionamento do Brasil no mercado

internacional de carne de aves e a situagao sanitaria da avicultura brasileira.

Quanto aos padrbes sanitarios nacionais para alimentos, na Resolugdo da
Diretoria Colegiada (RDC) n°12 de 2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), é aprovado o Regulamento Técnico sobre Padrées Microbioldgicos para
Alimentos, no qual esta estabelecido que Salmonella spp. deve estar ausente em
25g de carnes resfriadas ou congeladas, in natura, de bovinos, suinos e outros
mamiferos (carcagas inteiras ou fracionadas, quartos ou cortes), carnes moidas,
miudos de bovinos, suinos e outros mamiferos, ovos e derivados (BRASIL, 2001) e
para carnes resfriadas ou congeladas in natura de aves (carcagas inteiras,
fracionadas ou cortes), ha padroes somente para coliformes termotolerantes a
45°C/g, mas né&o ha padrbes para Salmonella spp. No entanto, na RDC n°39 de
2002 (BRASIL, 2002) é aprovado o Regulamento Técnico para Instrugdes de Uso,
Preparo e Conservacdo na Rotulagem de Carnes de Aves e seus Miudos Crus,
Resfriados ou Congelados, no qual ha instrugdes obrigatérias para que sejam
incluidas na rotulagem dos produtos recomendagdes de uso, preparo e conservagao
para possibilitar o controle dos riscos quanto ao consumo de alimentos que possam

estar contaminados com Salmonella spp.

2.2 Salmonella spp.

O género Salmonella foi nomeado como tal em homenagem ao
bacteriologista Daniel E. Salmon em 1885 (GAST, 2003; HOLT et al., 1994). E
pertencente a familia Enterobacteriaceae, cresce sob temperaturas entre 8°C e
45°C, a um pH de 4,0 a 8,0 e nado resiste a temperaturas superiores a 70°C (OPS,
2003). Apresenta-se como bacilos Gram negativos em esfregagos corados pelo
método de Gram. Nao produz esporos, € anaerébio facultativo e ndo fermenta
lactose, ao contrario da maioria das espécies da familia Enterobacteriaceae (HOLT
et al., 1994). Todavia, algumas salmonelas podem ser fermentadoras de lactose, a
partir da aquisicdo de plasmideos transportadores de genes codificadores de
enzimas que permitem a fermentacdo da lactose (plasmideos lac+), e produzem
col6nias lactose positivas (CAMPQOS, 2005). Outra caracteristica peculiar da familia

Enterobacteriaceae e, portanto, das salmonelas, € a capacidade de reduzir nitratos a
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nitritos e produzirem gas a partir da fermentagao da glicose. A maioria € mével, por
meio de flagelos peritriquios, com excecao de S. Gallinarum e S. Pullorum, que sao
imoveis (HOLT et al.,, 1994). Os sorotipos méveis sdo usualmente descritos como
salmonelas paratificas (GAST, 2003).

A nomenclatura dada a Salmonella foi, inicialmente, baseada na doenca e/ou
no animal no qual se isolou a bactéria e continua a ser utilizada na bacteriologia,
como S. choleraesuis, S. typhimurium, S. abortusovis. Esse tipo de nomenclatura foi
abandonado por nao representar verdadeiramente, através do nome, a doenca
promovida pela bactéria e seus hospedeiros. O que se aplica atualmente sdo nomes
de cidades, regides ou paises onde a salmonela foi primeiramente isolada ao seu
nome, como S. london e S. panama (HOLT et al., 1994).

ApOs varias alteracdes na taxonomia de Salmonella spp., a classificagao atual
divide o género em S. enterica e em S. bongori. S. enterica é subdividida em seis
subespécies, a saber: S. enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S.
enterica subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae
and S. enterica subsp. indica (HOLT et al., 1994). Até a presente data, ja foram
identificados 2579 sorotipos de Salmonella spp. Destas, 2557 pertencem a espécie
Salmonella enterica e apenas 22 a Salmonella bongori (GRIMONT; WEILL, 2007). A
subespécie enterica engloba os sorotipos clinicamente mais importantes para

humanos e animais.
2.3 SALMONELOSES

A salmonelose € uma das doencgas infecciosas mais comuns no mundo
(OLIVEIRA et al.,, 2003) e uma das zoonoses mais problematicas para a saude
coletiva, em fungdo da elevada endemicidade e morbidade e pela dificuldade no
controle (HOFER; SILVA FILHO; REIS, 1997). As salmonelas sao amplamente
distribuidas na natureza, sendo o trato intestinal do homem e dos animais o seu
habitat primario (BAU; CARVALHAL; ALEIXO, 2001).

A doenga nas aves pode ocorrer, muitas vezes, na forma clinica ou na
manutencdo do estado de portador assintomatico, tornando-se fonte de
disseminagao da bactéria pelas fezes das aves infectadas ou por seus produtos
contaminados para seres humanos, animais e ambiente (GAST, 2003; HOFER,
SILVA FILHO, REIS, 1997). Hofer, Silva Filho e Reis (1997) afirmaram que a
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ocorréncia de salmonelose decorre, na maioria dos paises, do grande crescimento
da industria avicola, dentro da visdo econdmica tipica de produgdo. Segundo
Berchieri Junior e Oliveira (2006), em virtude do desenvolvimento do setor industrial,
a avicultura passou a produzir volumes muito superiores e em menor espaco de
tempo e, para isto, foi preciso concentrar um numero maior de aves por metro
quadrado, o que favoreceu a instalacao, multiplicacdo e disseminagao de agentes

patogénicos como a Salmonella spp.

As salmoneloses nas aves causam grandes prejuizos econdmicos pela
elevada mortalidade e pelas quedas acentuadas no desempenho zootécnico
(BERCHIERI JUNIOR; OLIVEIRA, 2006). S. Pullorum e S. Gallinarum séo
hospedeiros naturais de aves e determinam a pulorose e o tifo aviario,
respectivamente (GAST, 2003). A pulorose é caracterizada por acometer mais
comumente as aves jovens, tem elevada mortalidade, principalmente entre a
segunda e a terceira semana de vida e sua principal transmissao € a vertical. As
aves que porventura sobrevivem a doenga, podem se tornar portadoras e disseminar
a bactéria pela via transovariana e/ou pela transmissdo horizontal (BERCHIERI
JUNIOR; OLIVEIRA, 2006). O tifo aviario, por sua vez, é uma salmonelose cujos
relatos sao mais frequentes em aves adultas, no entanto, pode determinar alta
mortalidade em aves jovens no primeiro més de vida (BERCHIERI JUNIOR;
OLIVEIRA, 2006). A transmiss&o horizontal pode decorrer, dentre outros fatores, do
canibalismo e da ingestdo de ovos e ragbes contaminadas com Salmonella spp.
(BERCHIERI JUNIOR; OLIVEIRA, 2006; OPS, 2003). Os insetos podem participar
como vetores mecanicos em ambientes muito contaminados (OPS, 2003) e, da
mesma forma, os animais silvestres e de estimagdo (BERCHIERI JUNIOR;
OLIVEIRA, 2006) podem contribuir para a infecgao.

A mortalidade e a morbidade em ambas as salmoneloses aviarias s&o
variaveis e sdo influenciadas pela idade, nutricdo, manejo, doengas concomitantes e
pela dose bacteriana (GAST, 2003). As perdas podem ser altas nos quadros graves,
onde a consequéncia, em sua maioria, € a eliminagao das aves infectadas (HOFER;
SILVA FILHO; REIS, 1997).

As salmonelas paratificas ou zoondticas, que sao os sorotipos méveis de
Salmonella spp., podem infectar uma grande variedade de animais e os humanos,

muitas vezes de forma assintomatica (GAST, 2003). Nas aves, o paratifo aviario
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pode ocorrer em decorréncia da transmissdo transovariana ou da transmissao
horizontal (BERCHIERI JUNIOR; OLIVEIRA, 2006). No entanto, a sua maior
importancia reside no potencial risco de causar infec¢des alimentares em humanos
pela ingestdo de alimentos contaminados com salmonelas paratificas. A maioria dos
casos de salmonelose humana decorre do consumo de alimentos contaminados.
Contudo, muitos pesquisadores concordam que a carne de frango e seus derivados
sdo umas das mais importantes fontes de Salmonella spp. A ocorréncia e a
quantidade deste género presentes na carne de frango ao abate variam em fungéo
das condigdes de manejo na criagdo e com os cuidados higiénicos nas operagdes
de abate e manipulagao das carcagas (CARVALHO; CORTEZ, 2005). No entanto, a
manipulacdo inadequada do alimento pronto para o consumo pode permitir a
multiplicacdo de Salmonella spp. em niveis passiveis de ocasionar surtos de
infeccao alimentar (GAST, 2003), os quais podem advir ainda do contato do produto
pronto com o alimento cru, ou por meio do consumo da carne ou alimento mal
cozidos, da manutengdo do alimento por muitas horas fora de refrigeracdo e do
aquecimento inadequado antes de servi-lo (OPS, 2003).

Alimentos de origem vegetal também podem ser veiculadores de Salmonella
spp. para seres humanos, por contaminagdo destes alimentos com produtos de
origem animal, por falhas higiénico-sanitarias durante o seu processamento ou no
preparo do alimento pronto para o consumo nas cozinhas comerciais e residenciais.
Os grandes surtos se devem, na maioria das vezes, a0 manejo inadequado do
alimento pronto (OPS, 2003).

No periodo de 1998 a 2002, foram reportados 6.647 surtos de doencgas
transmitidas pela ingestdo de alimentos nos EUA com 128.370 pessoas doentes. Os
patdgenos bacterianos foram responsaveis pela maioria dos surtos, nos quais S.
Enteritidis foi a bactéria mais envolvida e Listeria monocytogenes foi a maior
causadora de mortes (CDC, 2006). Segundo Buzby et al. (1996), nos Estados
Unidos, entre 2,9 a 6,7 bilhdes de ddlares sdo destinados anualmente aos custos
decorrentes de doengas alimentares transmitidas especificamente por bactérias.

No Brasil, Taunay et al. (1996) estudaram a frequéncia de isolamentos de
sorotipos de Salmonella spp., entre 1950 e 1990, no Estado de Sao Paulo e
observaram, a partir da década de 70, o declinio na ocorréncia de S. Typhi e o
aumento de S. Typhimurium e S. Agona entre outros sorotipos. Entre 1983 e 1990,

mais de 70% das infecgbes intestinais, bacteremias e meningites causadas por S.
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Typhimurium e S. Agona ocorreram em criangas com menos de cinco anos de
idade.

Peresi et al. (1998), em estudo epidemiolégico de surtos de salmonelose
ocorridos entre 1993 a 1997 na regido Noroeste do Estado de Sdo Paulo, obtiveram
como resultados o total de 906 individuos adoecidos e S. Enteritidis fagotipo 4 foi o
sorotipo mais isolado tanto em amostras de fezes como em amostras de alimentos.
Segundo Silva e Duarte (2002), houve grande aumento de isolamentos de S.
Enteritidis em produtos avicolas, a partir de 1993 até 2001, no Brasil, e a
manutencao deste sorotipo como o principal responsavel por infecgdes alimentares
humanas até o ano de 2001.

Dados epidemiolégicos da Secretaria de Vigilancia em Saude, do Ministério
da Saude (BRASIL, 2008), sobre surtos ocorridos no Brasil entre 1999 e 2008,
mostram que ocorreram 6.062 surtos de doengas transmitidas pela ingestao de
alimentos (DTA), com 117.330 doentes e 64 mortes. A maioria dos surtos
registrados foi causada por Salmonella spp. e os Estados com maior ocorréncia de
surtos foram o Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Parana. No entanto, os numeros n&o
traduzem a real situagao das ocorréncias em todas as Unidades Federativas, pois as
notificagdes se concentram nos Estados onde a vigilancia epidemioldgica das DTAs
esta melhor implantada, ou seja, nos Estados do Sul e Sudeste (BRASIL, 2008).

Os sintomas da salmonelose no homem séo inespecificos e surgem em 12 a
14 horas apés a ingestao do alimento contaminado e geralmente sao caracterizados
por nauseas, vomitos, dores abdominais, cefaléia, calafrios e diarréia. Os sintomas
podem também ser acompanhados por fraqueza, fadiga muscular e febre. A taxa de
mortalidade, em média, é de 4,1%, sendo de 5,8% durante o primeiro ano de vida e
15% em pessoas acima de 50 anos (JAY, 2005). A salmonelose geralmente tem
cura espontanea e a recuperacgao clinica se da em até quatro dias, no entanto, o
individuo portador convalescente pode eliminar a bactéria por semanas ou até por
alguns meses (OPS, 2003).

Pacientes imunocomprometidos, idosos e criangas podem apresentar
complicagcbes graves da doencga. Tavechio et al. (1996) avaliaram isolamentos de S.
Enteritidis realizados entre 1991 e 1995 de infec¢cbes humanas e amostras nao
humanas e verificaram um aumento significativo no ano de 1993 relacionado, entre
outras coisas, a hemoculturas de pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia

Adquirida (SIDA). Diante disto, afirmaram que a septicemia € uma complicagao
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comum e crescente nesses pacientes e atentaram para o desafio do tratamento da
salmonelose.

O tratamento no homem com antimicrobianos geralmente n&o é indicado, pois
prolonga o periodo de eliminagdo da bactéria pelas fezes e pode determinar o
aparecimento de cepas multirresistentes. Contudo, o tratamento pode ser indicado
nos casos de salmoneloses com complicagbes sistémicas e na febre tiféide
(CAMPOS, 2005).

Os sorotipos adaptados ao ser humano s&o S. Typhi e S. Paratyphi A, Be C
(CAMPOS, 2005) e causam a febre tiféide e a febre entérica, respectivamente
(SHINOHARA, 2008). Estima-se que ocorram 21 milhdes de casos € 200 mil mortes
por ano em decorréncia de febre tiféide em todo o mundo (CDC, 2005). A ocorréncia
desta doenga deve-se principalmente a situagdes precarias de saneamento, higiene
pessoal e ambiental, por isso, a febre tiféide praticamente inexiste em paises onde
estes problemas foram superados (BRASIL, 2005). Segundo a Secretaria de
Vigilancia em Saude, no Brasil (BRASIL, 2005), a doenca ocorre sob a forma
endémica, especialmente nas regides Norte e Nordeste, devido as condigbes de
vida de grande parte da populagdo, mas tende a haver uma redugao no numero de
casos. No entanto, a sub-notificacdo prejudica a veracidade dos dados
epidemioldgicos, pois, dentre outros motivos, muitos casos ndo séo diagnosticados e
casos suspeitos ndo sdo conhecidos (SHINORARA et al., 2008).

Individuos com febre tiféide carreiam S. Typhi na corrente sanguinea € no
trato intestinal, e aqueles que se recuperam da doenca clinica e se tornam
portadores continuam a eliminar a bactéria pelas fezes, muitas vezes por longos
periodos. Os sintomas caracteristicos sao febre prolongada, cefaléia, constipagéo,
mal-estar e mialgia. Nos casos graves pode ocorrer delirio, perfuragao intestinal e
morte (CDC, 2005).



2.4 METODOS ANALITICOS DE DETECCAO DE Salmonella spp.

2.4.1 Método Convencional

O meétodo convencional de isolamento e identificagcdo bacteriologica de
Salmonella spp. € amplamente empregado e prescrito em legislagbes especificas.
Consiste nas etapas de pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo, isolamento e
selecao, identificacdo bioquimica e prova de soro-aglutinacao (BRASIL, 1995a;
1995b; 2003). No entanto, esses testes geralmente demandam um tempo minimo de
cinco dias podendo alcancar até sete dias, se forem realizadas provas bioquimicas e
sorologia (DICKEL, 2004). Além disso, muitas vezes, ndo sao suficientemente
especificos (LOFSTROM et al., 2004).

A técnica é demorada e trabalhosa, pois, necessita de muitos reagentes e
vidraria, principalmente quando no processamento de um grande numero de
amostras, como as que sao exigidas nas industrias de alimentos. Portanto, métodos
de diagndsticos mais rapidos sdo extremamente necessarios para a tomada de
decisbes em tempo real nas industrias de alimentos, principalmente quando se trata
de produtos pereciveis (VON RUCKERT, 2006.).

O controle das salmoneloses depende de um incremento na velocidade e
precisdo dos testes diagndsticos, principalmente no monitoramento da producéo
zootécnica e de alimentos (SANTOS et al., 2001b). Métodos para detecgao rapida
de Salmonella spp. tém sido desenvolvidos, nos ultimos anos, tais como ensaio
imunoenzimatico (“Enzyme-linked Immunosorbent Assay” - ELISA), imunodifusao,
hibridizacgdgo do DNA e aglutinacdo em latex, porém, muitos desses meétodos
apresentam problemas de sensibilidade e/ou especificidade, que limitam a sua
aceitacado (BLACKBURN, 1993).

2.4.2 Reacgdo em Cadeia da Polimerase - “Polymerase Chain Reaction” - PCR

A PCR foi inicialmente descrita em 1986 pelo pesquisador Kary Mullis
(MULLIS et al, 1986) e utiliza-se da sintese de ciclos repetidos de oligo-
nucleotideos de DNA para conduzir a replicacdo de sequéncias definidas, formando
a base para a amplificagdo e deteccado de sequéncias especificas de acido nucléico

(PERSING, 1991). Por detectar uma regido unica do genoma bacteriano, a técnica
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da PCR demonstra maior especificidade do que os métodos bacteriolégicos usuais
(COHEN et al., 1994).

A aplicagdo da PCR, na detecgdo de alimentos contaminados, animais e
pessoas infectadas, € uma estratégia atualmente utilizada e citada por muitos
autores como eficiente e rapida e vem sendo empregada com éxito para deteccao
de varios micro-organismos, como Listeria monocytogenes, Campylobacter spp.,
Yersinia enterocolytica, Vibrio cholerae, Shigella flexneri e Escherichia coli (AABO et
al., 1993; BENNETT et al., 1998; MALORNY et al., 2003; SANTOS et al., 2001a).

A rapidez na identificacdo de agentes etiolégicos pela deteccdo do seu DNA,
em comparagao ao método bacteriologico, torna a PCR uma alternativa pratica,
além da sua alta sensibilidade e especificidade, dentre os métodos de diagnostico
das salmoneloses. No trabalho de Lofstrom et al. (2004), o tempo total necessario
para detecgao de Salmonella spp. em 14 tipos de alimentos para animais, através da

técnica de PCR, foi inferior a 24 horas.

Flores et al. (2003) realizaram analise bacterioldgica convencional,
preconizada pela Portaria n°8, de 23 de janeiro de 1995, do MAPA (BRASIL, 1995a)
e compararam com a técnica da PCR em amostras de ovos obtidos diretamente de
produtores rurais de Santa Maria, no Estado do Rio Grande do Sul. Como resultado
do estudo, a PCR foi tdo eficiente quanto o método bacterioldgico, com custo e
tempo de analise significantemente inferior e concluiram que, através da técnica de
PCR, é possivel identificar lotes infectados com rapidez sem haver a necessidade de

coletas de sangue, o que poderia facilitar a disseminagao das bactérias.

Croci et al. (2004) compararam o método convencional com a técnica de
ELISA e a PCR na deteccao de Salmonella spp. em produtos derivados de carne
suina, bovina e de aves, em sete momentos diferentes durante a incubacdo em
caldo de pré-enriquecimento. E constataram que, mesmo em amostras pouco
contaminadas experimentalmente, as técnicas de PCR e ELISA foram capazes de
detectar Salmonella spp. apds cinco horas de pré-enriquecimento. Em alguns
produtos, a PCR foi capaz de identificar a presenga de Salmonella spp. apds quatro
horas de incubacdo, demonstrando maior sensibilidade com relagdo a técnica de
ELISA.

Von Ruckert (2006) realizou trabalho semelhante, no qual comparou o método

convencional com a imunoanalise e a técnica de PCR em cinco etapas do
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fluxograma de abate de frangos, com a finalidade de indicar um método alternativo
para o monitoramento no programa de Analise de Perigos e Pontos Criticos de
Controle (APPCC). Como resultado, a PCR e a imunoanalise foram mais sensiveis,
rapidas e praticas do que a metodologia convencional, e a PCR, especificamente,
apresentou custo idéntico ao método convencional, contrariamente ao método

imunoanalitico.



3 MATERIAL E METODOS
3.1 AMOSTRAS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

As analises bacteriologicas e a PCR foram realizadas no Laboratorio de
Ornitopatologia e no Laboratério de Epidemiologia Molecular da Faculdade de

Medicina Veterinaria da Universidade Federal Fluminense, respectivamente.

3.1.1 Amostras artiicialmente contaminadas

Foram coletadas, em supermercados, duas amostras de peito de frango
congelado, em embalagens de 1,0 kg, para a realizagdo das analises em amostras
artificialmente contaminadas com S. Enteritidis. Estas amostras foram transportadas
em sua propria embalagem comercial e, apés o descongelamento sob refrigeragéo
‘overnight”, foram fracionadas em sub-amostras de 25g, acondicionadas
individualmente em sacos plasticos esterilizados préprios para homogeneizagao e

estocadas sob congelamento.

Para a contaminacgao artificial das amostras, estirpes de S. Enteritidis ATCC
13057 foram cultivadas em caldo “Brain Heart Infusion” (BHI, MERCK® 1.10493) por
18 horas a 37°C e, em seguida, o cultivo foi semeado em agar nutriente inclinado e
incubado a 37°C por 18 a 24 horas. A partir disso, foi preparada a suspensao
bacteriana com a adi¢cado de solugdo salina peptonada 0,1% esterilizada, no cultivo
em agar nutriente, até a obtencao de turvagao igual a do padrdao n°1 na escala de
McFarland, que consiste em 1 mL de cloreto de bario a 1% com 99 mL de acido
sulfarico a 1% (0,36N), correspondendo a 3,8 x 10® micro-organismos por mililitro.

Como controles, foram analisadas amostras sem a inoculacio de S. Enteritidis.
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Foram realizadas 34 repeticdes das analises em amostras inoculadas com S.

Enteritidis.

3.1.2 Amostras de campo

Para analises de amostras de campo, foram coletadas amostras resfriadas de
peito de frango em estabelecimentos comerciais varejistas. Estas amostras foram
transportadas em sua propria embalagem comercial e acondicionadas em recipiente
isotérmico contendo gelo. No laboratério, as amostras foram pesadas e separadas
em sub-amostras de 25g, colocadas individualmente em sacos plasticos
esterilizados préprios para homogeneizagao, sendo logo em seguida, processadas.

Foram realizadas 31 repeticbes nas amostras de campo.

3.2 ENSAIOS LABORATORIAIS

3.2.1 Método Convencional

O isolamento de Salmonella spp. (APENDICE 1) foi baseado na Instrucéo
Normativa n°62 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL,
2003).

Para o pré-enriquecimento das amostras, foram adicionados 225 mL de agua
peptonada tamponada 1% a 25g de peito de frango, em saco plastico esterilizado. A
mistura foi homogeneizada por aproximadamente 120 segundos em
homogeneizador (“Stomacher 80 Laboratory Blender Seward”). Em seguida, as
amostras foram incubadas a 37°C por 24 horas.

Aliquotas de 0,1 mL foram pipetadas das amostras pré-enriquecidas para
tubos contendo 10 mL de caldo Rappaport Vassiliadis (RV - OXOID® CM669) e 1,0
mL para tubos contendo 10 mL de caldo Selenito-Cistina (SC - MICROMED® 2087).
Os tubos foram incubados a 41°C + 0,5°C, sob agitacdo mecéanica constante de

agua por 24 horas.

Para o isolamento, cada cultivo nos caldos de enriquecimento foi semeado,
utilizando-se alga de platina, sobre a superficie de quatro meios seletivos em

duplicata e cultivados em estufa a 37°C por 24 horas. Como meio de alta
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seletividade foi utilizado o agar Salmonella Diferencial Modificado — meio RajHans
(SDM - HIMEDIA® M1078) e o agar base Verde Brilhante modificado (VBM -
HIMEDIA® M016). Como meio de média seletividade foi utilizado o agar Salmonella-
Shigella (SS - MICROMED® 2043) e como meio de baixa seletividade foi
empregado o agar MacConkey (MC - HIMEDIA® M1024).

Para a triagem das colbnias, foram selecionadas trés colénias por placa,
conforme caracteristicas morfocoloniais tipicas de Salmonella spp. nos diferentes
meios solidos utilizados (QUADRO 1). Cada colbnia foi semeada em agar Trés-
agucares-ferro (“Triple Sugar Iron”. TSI - HIMEDIA® M021) e em &gar Lisina-ferro
(“Lisine Iron Agar” - LIA, HIMEDIA® M377) e incubados a 37°C por 24 horas.

QUADRO 1 Caracteristicas morfocoloniais tipicas de Salmonella spp em diferentes
meios solidos

Meios de

plagueamento Caracteristicas da col6nia tipica de Salmonella spp.

SDM Colbnias com coloragdo vermelha

VBM Colbnias réseas e meio avermelhado

Colbnias incolores com ou sem o centro preto em meio amarelo

SS pardo

MC Colbnias translucidas em meio amarelado
Fontes: RAMBACH, 1990; MOATS; KINNER, 1974; TAYLOR; SCHELHART, 1971;

WALTMAN, 2000.

Os cultivos compativeis com as caracteristicas bioquimicas de Salmonella
spp- (QUADRO 2) foram repicados em caldo BHI e incubados a 37°C por 18 a 24

horas para a execucgéo dos testes bioquimicos complementares.

QUADRO 2 Caracteristicas bioquimicas de Salmonella spp. nos meios de triagem
agar “Triple Sugar Iron” (TSI) e “Lysine Iron Agar” (LIA).

Meios de Triagem Caracteristicas do crescimento de Salmonella spp.
TSI Superficie do bisel vermelha e fundo amarelo e preto
LIA Superficie do bisel violeta e fundo violeta e preto

Fonte: HAJNA, 1945; JOHNSON et al., 1966
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Como testes bioquimicos, foram realizadas as provas de Urease, Sulfeto-
indol-motilidade (SIM) e Desaminagcdao da fenilalanina. Os cultivos com
caracteristicas de Salmonella spp. (QUADRO 3) foram confirmadas

sorologicamente.

QUADRO 3 Caracteristicas bioquimicas de Salmonella spp. nos meios caldo Uréia,

Sulfeto-Indol-Motilidade (SIM) e agar Fenilalanina.

Comportamento bioquimico de Salmonella spp.

Teste bioquimico Resultados
Urease Manutengéo da cor inicial do meio.
Meio SIM Producdo de Precipitado negro.
H.S
Teste de A adigao do reativo de Kovac's forma anel cuja
Indol coloragao nao se altera.

Motilidade Difusao do crescimento por todo o meio.

Desaminacgao da A adicao de solucéao de cloreto férrico 10% nao
fenilalanina altera a coloragao do mesmo.

Fonte: ANDREWS; HAMACK, 1998; BRASIL, 2003

Para a sorologia, foi utilizado anti-soro polivalente “O” (Probac do Brasil®).
Para isto, foram depositados sobre a superficie da placa de Huddleson, uma gota da
suspensao do cultivo em agar TSI, e adicionados uma gota de soro anti-salmonela
polivalente “O” e uma gota de solugdo salina 0,1%. Apdés homogeneizagcdo da
mistura, foi procedida a leitura com iluminagéo sobre fundo escuro.

Os resultados obtidos no isolamento e identificagdo de Salmonella spp. nas
amostras artificialmente contaminadas foram comparados entre si quanto ao

desempenho dos meios de enriquecimento associados aos meios de plaqueamento.

3.2.2 Reagdo em Cadeia da Polimerase

Seguida a incubagao por 24 horas da etapa de pré-enriquecimento, procedeu-
se a extracdo do DNA das amostras pelo método do fenol-cloroférmio segundo
Sambrook, Fritcsh e Maniatis (1989). Desse modo, aliquotas de um microlitro de

cada amostra foram transferidas para microtubos de polipropileno de 1,5 pyL. As



[Digite texto]

amostras foram entdo centrifugadas por 20 minutos a 13.500 rpm, a 10°C, em
centrifuga refrigerada (“Thermo Electron Corporation PK121R”) e o sobrenadante
descartado, utilizando-se o sedimento de cerca de 40 pL. Ao sedimento foram
adicionados, 400uL de tampao Tris-EDTA dextrose, 30 uL de proteinase K e 30 pL
de sddio dodecil sulfato (SDS) a 10%. As amostras foram entdo colocadas em bloco
térmico por 30 minutos, a uma temperatura de 50°C a 55°C, e, em seguida,
banhadas em gelo por cinco minutos. Ap6s isto, foram adicionados 500 pL de fenol
tamponado, pH 8,0, as amostras que foram entdo homogeneizadas por inverséao
suave por 10 minutos e levadas a centrifuga refrigerada a 10°C por 30 minutos em
rotacdo de 13.500 rpm. A fase superior foi transferida para novo microtubo, foram
adicionados 500 uL de cloroférmio e homogeneizadas por trés minutos. As amostras
foram submetidas a uma nova centrifugagdo a 13.500 rpm por cinco minutos, a
10°C, e a fase superior foi colocada em novo microtubo. Foi adicionado o dobro do
seu volume em alcool etilico e as amostras foram mantidas a -20°C “overnight”.
Transcorrido este periodo, as amostras foram centrifugadas por 20 minutos, em
13.500 rpm, a 10°C e o alcool descartado e apds a secagem dos tubos, as amostras
foram ressuspendidas em 100 pyL de tampao Tris-EDTA, pH 8,3, para que fossem
armazenados em freezer a -20°C até o momento da realizagao da PCR.

Foi utilizado um par de “primer’ que amplifica 284 pares de base, com a
sequéncia de oligonucleotideos derivada do gene invA, como se segue (RAHN et al.,
1992):

5"GTG AAATTATCG CCACGT TCG GGC AA 3

5" TCATCG CAC CGT CAAAGG AACC 3

Foi preparada a reacdo de 21 pL contendo 5 pL de tampao 10x, 5 pyL de
MgCly, 5 uL de dNTP mix (25 yM de cada), 100 pmol de cada primer, 2U de taqg DNA
polimerase e 2 pyL de DNA purificado. O ciclo programado em termociclador
(“Thermo Electron Corporation PX2 Thermal Cycler”) foi desnaturagdo inicial a 94°C
por 5 minutos; 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, pareamento a
54°C por 30 segundos e amplificagdo a 72°C por 30 segundos, com extenséo final a
72°C por sete minutos. O resultado da reacéao foi obtido por corrida eletroforética em

gel de agarose a 1,5% e visualizado sob luz ultravioleta em transiluminador.



3.3 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

O Teste Exato de Fischer foi aplicado na analise dos resultados gerais de
detecg¢ao de Salmonella spp. pelos dois métodos testados e o teste do Qui-quadrado
foi utilizado na comparacdo do desempenho dos meios de enriquecimento na

recuperacao de Salmonella spp. em amostras artificialmente contaminadas.



4 RESULTADOS

Foram recuperadas 97% de Salmonella spp. pelo método convencional em 34
amostras artificialmente contaminadas com S. Enteritidis, a partir das caracteristicas
morfocoloniais observadas nos diferentes meios de cultivo (Figuras 1, 2, 3 e 4), nos
meios de triagem (Figura 5) e na confirmagao pelas provas bioquimicas (Figuras 7, 8
e 9) e soroldgicas, e 100% pela PCR (Figuas 11 e 12).

FIGURA 1 Cultivo em agar Salmonella Diferencial Modificado. Coldnias vermelhas

sdo compativeis com caracteristicas de Salmonella spp. (seta).
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FIGURA 2 Cultivo em agar Verde-Brilhante Modificado. Colbnias rosas sao
compativeis com caracteristicas de Salmonella spp. (setas).

FIGURA 3 Cultivo em agar MacConkey. Colbnias translucidas compativeis com
caracteristicas de Salmonella spp. (seta)

FIGURA 4 Cultivo em agar Salmonella-Shigella. Colénias incolores com ou sem
centro preto compativeis com caracteristicas de Salmonella spp. (setas)
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FIGURA 5 Cultivo em agar “Triple Sugar Iron” (TSI) e agar “Lysine Iron Agar” (LIA).
Comportamentos bioquimicos compativeis com Salmonella spp.

FIGURA 6 Cultivo em  agar
Fenilalanina no teste bioquimico da
Desaminacdo da Fenilalanina. 1 e 2
negativos para o teste, caracteristicos
de Salmonella spp.; 3 positivo.

FIGURA 7 Cultivo em caldo uréia no
teste bioquimico da Urease. 1 amostra
urease positiva; 2 urease negativa,
caracteristica de Salmonella spp.
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FIGURA 8 Cultivos em meio sulfeto-indol-motilidade (SIM) no teste bioquimico SIM.
1 e 2 producao de sulfeto, indol negativo, com motilidade; 3 e 4 sulfeto negativo,

indol negativo, sem motilidade.
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FIGURA 9 Fotografia do gel de
agarose com os produtos da PCR de
amostras artificialmente contaminadas
com S. Enteritidis. M. Marcador de
DNA de 100pb, 1 controle positivo, 2 a
9 e 11 a 14 amostras positivas; 10 e
16 controles negativos; 15 amostra
nao inoculada com S. Enteritidis
(controle).

FIGURA 10 Fotografia do gel de
agarose com os produtos da PCR de

amostras artificialmente
contaminadas com S. Enteritidis. M
Marcador de DNA de 100pb, 1 a 4
amostras positivas; 6 controle
positivo; 7 controle negativo; 5
amostra nao inoculada com S.
Enteritidis (controle).



Na analise das 31 amostras de campo, duas amostras foram positivas no
método de isolamento convencional, porém esse resultado nao foi confirmado na
PCR (FIGURA 11). A frequéncia de deteccdo de Salmonella spp. nos dois métodos

testados estéo dispostos na Tabela 1.

M1 2 3 4. 5 GOy

300pb

FIGURA 11 Fotografia do gel de agarose com os produtos da PCR de amostras de
campo. M. Marcador de DNA de 100pb, 1 a 10 amostras negativas; 11 controle
positivo

TABELA 1 Frequéncia de detecgcao de Salmonella spp. pela PCR e pelo método
convencional em amostras de peito de frango contaminadas artificialmente e em
amostras de campo*

Métodos utilizados Amostras contaminadas Amostras de campo
artificialmente

PCR 34/34 (100%) 0/31

Método Convencional 33/34 (97%) 2/31 (6,45%)
*Teste exato de Fischer, IC=95%, p<0,05 '

Apesar de nao haver diferenca estatistica entre os dois métodos na analise
isolada das amostras contaminadas artificialmente e nas amostras de campo, pelo
teste exato de Fischer, os resultados gerais diferiram entre si, com p= 0,0291.
Portanto, houve diferenga significativa entre as propor¢cdes observadas nos dois
tipos de amostras, contaminadas artificialmente e amostras de campo,
respectivamente. No entanto, o indice Kappa calculado foi 0,05, logo a concordancia

entre os dois métodos testados foi fraca.



[Digite texto]

Analisando os desempenhos dos caldos de enriquecimento e dos meios de
plagueamento na recuperagao de Salmonella spp., a melhor combinagao caldo-meio
foi SC combinado ao meio SDM, que obteve um percentual de 91,17% de
isolamento de Salmonella spp. Apesar disso, pelo teste do Qui-quadrado, os
resultados nado foram estatisticamente significativos. A comparagao entre os meios

de plagueamento a partir dos caldos de enriquecimento pode ser observada na

Tabela 2, que apresenta os resultados positivos por amostras testadas.

TABELA 2 Comparacdo entre meios de enriquecimento e meios soélidos na
recuperacado de Salmonella spp. em amostras de peito de frango inoculadas com S.

Enteritidis. Total de resultados positivos por amostra®

MC Ss SDM VBM
Ry 21/34 23/34 21/34 19/34
(61,76%)  (67,64%)  (61,76%)  (55,88%)
sc  23/34 23/34 31/34 22/34
(67,64%)  (67,64%)  (91,17%)  (64,70%)
Total 44/68 46/68 51/68 41/68
(64,70%)  (67,64%)  (75%) (60,29%)

*Qui-quadrado, 1IC=95%, (p>0,05)

Total

84/136
(61,76%)

99/136
(72,79%)



5 DISCUSSAO

Tanto o método convencional quanto a PCR foram capazes de detectar
Salmonella spp. em amostras contaminadas artificialmente. Nas amostras de campo
somente pelo método convencional foi possivel a deteccdo de Salmonella spp. O
melhor desempenho do método convencional, principalmente nas amostras de
campo, deve-se provavelmente ao numero superior de bactérias competitivas nas
amostras resfriadas, visto que nas analises em amostras artificialmente
contaminadas foram utilizadas amostras congeladas e seus controles, né&o
inoculados, ndo apresentaram resultados positivos. Dickel (2004) realizou analise
semelhante, onde comparou as técnicas de PCR e ELISA com o método
convencional para deteccdo de S. Enteritidis (SE), S. Typhimurium (ST), S.
Gallinarum (SG) e S. Pullorum (SP) em carne de frango. As amostras foram
contaminadas artificialmente com diluicdes de 107, 10° e 10 para SE e ST e 10%,
10®° e 10® para SG e SP. A PCR obteve melhor resultado, com 75% (225/300) de
recuperacdo de amostras contaminadas por Salmonella artificialmente, seguido da
técnica de ELISA, que recuperou 71% (213/300) e o método convencional obteve
56,67% (170/300) de recuperagdes. Quando testadas a campo, em trés tipos de
matadouros, o método convencional obteve melhor desempenho, com 26% (47/180)
amostras positivas, seguido de ELISA, com 17,8% (32/180) e PCR, com 12,2%
(22/180). Estes resultados corroboram os obtidos no presente estudo.

Muitos trabalhos tém provado que a PCR é mais sensivel que o método
convencional (BENNETT et al., 1998; LOFSTROM, 2004; MYINT et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2002; VON RUCKERT, 2006), mas a sensibilidade e especificidade
da PCR sé&o bastante variaveis e ha autores que concluem que a sensibilidade da
PCR se assemelha a sensibilidade do método convencional, o que concorda com os

resultados obtidos no presente estudo. Croci et al. (2004) também compararam a



PCR e ELISA com o método convencional em amostras contaminadas
artificialmente em pequena quantidade e analisadas em diferentes momentos
durante o pré-enriquecimento. Observaram que tanto a PCR, quanto o ELISA foram
tdo sensiveis quanto o método convencional apds cinco horas de pré-
enriquecimento. Da mesma maneira, Lofstrom et al (2008) compararam, como parte
de um estudo de validacdo, a PCR e o método convencional preconizado pelo
Comité Nordico de Analises de Alimentos (“Nordic Comittee on Food Analyses”,
NMKL-71), para a deteccdo de Salmonella spp. em amostras de alimentos
destinados a animais. Foram estudadas amostras contaminadas artificialmente e
amostras naturalmente contaminadas e como resultado ndo encontraram diferengas
significativas entre os dois métodos.

A frequéncia de detecgcdo de Salmonella spp. pela PCR equiparou-se a
frequéncia obtida pelo método convencional no presente estudo e isto pode ter sido
influenciado pelo uso de amostras pré-enriquecidas na PCR, como demonstraram
Oliveira et al. (2003). Estes autores compararam a PCR a partir de amostras pré-
enriquecidas e amostras enriquecidas em caldo RV com o método convencional.
Utilizaram amostras de suabes, visceras, mecénio e ragdo para frangos. Como
resultados, detectaram mais amostras positivas para Salmonella spp. pela PCR do
que pelo método convencional quando utilizadas amostras enriquecidas. Entretanto,
com amostras pré-enriquecidas o método convencional foi mais eficiente que a PCR.
Myint et al. (2006) realizaram estudo semelhante em amostras de carne de frango
resfriadas e também obtiveram melhores resultados na PCR de amostras
enriquecidas em dois caldos de enriquecimento em detrimento das amostras pre-
enriquecidas.

Em amostras artificialmente contaminadas, constatou-se, na PCR, que
aquelas usadas como controle, ou seja, aquelas que nao foram contaminadas
artificialmente apresentaram bandas de amplificacdo inespecificas, que, neste caso,
sdo bandas fracas com tamanho distinto de 284pb. O par de “primers” de sequéncia
do gene invA utilizado pode ter promovido interagdo com outras bactérias nao-
salmonelas presentes nas amostras, conforme relatado por Rahn et al. (1992) e
Santos et al. (2001a). Em seu estudo, Rahn et al. (1992) também observaram
bandas semelhantes em estudo cujo objetivo foi testar sequéncias do gene invA
como alvo de PCR para a detecgao de Salmonella em amostra contendo um grupo

de cepas bacterianas. Foram analisadas 630 amostras de Salmonella com mais de
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100 sorovares e os controles consistiam de 142 cepas de bactérias ndo-salmonelas.
Todas as amostras de Salmonella foram detectadas, com excecdo de duas
amostras de S. Litchfield e S. Senftenberg e todas as amostras ndo-salmonelas. Da
mesma forma que o presente estudo, 33 cepas de 142 cepas de bactérias néao-
salmonelas testadas produziram amplificagdes inespecificas. Santos et al. (2001a)
utilizaram o mesmo par de primer utilizado neste estudo e tiveram como resultado
uma amostra de Escherichia coli com banda de amplificagdo inespecifica, porém
facilmente distinguivel de Salmonella spp.

Em relacdo a comparacado entre as diferentes combinacdes de caldos de
enriquecimento e meios soélidos seletivos utilizados no método convencional, o caldo
SC permitiu melhores resultados na recuperagao das colénias de Salmonella spp.
em comparagado ao caldo RV. Nascimento et al. (2000) realizaram estudo para
comparar os caldos de enriquecimento RV, SC e Tetrationato (TT) adicionados do
antimicrobiano novobiocina, e os meios sélidos, Hektoen (HE), MC, SS, VB e agar
Xilose-Lisina-Desoxicolato (XLD), no isolamento de Salmonella spp. em 50 carcagas
de frango e fezes de aves. O melhor desempenho nos isolamentos a partir do uso
do caldo SC em detrimento de RV esta de acordo com os resultados encontrados
nesta pesquisa. Embora nao tenham havido diferencas significativas entre os
resultados obtidos nos diferentes caldos e meios para isolamento, foi observada
maior recuperacao de Salmonella spp. na combinagdo SC com o meio de maior
seletividade em ambos os trabalhos.

Gelli, Ristori e Buzzo (2003) também estudaram a eficiéncia dos meios de
enriquecimento e de plagueamento no isolamento de Salmonella spp., utilizando
uma cepa de S. Typhimurium e uma mistura de cultivos de cepas de Escherichia
coli, Citrobacter freundii, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis e
Staphylococcus aureus para simular a existéncia de bactérias interferentes. Foram
testados os caldos RV e SC, a 35°C e a 42°C, e os meios de plaqueamento SS, VB
e agar Bismuto de Sulfito (BS). Nesse sentido, observaram que o caldo RV
apresentou melhor desempenho nos trés meios de plaqueamento quando incubado
a temperatura de 35°C, mas a 42°C demonstrou resultados semelhantes ao caldo
SC. Na pesquisa atual, o caldo SC obteve ligeira vantagem no isolamento de
Salmonella spp. em relagdo ao caldo RV, mesmo com incubacdo a 42°C para

ambos.
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Com relagdo aos meios de plaqueamento, o agar SDM foi utilizado neste
trabalho porque apresenta composi¢cdo semelhante ao agar Rambach, garantindo
elevada seletividade a Salmonella spp. com a vantagem de ter custo inferior ao
Rambach. Apresenta, entre outros componentes, deoxicolato de sédio que inibe o
crescimento de bactérias Gram positivas e propilenoglicol, no qual Salmonella spp.
reage, acidificando o meio, que pode ser visualizado pelo pela viragem do indicador
cromogénico de [-galactosidase, produzindo colbénias rosas, 0 que permite
diferenciagdo de Salmonella spp. de Proteus spp. e de outros géneros da familia
Enterobacteriaceae (RAMBACH, 1990). Os meios de enriquecimento e de
plagueamento tém eficacia comprovada em muitos trabalhos, mas com grandes
variagdes de resultados quanto as combinagcdes caldos-meios de plaqueamento.
Nesse sentido, o uso de dois ou mais caldos de enriquecimento e meios para
plagueamento implica em melhores resultados quanto ao isolamento e identificagao
de Salmonella spp. No presente estudo a melhor combinagao para o isolamento de
Salmonella spp. foi a utilizagdo de SC no enriquecimento e SDM no plaqueamento,
tanto a partir de amostras contaminadas artificialmente como de amostras de
campo.

Com referéncia ao tempo demandado de analise nos dois métodos, os
resultados da PCR foram obtidos em cerca de dois dias desde a obtencido das
amostras de campo, o que esta de acordo com Santos et al. (2001a) e Von Ruckert
(2006), e em trés dias apos a obtengdo e preparo das amostras artificialmente
contaminadas, conforme Dickel (2004) também encontrou. No método convencional,
os resultados foram concluidos em seis a sete dias nas amostras de campo, e em
até oito dias, nas amostras artificialmente contaminadas. A PCR obteve vantagem
em relagédo ao método convencional quanto ao periodo de tempo para a obtencéo
dos resultados, além de ter sido um método tdo eficiente quanto o método

convencional na detec¢do de Salmonella spp. em carne de frango.



6 CONCLUSOES

A PCR foi tao eficiente quanto o método convencional de isolamento na

detecgao de Salmonella spp. em amostras contaminadas artificialmente.

O método de isolamento convencional foi mais eficiente que a PCR na

deteccao de Salmonella spp. em amostras de campo.

O caldo Selenito-Cistina proporcionou melhores resultados no isolamento de

Salmonella spp. quando comparado ao caldo Rappaport-Vassiliadis.

A combinagao do caldo de enriquecimento Selenito-Cistina com o meio sélido
Salmonella Diferencial Modificado obteve maior frequéncia de isolamentos de
Salmonella spp. na aplicagdo do método convencional do que as
combinagdes de Selenito-Cistina com os meios Salmonella-Shigella,
MacConkey ou Verde Brilhante Modificado e Rappaport Vassiliadis com todos

os meios de plagueamento testados.

= A PCR proporcionou resultados com maior rapidez que a técnica de

isolamento convencional.
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9.1 ESQUEMA DO METODO CONVENCIONAL DE ISOLAMENTO DE Salmonella

spp.
[P

25gda —y 225mL APT 1% Incubagdo - 36°C + 1°C
amostra por 16 a 20 horas.

EANE-

Incubacdo - 41°C = 0,5°C,
24 horas.

10mL RV 10mL SC

. l _
MC SDM SSVBM MC SDM SS VBM
l } Incubacéo 36°C +
\ 4
m

1°C por 24 horas
Leitura e selecdo de trés colénias em cada meio seletivo
de acordo com caracteristicas morfocoloniais de
Salmonella spp.

Incubacéo - 36°C + 1°C por
24 horas
TSI LIA
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Soro
polivalente “O” Cultivo em BHI Provas
Biogquimicas:
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Incubacéo a SIM ) _
37°C por 18 Desaminacao da
horas Fenilalanina
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