UNIVERSIDADE DE PASSSO FUNDO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA
DE ALIMENTOS

Eduarda Boff Martelo

Deteccio e quantificacio de Salmonella spp. por PCR em tempo real em

amostras de abatedouros avicolas

Passo Fundo
2016



CIP — Catalogagao na Publicagao

M376d Martelo, Eduarda Boff
Detecgao e quantificagdo de Salmonella spp. por PCR
em tempo real em amostras de abatedouros avicolas /
Eduarda Boff Martelo. — 2016.
77 f.; 30 cm.

Orientadora: Profa. Dra. Luciana Ruschel dos Santos.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos) — Universidade de Passo Fundo, 2016

1. Salmonela. 2. Frango de corte - Doengas. 3. Indistria
avicola. 4. Alimentos - Contaminacdo. I. Santos, Luciana
Ruschel dos, orientadora. II. Titulo.

CDU: 637.5.03

Catalogacao: Bibliotecaria Jucelei Rodrigues

Domingues - CRB 10/1569



Eduarda Boff Martelo

Deteccao e quantificacio de Salmonella spp. por PCR em tempo real em

amostras de abatedouros avicolas

Dissertagdo apresentada para obtencdo do
titulo de Mestre em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos

Orientador: Profa. Dra. Luciana Ruschel dos
Santos

Passo Fundo

2016



Eduarda Boff Martelo

Deteccao e quantificacao de Salmonella spp. por PCR em tempo real em

amostras de abatedouros avicolas

Dissertacdo apresentada para obtengdo do
titulo de Mestre em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos

Orientadora: Profa. Dra. Luciana Ruschel dos
Santos

Passo Fundo

2016









Eduarda Boff Martelo

Detecc¢ao e quantificacio de Salmonella spp. por PCR em tempo real em

amostras de abatedouros avicolas

Dissertagdo apresentada para obtencdo do
titulo de Mestre em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos

Orientador: Profa. Dra. Luciana Ruschel dos
Santos

Passo Fundo, 08 de abril de 2016.

Banca Examinadora

Profa. Dra. Luciana Ruschel dos Santos — UPF — Orientadora

Profa. Dra. Laura Beatriz Rodrigues — UPF

Prof. Dr. Benito Brito — FEPAGRO






Dedicatoria

Dedico este trabalho a minha orientadora e a
minha familia, pelo apoio, incentivo e carinho.

Muito obrigada.



10



11

AGRADECIMENTOS

A Deus, por estar comigo em cada momento de minha vida.

Aos meus pais, Irdes e Adecir, por todo o apoio e carinho, e aos quais devo todas as
minhas conquistas.

A minha irma Valquiria, pelo carinho, amizade, apoio e ajuda.

Ao meu namorado Maico pelo apoio, carinho e amor.

A Universidade de Passo Fundo, pela oportunidade de realizagio desse curso e pelo
aprendizado.

A Professora Luciana Ruschel dos Santos, orientadora, por acreditar na minha
capacidade, pela ajuda valiosa, pela dedicacdo e orientacdo. Obrigada por estar sempre ao
meu lado, €s um exemplo profissional e pessoal para mim.

A Professora Laura Beatriz Rodrigues, pela ajuda e ensinamentos.

Ao Professor Rafael Frandoloso, pelo empenho, dedicacao e ajuda para realizagdo do
método de PCR em tempo real do projeto, sem vocé nao seria possivel.

A Mestra Isabel Cisco pela ajuda e dedicagdo incansavel para que esse projeto pudesse
ser realizado. Obrigada, Isa.

A bolsista de iniciagdo cientifica Denise Tedesco pela constante ajuda na realizacao
desse trabalho, pelo apoio e amizade.

A todos os professores Doutores que compde o grupo de docentes do programa
PPGCTA.

Aos colegas de mestrado: Ana Claudia, Ellen, Luana, Josiane, Bruna, Creciana,
Graziela, Amauri e Silvio pela amizade, apoio e ajuda. Vocés foram fundamentais para a
conclusdo desse projeto.

Aos colegas de laboratorio e mestrandos: Emanuele, Sara, Raissa, Nyelle, Bruna,
Juliana, Willian, Alana. Pelo apoio e amizade.

E a todos que direta ou indiretamente contribuiram para a elaboracao do projeto.

A CAPES pelo apoio financeiro.



12



13

Epigrafe

“Que o0s vossos esforcos desafiem as
impossibilidades, lembrai-vos de que as
grandes coisas do homem foram conquistadas
do que parecia impossivel.”

Charles Chaplin



14



15

RESUMO

O género Salmonella ¢é responsavel por uma zoonose conhecida como salmonelose e o
consumo de produtos de origem avicola ¢ implicado como uma das principais fontes de
infec¢do para humanos. A associa¢do entre Salmonella spp. em aves e enterites em humanos
decorre da persisténcia do agente no habitat do frango de corte, que proporciona a
colonizagdo intestinal assintomatica na ave, enquanto o manuseio incorreto de carnes cruas e
o consumo de carnes mal cozidas sdo fatores de risco para as doengas transmitidas por
alimentos. Métodos de diagnostico rapidos, sensiveis e especificos, que permitam nao apenas
a deteccdo, mas também a quantificacdo da bactéria sdo necessarios tanto para a industria
alimenticia quanto para as agéncias reguladoras e a PCR em tempo real ¢ uma alternativa aos
métodos convencionais para estimar Salmonella spp. Neste trabalho utilizou-se a PCR em
tempo real para identificar e quantificar a contaminagao por Salmonella spp. desde a chegada
dos frangos de corte até os produtos finais em abatedouros sob Inspe¢ao Federal. As amostras
foram oriundas de diferentes pontos da tecnologia de abate previamente coletados e
considerados positivos para Salmonella por técnicas microbioldgicas: microbiologia
convencional (MC) e Numero Mais Provavel miniaturizado (mNMP), o que configurava o
lote como positivo para o agente. Foram avaliadas 139 amostras em 5 lotes, das quais 27
(19%) foram positivas por MC e mNMP e 68 (49%) por PCR em tempo real, configurando a
sensibilidade da técnica. Dentro dos lotes, a contaminagao variou de 1,93 log 10 UFC/mL até
7,99 log 10 UFC/mL, sendo a maior verificada em swab de gaiola de transporte apds
higienizagdo (7,99 log 10 UFC/mL) e a menor em carcaga congelada a -12°C por 24 horas
(1,93 log 10 UFC/mL). Estes resultados permitem inferir que a contaminac¢do por Salmonella
spp. nos abatedouros ¢ variavel, mas que geralmente as aves chegam ao abatedouro com um
nivel de contaminacdo que ¢ diminuido ao longo da tecnologia de abate, ressaltando a
importancia da biosseguranga nas granjas e a aplicacdo das Boas Praticas de Fabrica¢ao nos
abatedouros.

Palavras-chave: PCR em tempo real, Salmonella spp., frangos de corte, abatedouros.
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ABSTRACT

The genus Salmonella is responsible for a zoonosis known as salmonellosis and consumption
of poultry products is implicated as a major source of infection for humans. The association
between Salmonella spp. in poultry and enteritis in humans arises from the persistence of the
agent in broiler habitat, which provides the asymptomatic intestinal colonization in the bird
while the improper handling of raw meat and the consumption of undercooked meats are risk
factors for foodborne illness. Methods for rapid diagnosis, sensitive and specific, allowing not
only detecting but also the quantification of bacteria are required for both the food industry
and for the regulators and real time PCR is an alternative to conventional methods for
estimating Salmonella. In this work we used real-time PCR to identify and quantify
contamination by Salmonella spp. since the arrival of poultry to the final product in
slaughterhouses under federal inspection. The selected samples were previously collected
from different parts of the slaughter technology and considered positive for Salmonella by
microbiological techniques: conventional microbiology (CM) and miniaturized Most Probable
Number (mMPN), which configured the batch as positive for the agent. Were evaluated 139
samples in 5 batches, of which 27 (19%) were positive by conventional microbiology and
mMPN and 68 (49%) by real-time PCR, setting the sensitivity of the technique. Within batch
contamination varies from 1.93 log 10 CFU / mL to 7.99 log 10 CFU / mL, and most
contamination was tested in a collecting cage after its cleaning swab (7.99 log 10 CFU / mL)
and the least contamination was found in a frozen carcass at -12°C to 24 hours (1.93 log 10
CFU / mL). These results allow inferring that contamination by Salmonella spp. in
slaughterhouses is variable, but generally, the poultry arrive at the slaughterhouse with a level
of contamination that is reduced along the slaughter technology, emphasizing the importance
of biosecurity at the farms and the application of good manufacturing practices in
slaughterhouses.

Key-words: Real time PCR, Salmonella spp., poultry, slaughterhouses.
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1 INTRODUCAO

Doengas transmitidas por alimentos constituem uma preocupagdo mundial em saude
publica e o risco da disseminacdo destas doengas estd vinculado a diversas razdes, como
adaptagdo microbiana, mudangas nos sistemas de produc¢dao de alimentos e de criacao de
animais, habitos alimentares, estilo de vida e comportamento da popula¢do, mudancas na
demografia humana e nos processos produtivos e tecnologia de alimentos (CAC, 2007). A
Sociedade ¢ cada vez mais exigente, e para satisfazer o consumidor quer em qualidade quer
em seguranca alimentar, a legislacdo em vigor deve ser cumprida com rigor, de forma a
garantir que os produtos da origem até ao consumo sejam alimentos seguros (RODRIGUES et
al., 2015).

A cadeia avicola ¢ atualmente um dos mais importantes componentes do agronegocio
brasileiro e seu consumo per capita vem aumentando gradativamente. Nos anos de 2000 a
2013, aumentou de 29,91 para 47,38 Kg e em 2013 foi de 41,8 Kg (UBABEF, 2014). Do
volume total de carne de frango produzida, 68,4% ¢ destinada ao consumo interno e 31,6% a
exportagdo. O aumento do consumo desta carne fez a industria intensificar a produgdo e a
tecnologia de abate, que ao tempo em que possibilita o abate de milhares de frangos também
pode potencializar contaminagdes bacterianas oriundas das granjas.

Segundo Oliveira et al. (2004), para garantir essa produtividade, ¢ necessario um
crescimento racional que vise além de outros fatores, a qualidade do produto avicola. Para
isso, o governo federal adota planos sanitarios que objetivam controlar enfermidades que
causam, além de prejuizos econdmicos para os produtores, transtornos a saude publica. As
medidas gerais de profilaxia e as normas de biosseguranca empregadas na avicultura
industrial, bem como nas cria¢des alternativas, dificultam mas ndo impedem a presenca de
microrganismos patogénicos, dentre os quais destacam-se as salmonelas. Os produtos avicolas
brasileiros sdo competitivos no mercado externo e as que bactérias do género Salmonella spp.
sd0 uma barreira sanitaria para as exportagdes. O género Salmonella pertence a familia
Enterobacteriaceae e encontra-se amplamente difundido na natureza, tendo como principais
reservatorios o trato intestinal de humanos e animais de sangue quente.

A quantificagdo da contaminacdo por Salmonella desde as granjas até o abatedouro é
fundamental para se estimar a extensdo da contaminacdo nos cortes e carcacas de frangos e
avaliar a efetividade das boas praticas de producdo adotadas nas empresas para controle deste

patdgeno nos produtos finais. (COLLA et al., 2011).
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A reacdo em cadeia pela polimerase em tempo real (PCR em tempo real) ¢ uma
modificagdo da técnica tradicional de PCR que identifica o DNA alvo com maior
sensibilidade e especificidade e em menor tempo de reacdo. Neste sistema a amplificacdo e a
detec¢do sdo realizadas simultanecamente em um sistema fechado (MARRAS, 2008). Esta
técnica pode representar uma forma mais rapida e precisa para a identificagao e quantificacao
de microrganismos em comparacdo com os métodos microbiologicos tradicionais de
isolamento e quantifica¢do, como a microbiologia convencional e quantificagdo por séries de
tubos, denominada Numero Mais Provavel (NMP), ou por métodos miniaturizados como o
Numero Mais Provavel miniaturizado (mNMP) (MADIGAM et al., 2010).

Desta forma, a técnica de PCR em tempo real foi empregada para identificar e
quantificar Salmonella spp. em diferentes pontos da tecnologia de abate de frangos de corte e
assim mapear os pontos onde pode ocorrer aumento ou redu¢do de uma provavel

contaminagdo inicial por esta bactéria.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Salmonella spp. E A SAUDE PUBLICA

O género Salmonella é pertencente a familia Enterobacteriaceae, que possui mais de
25 géneros bacterianos, incluindo um grande nimero de patogenos, como Escherichia coli,
Yersinia spp., Shiguella spp., Salmonella spp. entre outros. Estudos genéticos estimam que os
genomas de E. coli e de Salmonella enterica possuam uma diferenca de apenas 10% nas suas
sequéncias de DNA, sugerindo que estas espécies tenham derivado de um ancestral comum,
ha 100 milhoes de anos (JONG et al., 2010).

O género Salmonella esta amplamente distribuido no ambiente em todo o mundo e foi
isolado e identificado pela primeira vez em 1885, por Daniel Elmer Salmon. A Salmonella ¢
uma bactéria Gram negativa, anaerobica facultativa, ndo formadora de esporos e com formato
de bastonetes curtos. A maioria das espécies sao moveis (com exceg¢do dos sorovares S.
Pullorum e S. Gallinarum), com flagelos peritriquios. Fermenta a glicose produzindo acido e
gas, porem ¢ incapaz de metabolizar a lactose e a sacarose. Possuem como temperatura 6tima
de crescimento aproximadamente 38°C e a temperatura minima em torno de 5°C. Séo
relativamente termos sensiveis, podendo ser destruidas a 60°C por 15 a 20 minutos
(FORSYTHE, 2002).

Sua classificagdo reconhecida atualmente inclui duas espécies: Salmonella bongori e
Salmonella enterica, esta com seis subespécies: S. enterica subespécie enterica, S. enterica
subespécie salamae, S. enterica subespécie arizonae, S. enterica subespécie diarizonae, S.
enterica subespécie houtenae, S. enterica subespécie indica. No ano 2007, o Instituto Pasteur
descreveu 2.579 sorovares através do esquema Kauffmann-White-LeMinor (KWL) para
caracterizar os diferentes sorotipos do género com base em suas formulas antigénicas. Os
sorovares devem ser escritos com a primeira letra maiuscula, ou seja, Salmonella enterica
subespécie enterica sorovar Enteritidis, denominada comumente S. Enteritidis (FORSYTHE,
2002; GRIMONT et al., 2007).

A presen¢a de Salmonella spp. em alimentos ¢ um problema de satde publica
relacionado a graves intoxicagdes alimentares, sendo a principal responsavel por varios surtos
ao redor do mundo (WHO, 2013).

A Salmonella spp. é uma bactéria cosmopolita ¢ ubiqua com capacidade de colonizar a

maioria dos vertebrados, incluindo mamiferos, aves e répteis. Alimentos contaminados, agua
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e meio ambiente também sdao fontes comuns de infec¢do para animais e homem. Alimentos
destinados a produgdo animal, como farinha de peixe, farinha de osso, farinha de carne e leite
podem ser fontes potenciais do micro-organismo (LAZARO, 2008; LIBBY, 2004).

Os alimentos podem sofrer contaminagdes em todas as etapas nas quais sao elaborados
e mesmo apos, quando chegam ao consumidor final. Essas contaminagdes podem intoxicar
milhdes de pessoas anualmente, o que ¢ considerado uma causa significativa de morbidade e
mortalidade em todo o mundo (FLORES et al., 2015). Quando estes produtos sdo consumidos
sem passar por um processo adequado de cozimento podem atuar como fonte de transmissao
da bactéria para os humanos. Alimentos como pratos prontos para consumo ¢ saladas também
atuam como disseminadores da bactéria (WELKER et al., 2010).

A salmonelose cursa com diarreia, colicas, ndusea e vomito, podendo evoluir, em
casos graves, para septicemia, febre entérica, osteomielite e até morte. Os primeiros sintomas
ocorrem entre 12 ¢ 36 horas apds a ingestdo do alimento (GALDINO et al., 2013). De acordo
com o Centro de Controle de Prevencao de Doengas-CDC (2013), a salmonelose ¢ uma das
principais doengas entéricas em humanos em todo o mundo. Segundo Nascimento et al.
(2011), a dose considerada infectante de Salmonella spp. em humanos sadios ¢ de 10° a 10’
unidades formadoras de colonias (UFC). J& em pacientes imunocomprometidos, a dose
infectante ¢ reduzida (<10%) para alguns sorovares quando envolvidas em surtos de doengas de
transmissdo alimentar (DTA) (LAZARO, 2008)

No Brasil, segundo dados da Secretaria de Vigilancia em Saude, ocorreram 1.564
surtos de salmonelose entre os anos 2000 a 2013, totalizando 38% dos surtos por DTA
(BRASIL, 2014). Alimentos a base de carne de frango e ovos foram os principais veiculos
deste micro-organismo, embora outros alimentos possam estar contaminados secundariamente
(ZHAO et al., 2008; CHEN et al., 2012). Dados da Organizagdo Mundial de Saude (OMS,
2006) mostram que 25% das contaminacdes estdo associadas a contaminagdo cruzada,
envolvendo principalmente praticas de higiene deficientes tais como equipamentos
contaminados, estocagem inadequada, e contamina¢do dos funcionarios que manipulam esses
produtos. Além do risco direto pela ingestdo de alimentos contaminados, o tratamento
inadequado da doenca também pode afetar a satide humana através de residuos de antibioticos
deixados na carne que podem causar alergias e até choques anafilaticos em humanos

(TORTORA et al., 2000).
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1.1.1  Salmonella spp. na Tecnologia de Abate de Frangos de Corte

A microbiota da ave viva se encontra essencialmente na superficie externa,
tegumentos cutdneos, no trato digestorio e, em menor grau, no trato respiratorio. A
contaminacao se da inicialmente pela retencdo das bactérias sobre a pele, a qual vai permitir
que os microrganismos possam se aderir convenientemente. Devido a grande quantidade de
nutrientes nas carcagas associada ao desenvolvimento microbiano, esta carne pode deteriorar-
se em um curto espago de tempo. O tipo e o nimero de micro-organismos presentes na carne
refletem o grau de higiene do abatedouro, como também as condi¢des de armazenamento
apos o abate dos animais (JAY et al., 2005).

Em frangos, a presenga de Salmonella no trato intestinal, na pele e entre as penas,
pode causar a contaminagdo das carcagas durante o abate e o processamento disseminando
assim o micro-organismo até os consumidores finais (DUARTE et al., 2009). Nas aves a
salmonelose ¢ causada por S. Pullorum e S. Gallinarum, responsdveis por morbidade e
mortalidade varidveis em galinhas e influenciadas pela idade, susceptibilidade a cepa,
nutri¢ao, manejo do lote e caracteristicas de exposicao. Entretanto, a morbidade ¢ superior a
mortalidade, sendo que algumas aves afetadas se recuperam espontaneamente da doenca
(POPOFF, 1997).

A carne de aves pode estar contaminada com Salmonella spp. se bactéria for
transferida do contetido intestinal a carcaca durante o abate e processamento. Da mesma
forma, as poedeiras podem contaminar os ovos no momento da postura ou ainda durante a
formagdo do ovo (POPOFF, 1997) e um dos principais objetivos do abate de animais
domésticos para consumo humano ¢ a obtenc¢do da carne com a menor contaminagao possivel
(FORSYTHE, 2002).

Pela legislagdo brasileira (BRASIL, 2001), Salmonella spp. deve estar ausente em 25¢g
da amostra. Entretanto, existe uma quantidade minima necessaria do microrganismo para a
ocorréncia de doenca em humanos. Esta quantidade, ou dose infectante, pode variar com o
sorovar, com o estado de satide e tolerancia de cada individuo e ainda em funcao do sorotipo e
da afinidade dos mesmos a determinadas espécies animais (JAKABI et al., 1999). Produtos
refrigerados em temperatura de 2°C podem conter Salmonella spp., uma vez que possuem a
capacidade de permanecer viaveis em produtos resfriados por longos periodos. Devido a
sobrevivéncia de Salmonella spp. em baixas temperaturas, existe uma Resolugdo da Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) que estabelece normas para rotulagem de
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produtos crus de carnes de aves, exigindo a obrigatoriedade de recomendagdes sobre o
consumo desses alimentos cozidos, fritos ou assados completamente (BRASIL, 2002).

A Instru¢do Normativa n° 70 (BRASIL, 2003) visa conferir um controle minucioso
sobre o abate e atender as exigéncias de seguranca do alimento baseado nos principios de
Boas Praticas de Fabricacao (BPF), no Procedimento Padrao de Higiene Operacional (PPHO)
e na Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC).

1.2 METODOS DE DIAGNOSTICO PARA Salmonella spp.

Analisar amostras de alimentos para evidenciar a presenga de bactérias patogénicas ou
ndo ¢ uma pratica padrdo para garantir a seguranca e a qualidade do alimento (FORSYTHE,
2002). Além disso, a quantidade e o tipo de micro-organismo presentes em um determinado
alimento refletem as condi¢des sanitarias empregadas para a sua producdo, assim como as
condigdes atuais desse alimento (FREITAS, 2006). A interpretagdo dos resultados em
microbiologia de alimentos ¢ dificil porque os microrganismos estdo em um ambiente
dindmico, podendo ocorrer a multiplicacdo ou morte destes, as contagens de células viaveis
por meio de plaqueamento serem malconduzidas ou ainda o processamento de alimentos nao
apresentar uma boa homogeneidade, sendo dificil obter uma amostra representativa para todo
o lote (FORSYTHE, 2002).

A deteccao dos microrganismos em alimentos pode ocorrer por meios de métodos de
cultivo tradicionais, seguidos de caracterizagdo bioquimica, ou por meio de técnicas
alternativas (SANTOS et al.,, 2006). Segundo Forsythe (2002) os métodos devem ser
confiaveis e dentre os protocolos certificados podem ser citados: Association of Official
Analytical Chemists, Bacteriological Analytical Manual; Compendium of Methods for the

Microbiological Examination of Foods.

2.2.1 Isolamento Microbiologico Convencional

O procedimento para detec¢do de Salmonella spp. é baseado principalmente na técnica
microbioldgica convencional, preconizada pela Association of Official Analytical Chemists
(AOAC), Bacteriological Analytical Manual (BAM) e Organizacdo Internacional de
Epizootias (OIE). As fases de deteccdo de Salmonella sp. podem ser dividas em pré-

enriquecimento nao seletivo, enriquecimento seletivo, semeadura em meio solido seletivo,
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triagem bioquimica, confirmac¢ao bioquimica e sorologia (OLIVEIRA, 2000). O nimero de
Salmonella spp. presente no material a ser avaliado pode ser pequeno, o que dificulta o
isolamento direto, e promover sua multiplicacdo ¢ finalidade dos métodos enriquecedores
(BRASIL, 1995).

Para Muller (1987), a etapa de enriquecimento seletivo permite o crescimento
preferencial da Salmonella spp., inibindo o crescimento da microbiota competitiva,
geralmente através de compostos toxicos, pH e pressdo osmotica. O caldo tetrationato ¢é
seletivo para Salmonella spp. pela reag@o entre o tiossulfato e a solu¢do iodo, enquanto a
adicao de bile bovina e verde brilhante aumenta a seletividade do meio, inibindo a microbiota
Gram-positiva e retardando o crescimento de outras Enterobactérias. O caldo Rappaport-
Vassiliadis (RV) ¢ eficiente na recuperagdo de Salmonella spp. com alta seletividade, devido a
capacidade de multiplicacdo da bactéria em pressdes osmoticas elevadas, pH baixo e
temperatura de 42°C (RAPPAPORT-VASSILIADIS, 1987).

A etapa de semeadura em meio solido seletivo ¢ feita a partir de aliquotas dos caldos
de enriquecimento seletivo e o Agar devera apresentar seletividade que diminua o
crescimento de bactérias competidoras nao inibidas na etapa anterior além de um sistema
indicador que permita diferenciar Salmonella spp. da microbiota acompanhante (SHERROD,
1995).

Dentre os agares seletivos para Salmonella podem ser citados MacConkey, Verde
Brilhante com Novobiocina (BGN), Hektoen, Rambach e Xilose Tergitol 4 (XLT4). Esses
meios permitem o crescimento de Salmonella spp. que se procura isolar inibindo a flora
associada e, além de serem seletivos, sdo diferenciais, pois neles as colonias a serem
estudadas apresentam caracteres que permitem diferencid-las das ndo desejadas. Nao existe
um meio seletivo inteiramente satisfatorio, ja que nenhum atinge o ideal de eliminar todos os
saprofitos, permitindo apenas o crescimento de Salmonella spp., por exemplo. Assim, deve-se
utilizar, no minimo, dois meios seletivo-indicadores devido as diferentes caracteristicas
nutricionais entre os sorovares de Salmonella (BRASIL, 1995 A).

Em continuidade ao isolamento em agar repica-se, de cada uma das placas semeadas,
entre 2 a 3 colonias com caracteristicas de Salmonella spp. e realiza-se a confirmagdo
bioquimica das colonias supostamente classificadas como Salmonella spp. Em caso de testes
indicativos de Salmonella spp. realiza-se confirmagéo sorologica pela técnica de aglutinagao

com soro polivalente anti-O (MASSAGER, 2004).
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2.2.2  Quantificacao de Salmonella spp.

A quantificagdo de Salmonella spp. em alimentos ndo é uma pratica rotineira.
Entretanto, esta informacao ¢ desejavel nas estratégias de reducao de infecgdo alimentar, tanto
na avalia¢do do risco microbioldgico como na avaliagdo de substancias e procedimentos para
controle de Salmonella spp. em produtos (ESCARTIN, 1995). Frequentemente Salmonella
spp., pode estar acompanhada de microrganismos interferentes, o que determina que o método
de numero mais provavel (NMP) seja o mais indicado, em comparagdo a outras técnicas de
contagem, j4 que etapas de enriquecimento em meios liquidos determinam uma maior
eficiéncia de isolamento do microrganismo alvo (BOROWSKY, 2005).

O NMP ¢é um método indireto de estimar a populagdo bacteriana, baseado em
probabilidades estatisticas, ¢ a técnica pode ser combinada com varios processos de
identificagdo de Salmonella spp. Assim, amostras de 25g de alimento, swabs ou agua de
enxague podem ser associados (IZAT et al., 1991). O NMP tem sido empregado para avaliar
a qualidade microbioldgica da dgua como potavel ou ndo (MARQUESI, 2010), bem como
estimar a contaminagdo de carcagas de frango para Salmonella spp. desta forma mensurando o
risco em adquirir uma infec¢do alimentar (BORSOI et al., 2010).

A técnica do NMP apresenta algumas vantagens em relagdo a contagem em placas,
como a possibilidade de inocular quantidades maiores de amostras, aumentando
proporcionalmente a quantidade do meio de cultura, oferecendo maior sensibilidade e
flexibilidade no estabelecimento do limite de detec¢do. Outra vantagem seria permitir a
introducdo de etapas de recuperacao de células injuriadas, utilizando um meio ndo seletivo
para as etapas iniciais. No caso do NMP para Salmonella spp. ocorre uma adaptagdo de
métodos qualitativos para quantitativos a partir de técnicas ja validadas (SILVA et al., 2007).

A contagem pelo NMP ¢ realizada por diluigdes seriadas de amostras em meios de
culturas apropriados incubados a temperaturas apropriadas e os tubos com crescimento
positivo sdo submetidos a teste confirmatorios. O numero de organismos na amostra original ¢
determinado através de tabelas para estimativa de NMP, baseados no trabalho original de
McCrady em 1915. Apesar da facilidade da execucdo e selecao de microrganismos através
dos meios liquidos seletivos utilizados, o método ndo pode ser considerado preciso, sendo
considerado na verdade, uma estimativa, ja que os valores maximos e minimos expressos nas

tabelas de referéncia estdo bastante distantes (JAY, 2005).



36

2.2.3 Técnica de Numero Mais Provavel Miniaturizado (mNMP)

A aplicacdo das técnicas miniaturizadas tem como objetivos aprimorar, economizar,
racionalizar e verificar a funcionalidade dos procedimentos em pesquisas microbioldgicas e
métodos de quantificagdo de bactérias por Numero Mais Provavel miniaturizado (mNMP) sao
citados como uma alternativa mais rapida e menos trabalhosa para enumeracao de salmonelas
(Fravalo et al. 2003, Pavic et al. 2009).

Fravalo et al. (2003) propuseram uma metodologia de mNMP utilizando o meio
Rappaport Vassiliadis semissolido (MRSV) para selecdo de salmonelas mdveis e posterior
desenvolvimento em meios cromogénicos. Ja Pavic et al. (2009) validaram uma metodologia
de mNMP baseada na ISO 6579:2002 usando MRSV e demonstraram nao haver diferenca
significativa entre o NMP tradicional (tNMP) e 0o mNMP.

Na técnica miniaturizada, a quantidade dos meios de cultura para determinacao do
Numero Mais Provavel (NMP) serd de 1 mL ao invés de 10 mL e a inoculagdo de cada
diluicao de 0,1 mL e ndo ImL, economizando em dez vezes os meios utilizados. Porém, o
tamanho da amostra devera ser a mesma estabelecida pelos orgaos oficiais, evitando
resultados falsos negativos, considerando-se que a amostragem e preparo dos analitos ndo
devem apresentar variagao, tendo em vista a seletividade, especificidade e coeficiente global
em procedimentos analiticos para alimentos. Ao mesmo tempo, a tabela utilizada para o
calculo no NMP serda mesma empregada nas técnicas ndo miniaturizadas (FRANCO, 2008).

Colla et al. (2014), avaliaram dois métodos mNMP para a quantificagdo de Salmonella
spp. em amostras de carne de frango artificialmente contaminadas. No método A, utilizaram
microplacas contendo 24 pocos e no método B microplacas de 96 pogos, sendo em ambos
empregados dgua peptonada, meio semissolido modificado Rappaport-Vassiliadis (MSRV) e
25 gramas de peito de frango contaminado com Salmonella Typhimurium (ST) e Escherichia
coli (EC). No método A houve correlagdo entre as contagens usadas para a contaminagido
artificial das amostras, indicando sensibilidade para quantificagdo de diferentes niveis de
contaminacdo da matriz cdrnea. Santos et al (2015) objetivaram determinar e quantificar
Salmonella spp. em frangos de corte e pontos do processamento de abate com microbiologia
convencional e numero mais provavel miniaturizado (mNMP), demostrando positividade de

5,5% para Salmonella spp., independentemente do método utilizado.
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2.2.4 PCR em Tempo Real

M¢étodos de analises quantitativas de acidos nucléicos tém sido descritos e tanto a PCR
tradicional quanto a PCR em tempo real tém se mostrado importantes ferramentas para
analises quantitativas de acidos nuclé€icos, possibilitando a realizagdo de experimentos que
ndo seriam vidveis por métodos tradicionais, tais como cultivo celular, isolamento em meio
de cultura e provas bioquimicas (HEID et al., 1996).

O avanco das técnicas de Biologia Molecular foi um dos maiores passos das ciéncias
biologicas no século XX e tém revolucionado os conhecimentos sobre o genoma quanto a sua
estrutura, expressao e funcao. Estudos de expressdo génica vém sendo empregados em varios
organismos, a maioria com finalidade de identificar e caracterizar genes relacionados a
caracteristicas economicamente importantes, como reprodutivas e relacionadas a resisténcia a
doengas (FAHRENKRUG et al., 2001).

A principal diferenga entre o PCR convencional e PCR em tempo real ¢ que a ultima
realiza o monitoramento da reacdo a cada ciclo, permitindo a detec¢ao direta dos produtos de
PCR na fase exponencial da reagdo, onde a quantidade de fragmento gerado ¢ proporcional a
quantidade inicial (WONG, 2005).

A PCR em tempo real requer uma plataforma de instrumenta¢do que contém um
termociclador com sistema 6tico para a excitagao da fluorescéncia e colecao da emissdo e um

computador com um software para aquisi¢ao de dados e analise final da reacao (Figura 1).
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Figura 1- Plataforma de instrumentacdo para reagdo em cadeia pela polimerase em tempo real (Fabricante
Qiagen ®). Fonte: Site da Qiagen ®

Estas maquinas, disponiveis de diversos fabricantes, diferem na capacidade da amostra
(96 pogos padrao, processamento de poucas amostras ou tubos capilares especializados), no
método da excitacdo (laser ou fontes de espectro largo com filtros ajustaveis), além de
diferencas nos softwares para o processamento dos dados. Conforme a PCR progride, os

componentes da reagdo tornam-se limitantes, até que seja atingido um platd (Figura 2)
(ALVARES, 2001).

Platdé

o
=
w0
£
<
QD
=g
O
=
0
=
§ Produto gene A —
=2
P Produto gene 8B —
—= ik L ] L3
S 10 15 20 25 30 35

namero de ciclos

Figura 2 - Grafico representando a amplificacdo de dois genes

Fonte: ALVARES, 2001

A PCR em tempo real ¢ capaz de determinar o ciclo exato em que a amplificacdo ¢

detectada. Esse ciclo é denominado threshold cycle (Cy), ou ciclo limiar. O C; é determinado
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na fase exponencial da PCR e ¢ inversamente proporcional ao numero de copias da sequéncia
alvo. Portanto, quanto maior ¢ a quantidade de &cido nucléico inicial, mais cedo sera

observado um aumento na fluorescéncia e menor sera o C; (BUSTIN, 2005).

2.2.4.1 O principio

A deteccao em tempo real ¢ feita monitorando-se cada amostra, ciclo a ciclo, até que
uma determinada quantidade de produto seja acumulada, permitindo a detec¢do pelo
equipamento (FUKUSHIMA, 2009). As andlises quantitativas sdo feitas com o uso de
corantes fluorescentes na PCR, como o SYBR Green I. Desta forma, na medida em que a
reacdo progride, a amplificacdo produz quantidades crescentes de DNA que se ligam ao
corante, resultando em aumento da fluorescéncia (ALVARES, 2001).

A possibilidade de monitorar a PCR em tempo real revolucionou o processo de
quantificagdo de fragmentos de DNA e RNA, realizando a quantificacdo destes acidos
nucléicos de maneira precisa e com maior reprodutibilidade, porque determina valores
durante a fase exponencial da reagdo. A emissdo dos compostos fluorescentes gera um sinal
que aumenta na propor¢ao direta da quantidade de produto da PCR. Sendo assim, os valores
da fluorescéncia sdo gravados durante cada ciclo e representam a quantidade de produto
amplificado. Esses compostos fluorescentes sao chamados fluordforos.

Os fluoréforos sdo moléculas que absorvem e emitem luz em um comprimento de
onda especifico. Os sistemas de detec¢do da PCR em Tempo Real utilizam estas moléculas
que proporcionam o acompanhamento da reacao ao longo dos ciclos. Os mais utilizados sdo o
SYBR® Green e TagMan®, ambos com capacidade de hibridizacdo gerando transferéncia de

energia para quantificacdo.

2.2.4.2 Método SYBR® Green

As analises quantitativas sdo feita com o uso de corantes fluorescentes na PCR, como
o SYBR" Green. Desta forma, na medida em que a reacio progride, a amplificacio produz
quantidades crescentes de DNA que se ligam ao corante, resultando em aumento da

fluorescéncia (ALVARES, 2001). O SYBR" Green I é um corante fluorescente que se liga a
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cavidade menor da dupla hélice e floresce quando excitado por luz (APPLIED
BIOSYSTEMS, 2008).

A fluorescéncia ¢ medida com o auxilio de um aparelho capaz de excitar as moléculas
e detectar a fluorescéncia resultante, produzindo graficos de amplificagdo. Esse método tem
como principal desvantagem o fato que qualquer molécula dupla fita sera detectada. Assim,
produtos inespecificos também geram sinal (ALVARES, 2001). Contudo, o SYBR"™ Green
pode ser usado como ferramenta para se obter rapidamente informagdes sobre niveis de
expressdo de uma variedade de genes em multiplas amostras. A Figura 3 mostra a

fluorescéncia verde do SYBR"™ Green quando ligado ao DNA.

Figura 3 - Fluorescéncia verde do SYBR® Green quando ligado ao DNA
Fonte: MARTINS, 2014.

2.2.4.3 Método TagMan®

O método de TaqMan® utiliza uma sonda marcada com uma molécula fluorescente
(fluordforo) e outra de silenciamento intramolecular (quencher) além do par primers utilizado
na PCR tradicional. A sonda ¢ constituida de uma sequéncia-alvo entre os dois primers. O
fluoréforo e o quencher que ficam nas extremidades da sonda s6 emitem sinal quando sdo
separados por meio da clivagem da sonda pela enzima Taq DNA polimerase durante a reagao
(MARTINHAGO et al. 20006).

A PCR em tempo real pelo método TagMan® tem uma série de vantagens sobre a
PCR convencional, incluindo a possibilidade de quantificar a replicagdo com alta
especificidade, através da insercdo de uma sonda com um marcador reporter € um marcador
silenciador (FUJIKAWA et al., 2008). Leblanc-Maridor et al. (2011) utilizando TagMan®
desenvolveram um método para deteccao de Campylobacter coli e C. jejuni em amostras de

fezes suinas, racao ¢ ambiente.
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Nesse método, a hibridizagdo especifica ¢ imprescindivel para que seja gerada a
fluorescéncia, entdo pareamentos inespecificos ndo geram sinal (ALVARES, 2001). A Figura

4 mostra uma sonda TagMan®.

SOND4

L

5

3’

Figura 4 - Tlustragdo de uma sonda TagMan®
Fonte: CAMARGO et. al. (2013)

Ja para quantificagdo de DNA pela PCR em tempo real existem duas metodologias:
quantificagdo absoluta e quantificacdo relativa. Na primeira, a constru¢do de uma curva
padrao (standard curve) ¢ utilizada para determinar o numero de copias de DNA. Para a
construgdo desta curva utiliza-se diluicdes seriadas de uma amostra de DNA com
concentracdo conhecida. Ja na quantificagao relativa, ou método comparativo, € feita a curva
padrao para o gene alvo e para o gene referéncia, permitindo posteriormente a comparagao da
expressao de ambos através dos valores do Ct (ciclo limiar ou Cycle Threshold) de cada
amostra (PFAFFL, 2001). Esta ¢ a metodologia mais utilizada quando existem muitos genes a

serem testados em varias amostras (LEUTENEGGER et al., 2000).

2.2.4.4 Aplicagdes na pesquisa em alimentos

O diagndstico rapido de organismos patogénicos que causam doengas transmitidas por
alimentos ¢ necessario para garantir alimentos seguros. Os métodos tradicionais de cultura,
isolamento e identificacdo de patdégenos alimentares em surtos sdo demorados e trabalhosos.
Assim, esfor¢cos tém sido feitos para reduzir o tempo de identificacdo desses patdogenos

(FUKUSHIMA et al., 2007)
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O PCR em tempo real ¢ frequentemente utilizado para a detec¢ao e quantificagao de
patdégenos em alimentos (RUDI et al., 2005). Bleve et al. (2003) utilizaram o PCR em tempo
real para quantificar bolores e leveduras em iogurtes, leites e sucos contaminados natural e
artificialmente. Daum et al. (2002) isolaram Salmonella tanto por métodos de cultivo
tradicionais quanto PCR em tempo real em uma amostra de frango associada a um surto de
gastrenterite no Texas.

Fricker et al. (2007) investigaram dois surtos de doengas transmitidas por alimentos na
Alemanha e constaram por PCR em tempo real que o agente etiologico era Bacillus cereus.
Maciel et al. (2011) compararam métodos tradicionais de cultura ¢ isolamento ¢ PCR em
tempo real, constatando que 45 de 243 amostras provenientes de animais assintomaticos
apresentaram resultado positivo para Salmonella spp. na PCR e resultados negativos no
método microbioldgico. Entretanto, faz-se necessario esclarecer que células inviaveis podem
ser detectadas pelo PCR em tempo real, o que ndo ocorre em métodos tradicionais de cultura e

1solamento.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DE EXECUCAO DO EXPERIMENTO E SELECAO DE AMOSTRAS

O experimento foi realizado nos Laboratorios de Bacteriologia e Micologia do
Hospital Veterindrio da Universidade de Passo Fundo (HV/UPF), Microbiologia de
Alimentos do Centro de Pesquisa em Alimentos (CEPA/UPF) e Imunologia e Microbiologia
Avancada da Universidade de Passo Fundo. As amostras selecionadas para a execugdo deste
trabalho foram provenientes de projetos que visaram a identificagdo de Salmonella spp. por
microbiologia convencional (MC) e/ou quantificagio por nUmero mais provavel
miniaturizado (mMNMP) em diferentes pontos da tecnologia de abate de frangos de corte
(Santos et. al. 2015; Mion et al. 2016). Os pontos amostrados ¢ a forma de coleta estdo

discriminados no Quadro 1.

Quadro 1 - Pontos e forma de coleta de amostras em diferentes etapas da tecnologia de
abate de frangos de corte.

Ponto Amostrado Forma de coleta

Foram amostradas 300 aves em cada coleta, sendo
utilizado um swab para cada duas aves, compondo um
- Swabs cloacais. pool de 50 swabs que foram acondicionados em frascos
com 50 mL de dgua peptonada tamponada (APT 1,0%,
Ox01d®).

A amostragem das gaiolas foi realizada com

esponjas bacteriologicas com neutralizante (Sponge Stick
- Gaiolas de transporte antes e )
S Neutraling Buffer 3M), acondicionadas em saquetas
apOs a higienizagao.
fornecidas pelo fabricante, e no laboratorio adicionou-se

50mL de APT 1 %.

- Carcagas: antes € apos As carcacas foram acondicionadas em sacos
escaldagem; apos depenagem, | plasticos individuais e identificadas com lacres oficiais.

lavagem, evisceragdo, chiller, | No laboratorio cada amostra foi rinsada com 400 mL de

lavagem final, resfriadas a | APT 1% e homogeneizados manualmente por 30
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4°C, congeladas a -12°C por | segundos.
24 horas, 30 e 60 dias.

- Agua: da escaldagem, de Coletados 100 mL de é4gua, acondicionados em
abastecimento do pré-chiller. | frascos estéreis contendo tiossulfato de sodio e

pré-chiller ¢ chiller. transportadas sob refrigeragao até o laboratorio.

As coletas foram realizadas em frigorificos sob Inspecdao Federal no Rio Grande do
Sul, entre 2011 e 2014. O critério de selecdo das amostras para execu¢ao da metodologia de
PCR em tempo real foi positividade para Salmonella spp. no abatedouro amostrado,
independentemente da técnica utilizada (MC ou mNMP), o que configurava o lote como
positivo para a bactéria.

Foram selecionados cinco lotes de quatro abatedouros diferentes, totalizando 139
amostras, armazenadas em Agua Peptonada Tamponada 1% e aliquotadas logo apds o
processamento, sem incubagdo, sendo congeladas a -18°C até os procedimentos de extracao

de DNA e PCR em tempo real.

3.2 AMPLIFICACAO E QUANTIFICACAO DE Salmonella spp. POR PCR EM
TEMPO REAL

3.2.1 Curva padrdo para quantificagdo de DNA por PCR em tempo real

Previamente a realiza¢do da amplificagdo de Salmonella spp. por PCR em tempo real
foi construida uma curva padrao (Standard curve) para determinagdo do niimero de copias de
DNA para quantificacdo absoluta das amostras selecionadas para o experimento. Para a
construcdo desta curva utilizou-se diluigdes seriadas de uma amostra de DNA com
concentragdes conhecidas de Salmonella Typhimurium ATCC 14028. Coldnias retiradas do
Agar PCA foram inoculadas em caldo BHI ¢ incubadas a 37°C overnight, sob agitacdo de 200
rpm. Apos, realizou-se a leitura da Densidade Otica (D.0O.) em nano espectrofotdmetro
(Implen®) (DOgoonm 0.5) € o contetido foi centrifugado a 13.000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet suspenso em PBS. A DOgoonm foi ajustada para 1.0 e

foram realizadas dilui¢des seriadas de 10" a 107 utilizando-se 100pL de inoculo em 900pL
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de PBS. Realizou-se o plaqueamento das diluigdes em agar PCA e incubacao a 37 = 1°C por

24 horas destas diluigdes para confirmagdo das células viaveis de Salmonella Typhimurium.

3.2.2 Extracdao de DNA gendmico para determinacdo da curva padrao

Para extragdo de DNA utilizou-se o kit Wizard® Genomic DNA Purification
(Promega®) conforme orientagdes do fabricante, sendo 1 mL da cultura overnight com
DOgoonm 1.0 transferida para micro tubo e centrifugada a 11.700 rpm por 2 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet suspenso em 600 pL de Nuclei Lysis Solution. Em
seguida, incubou-se a 80°C por 5 minutos para lise das células e adicionou-se 3 pL. de RNase
Solution quando o micro tubo atingiu temperatura ambiente. Incubou-se a amostra a 37°C por
15 minutos e adicionou-se 200 uL de Protein Precipitation Solution ao lisado de células.
Apds homogeneizagdo em vortex incubou-se em gelo por 5 minutos e centrifugou-se a
amostra a 11.700 rpm por 2 minutos.

O sobrenadante contendo DNA foi transferido para novo micro tubo com 600 puL de
isopropanol e homogeneizou-se por inversdao até¢ a formacdo de uma massa visivel de DNA
em forma de fitas. Centrifugou-se a 11.700 rpm por 2 minutos, descartou-se o sobrenadante e
adicionou-se 600 pL de etanol a 70%. A amostra foi novamente centrifugada a 11.700 rpm
por 2 minutos € o etanol aspirado, a temperatura ambiente por cerca de 30 minutos,
permitindo a secagem do pellet. Adicionou-se 30 pL de H,O free RNAse and DNAse e

estocou-se 0 DNA extraido entre 2 e 8°C negativos.

3.2.3 Amplifica¢do de Salmonella Typhimurium para determinagéo da curva padrao

A partir do DNA com DO 1.0 retirou-se 3uL e inseriu-se em micro tubos contendo 27
uL de RNase-free water, realizando-se diluigdes seriadas de 10 até 10, Apés, 1 pL de cada
dilui¢do foi transferido para 10 micro tubos, em duplicata, adicionados de 9 pL. de dgua para
PCR e 10 pL do mix de reagdao (Reconstituted mericon Assay). O controle negativo foi
preparado em micro tubo contendo 10 uL do Reconstituted mericon e 10 uL de agua para
PCR ¢ o controle positivo por 10 uL do Reconstituted mericon Assay e Dissolved Positive

Control DNA. Todos os micros tubos foram acondicionados no Rotor GeneQ®, da Qiagen, e
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realizada a programag¢ao do equipamento para a reacao de PCR em tempo real com 40 ciclos

(Quadro 2).

Quadro 2 - Programacao do equipamento Rotor- Gene Q para a reagdo de PCR em tempo real.

Etapa Tempo Temperatura
Ativacao da PCR 5 minutos 95°C

3 etapas de ciclagem

Desnaturacao 15 segundos 95°C
Anelamento 15 segundos 60°C
Extensao 10 segundos 72°C

Fonte: Manual do Fabricante. Qiagen ®

3.2.4 Extracao de DNA das amostras avaliadas

Para a extragdo do DNA utilizou-se kit comercial denominado mericon DNA Bacteria
Kit (Qiagen®), que é baseado em uma lise mecanica, utilizando esferas, que cria condigdes
necessarias para a extracdo; ¢ uma lise térmica, por fervura, que proporciona a ruptura a e
extracdo do DNA de diferentes tipos de bactérias. Aliquotas de 1 mL das amostras foram
centrifugadas a 13.000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante descartado. Adicionou-se 200 pL
de solugdo de lise denominada Fast Lysis Buffer ao pellet bacteriano, centrifugando-se a
13000 rpm por 5 minutos. O pellet foi lavado por cinco vezes e os eppendorfs colocados em
bloco térmico a 100°C por 10 minutos, com agitacdo de 800 rpm. Apds, as amostras foram
mantidas a temperatura ambiente por 2 minutos e novamente centrifugadas a 13000 rpm por 5
minutos. Aliquotas de 100 puL do sobrenadante foram armazenadas em freezer a -80°C para a

realizacdo da PCR em tempo real.

3.3 QUANTIFICACAO DE Salmonella spp. POR PCR EM TEMPO REAL

Para a amplificagdo de Salmonella spp. por PCR em tempo real utilizou-se o mericon
Salmonella spp. kit (Qiagen ®), designado para a detecgdo da bactéria em alimentos. Este Kit

¢ composto pelo Multiplex PCR Master Mix, que contém a enzima DNA polimerase
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HotStarTaq Plus, solugdo tampao de PCR, mix de dNTP, primers e sondas especificas para
amplificacao da sequéncia alvo, além do controle positivo de DNA.

A reacdo de amplificagdo foi composta por 20 pL, sendo 10 uL da amostra de DNA a
ser amplificada e 10puL. do mix de reag@o. As condigoes de amplificagdo foram: aquecimento
por 5 minutos a 95°C para ativagdo da DNA polimerase HotStarTag Plus, 40 ciclos de
desnaturagdo por 15 segundos a 95°C, anelamento por 15 segundos a 60°C e extensao por 10

segundos a 72°C em Rotor-gene Q.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CURVA PADRAO PARA QUANTIFICACAO DE DNA POR PCR EM TEMPO
REAL

Os resultados da curva padrdo para quantificagdo de DNA por PCR em tempo real com

Salmonella Typhimurium ATCC 14028 estdo expressos na Figura 5.

Curva padrao de Salmonella Typhimurium

9,00 -
8,00 -
7,00 -

6,00 -

y = 5E+12e0.671x
5,00 - R?=0,9977

4,00 -

log 10 UFC/mL
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1,00 -

0,00 . : : . : . ‘ |
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Cycle Threshold

Figura 5 - Curva padrao para quantificagdo de DNA por PCR em tempo real com Salmonella
Typhimurium ATCC 14028.

Na Figura 5 estd demonstrada a relacdo entre as contagens de colonias
(loglOUFC/mL) e os pontos que detectam os ciclos nas quais as reagdes atingem o limiar da
fase exponencial (Cycle threshold, Ct). Essa relacdo foi posteriormente utilizada para
identificar a amplificacdo de DNA de Salmonella spp. nas amostras avaliadas, que conforme
os resultados da curva padrao deveriam mostrar um Ct entre 17 ¢ 37. No Quadro 3 estdo
demonstrados os valores de Ct relativos as contagens em UFC/mL e conversdo para log 10
UFC/mL das diluigdes de 10" a 107 de Salmonella Typhimurium utilizadas para construgdo
da curva padrao. Deste modo, uma amostra naturalmente contaminada com estes valores de

referéncia teria amplificacdo de DNA de Salmonella spp. e seria considerada positiva.
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Quadro 3 - Valores de Ct relativos as contagens em UFC/mL e conversdo para log
I0UFC/mL das dilui¢des de 10-1 a 10-7 de Salmonella Typhimurium utilizadas para
constru¢do da curva padrao de PCR em tempo real.

Diluicbes Ct UFC/mL Log
log10/UFC/mL
10 17,0 50000000 7,70
10 20,2 5000000 6,70
107 23,9 500000 5,70
10" 27,4 50000 4,70
10° 31,3 5000 3,70
10° 34,5 500 2,70
107 37,0 50 1,70

4.2  AMPLIFICACAO DE Salmonella spp. POR PCR EM TEMPO REAL

Foram previamente amostrados cinco lotes com coletas em diferentes pontos do
fluxograma de abate de frangos de corte, totalizando 139 amostras selecionadas por
conveniéncia. Destas 139 amostras, 68 (49%) apresentaram positividade para Salmonella spp.
pelo método de PCR em tempo real, 15 (10,8%) por Microbiologia Convencional (MC) e 12
(8,6%) por mNMP (Quadro 4).

Quadro 4 - Relagao de amostras positivas para Salmonella spp. em cinco lotes avaliados por
Microbiologia Convencional (MC), Numero Mais Provavel Miniaturizado (mNMP) e PCR
em tempo real.

Amostras
Coleta aval(i;flea;sa por Positividade para Salmonella spp.
MC mNMP PCR em tempo real

1 (C15) 12 0 (0%) 1(8,3%) 8 (67%)
2 (C20) 15 1(6,7%) 0 (0%) 10 (67%)
3(C19) 40 2 (5%) 1(2,5%) 13 (32,5%)

4 (LA) 36 6 (16,7%) 10 (27,8%) 29 (80,5%)

5 (LF) 36 6 (16,7%) 0 (0%) 8 (22%)
Total 139 15(10,8%) | 12(8,6%) 68 (49%)
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O Quadro 4 mostra a sensibilidade do método de PCR em tempo real para detec¢ao de
Salmonella spp. em amostras isoladas de abatedouros avicolas, com destaque para o lote 4,
com 80,5% (29/36) de positividade para a bactéria.

No lote 1 foram avaliadas 12 amostras, das quais nenhuma foi positiva por MC e uma
foi positiva por mNMP. Ja por PCR em tempo real foram identificadas 8 (67%) amostras
positivas para Salmonella spp., demonstrando a sensibilidade deste método. O mesmo ocorreu
no lote 5, onde avaliou-se 36 amostras, das quais 6 (16,7%) foram positivas por MC,
nenhuma por mNMP e 8 (22%) por PCR em tempo real.

Os resultados do lote 4 (N = 36) apontaram 6 (16,7%) amostras positivas por MC, 10
(27,8%) por mNMP e 29 (80,5%) por PCR em tempo real. E importante destacar que dentre
estas 29 amostras positivas, 13 foram previamente consideradas negativas pelos métodos de
Microbiologia Convencional e mNMP, mostrando a importancia de um método molecular de
identificacdo aliado a microbiologia convencional. Neste sentido, O'Regan et al. (2008)
testaram um ensaio de PCR multiplex em tempo real para a detec¢do de multiplos sorovares
de Salmonella em cortes de frango onde a PCR foi tdo sensivel quanto a microbiologia
convencional para detec¢do de Salmonella, porém de forma mais rapida e simples,
habilitando-se para identificacdo de Salmonella em laboratérios de analise de alimentos.

Com relacdo aos métodos microbioldgicos, ¢ importante esclarecer que células
inviaveis podem ser detectadas por PCR (HERMAN, 1997; MCKILLIP et al., 1999; NOGVA
et al., 2003 apud RUDI et al., 2007), o que ndo ocorre em métodos tradicionais de cultura e
isolamento, que requerem a viabilidade celular e consequente multiplicacdo em meios de
cultura.

Do mesmo modo, Pochop et al. (2012), realizaram uma contaminacdo artificial de
produtos carneos e verificaram a contamina¢do por Salmonella spp. utilizando o PCR em
tempo real e observaram genes de Salmonella Typhimurium e Enteritidis, concluindo que a
PCR em tempo real seria util, rdpida, reprodutivel, simples e sensivel para detectar acidos
nucleicos. Igualmente, Richter et al (2014) testaram 58 amostras isoladas de aves com a
provavel ocorréncia de Salmonella spp. e, com a metodologia de PCR em tempo real,
identificaram 79,3% de positividade (46/58).

A Reagdo em Cadeia da Polimerase em tempo real também mostrou ser um método
rapido e sensivel na detec¢do de agentes patogénicos para Gongalves (2014), que avaliou o
limite de detecgdo da técnica para Salmonella spp. e L. monocytogenes, demonstrando a boa

sensibilidade da técnica de PCR, com 2 e 5 UFC/g, respectivamente.
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Ao se avaliar os resultados do lote 2 (N = 15) verificou-se que uma amostra foi
positiva por MC e nenhuma por mNMP, enquanto na avaliagdo por PCR em tempo real 10
amostras (67%) foram positivas para Salmonella spp. Porém, um dos pontos amostrados
(swab de gaiolas de transporte apos lavagem) foi positivo por MC mas apresentou resultado
negativo na metodologia de PCR em tempo real.

Embora haja superioridade no numero total de amostras positivas para Salmonella pela
técnica de PCR em tempo real também ocorreram divergéncias no lote 3, quando foram
analisadas 40 amostras, das quais duas (5%) foram positivas por MC, uma por mNMP (2,5%)
e 13 (32,5%) por PCR em tempo real. Entretanto, dois pontos positivos por métodos
microbiologicos (carcacas apoOs lavagem, positivo por MC; carcacas apds o resfriamento,
positivo por mNMP) foram negativos na analise por PCR em tempo real. Nestes casos, as
discrepancias de resultados entre os métodos podem ter ocorrido devido ao limite de detecgdo
determinado pela quantidade de material que pode ser amplificado em uma tnica reagdo ou
pelos volumes diminutos utilizados na PCR em tempo real.

A presenga de Salmonella spp. em carne de aves e materiais avicolas tém sido relatada
em vdrias pesquisas. Segundo Carvalho et al (2005), 13,3% de 45 amostras analisadas nao
atenderam ao padrdo de auséncia de Salmonella em 25g de produto analisado, conforme
estabelecido pela legislacao (Brasil 2001), estando, portanto, imprdprias para o consumo.
Silva et al. (2004) relatam a presenca do microrganismo em 13 de 68 amostras analisadas e
Almeida Filho et al. (2003) constatou 18 amostras contaminadas por Salmonella spp. dentre
40 analisadas.

Medeiros (2013), com o intuito de investigar e detectar Salmonella spp. em
abatedouros avicolas avaliou swabs de varios pontos da tecnologia de abate de frangos de
corte através do método de PCR convencional e de PCR em tempo real. Através do estudo
constatou-se que a técnica de PCR em tempo real foi capaz de identificar maior niimero de
amostras positivas, 22 (7,3%) em comparacdo a PCR convencional que detectou cinco
(1,6%), o que possibilitou concluir que a PCR em tempo real pode agilizar o diagnostico
laboratorial, sendo feito pré-enriquecimento seletivo com aplicagdo do meio de cultura de
forma imediata e que Salmonella spp. esta presente em alimentos de origem avicola e em
instalagdes e equipamentos.

Esses dados demonstram a preocupacao do setor quanto aos critérios higiénicos
sanitarios adotados na cadeia produtiva avicola, principalmente pela relevancia desse

patdégeno para saide publica. Assim, para o melhor rastreamento da bactéria e reducdo de
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resultados falso negativos pode ser indicada a combinagdo de métodos microbiologicos

convencionais ¢ métodos moleculares para identificagdo de Salmonella spp.

4.3 QUANTIFICACAO DE Salmonella spp. POR PCR EM TEMPO REAL

A partir dos resultados de amplificagio de DNA das amostras avaliadas, o que
configurava positividade para Salmonella spp., foram aplicadas equagdes para quantificar esta
contaminagdo que tinha por objetivo avaliar a variacdo da contaminagdo pela bactéria na
tecnologia de abate de frangos de corte.

Os resultados destas quantificagdes permitem inferir que a contaminagdo por
Salmonella spp. nos abatedouros ¢é variavel, mas que geralmente as aves chegam ao
abatedouro com um nivel de contaminacdo que ¢ diminuido ao longo da tecnologia de abate,
ressaltando a importancia da biosseguranga nas granjas e a aplicagdo das Boas Praticas de
Fabricagao nos abatedouros.

Os Graficos 1 a 5 demonstram a quantificagdo da contaminagdo por Salmonella spp.

identificada por PCR em tempo real na tecnologia de abate de cinco lotes de frangos de corte.

¢ Coleta 1 (15)

Quantifica¢do log 10 UFC/mL

Pontos da coletas

Grafico 1 - Relacdo dos pontos de coleta e suas contaminagdes provenientes da coleta 1 (15).



54

No lote 1 (Coleta 15), o ponto com maior contaminacao identificado por PCR em
tempo real foi swab de cloaca (4,93 log 10 UFC/mL), demonstrando que em geral a
contaminagdo ¢ maior no inicio do abate, tendo em vista que Salmonella spp. esta presente no
trato intestinal dos frangos. J4 a menor contaminacdo foi evidenciada em carcaca antes da
escaldagem (2,36 log 10 UFC/mL), mostrando que a quantidade da bactéria diminuiu em

relagdo ao swab de cloaca, mas que ainda se fez presente antes da etapa da escaldagem.

Coleta 2 (20)

Quantificacdo log 10 UFC/mL

Pontos das coletas

Grafico 2 - Relacdo dos pontos de coleta e quantificacdo da contaminacao (log 10 UFC/mL)
no lote 2 (Coleta 20).

Os resultados da quantifica¢do do lote 2 (Coleta 20) mostram que o ponto com maior
contaminagao foi gaiola de transporte ap6s lavagem (7,99 log 10 UFC/mL). Este foi também o
ponto com maior contaminagdo por Salmonella spp. identificado nesta pesquisa. Este
resultado gera bastante preocupacao, tendo em vista que as gaiolas podem ndo estar sendo
higienizadas e sanitizadas de forma adequada e assim retornarem para as granjas
contaminadas por Salmonella spp., agravando o problema e dificultando o controle deste.

Por outro lado, o ponto com menor contamina¢do neste lote foi carcaca apos

escaldagem (3,63 log 10 UFC/mL), mostrando que este ponto da tecnologia de abate, embora
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ndo tenha como objetivo redugdo bacteriana e sim facilitar a retirada das penas, auxilia

indiretamente no controle do patogeno.

Coleta 3 (19)
6,00 W A
4 -

Quantificacdo log 10 UFC/mL

Pontos das coletas

Grafico 3 - Relacdo dos pontos de coleta e quantificacdo da contaminacdo (log 10 UFC/mL)

no lote 3 (Coleta 19).

Neste lote, a maior contamina¢do foi encontrada na carcaga eviscerada antes da
lavagem final (5,14 log 10 UFC/nL), demostrando a necessidade de avaliacdo deste ponto,
uma vez que a proxima etapa ¢ a lavagem e na sequéncia o resfriamento da carcaga em
chiller, o que poderia levar a contaminagao cruzada de outras carcagas e consequentemente do
produto final.

Ja na carcaca apos a escaldagem foi verificada a menor contaminacao deste lote (2,83
log 10 UFC/mL). Segundo Obdam (2008), a temperatura da 4gua de escaldagem varia entre
50°C e 70°C e tem por objetivo a abertura dos poros para facilitar a depenagem que ocorre em
seguida, mas também auxiliaria a reduzir a carga microbiana. No presente trabalho, isto pode

ser verificado pela comparagdo entre a contaminacdo encontrada na carcaga antes da
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escaldagem (4,46 log 10 UFC/mL) e a carga microbiana apods a escaldagem (2,83 log 10
UFC/mL).

6,00 A Coleta 4 (LA)

5,00 1

Quantificagdo log 10 UFC/mL

20 Pontos das coletas

Grafico 4 - Relagao dos pontos de coleta e quantificagdo da contaminacao (log 10 UFC/mL)
no lote 4 (Coleta LA).

O lote 4 (Coleta LA) apresentou o maior nimero de pontos contaminados, com 29 de
36 amostras (80,5%) apresentando contaminagao por Salmonella spp.

Seguindo a hipotese de que a contaminagdo por Salmonella spp. é geralmente maior
no inicio da tecnologia de abate, observou-se 5,77 log 10 UFC/mL em swab de gaiola de
transporte antes da higienizacdo e 1,96 log 10 UFC/mL em swabs de cloaca. Destaca-se
novamente a necessidade da adequada higienizagdo das gaiolas de transporte para evitar a re-
contaminagdo dos lotes a partir de gaiolas contaminadas. Também, deve-se considerar que

uma contaminagdo inicial alta pode ser reduzida mas ndo completamente eliminada dos
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produtos finais, como ficou demonstrado na contamina¢io de carcagas congeladas a 12°C por
24 horas.

Concordando com estes resultados, Dias et. al. (2015) realizaram o rastreamento
molecular de Salmonella spp. no processamento de frangos de corte para tragar as principais
rotas de contaminacdo pelo patdégeno. Foram obtidas 277 amostras em etapas distintas do
abate como depenagem, evisceragdo, pré-resfriamento e cortes (coxa, asa e peito) além de
gaiolas de transporte, esteiras de corte, maos de funcionarios e facas. Os resultados
demonstraram a maior contaminagao nas etapas iniciais de abate e um maior controle na etapa
de pré- resfriamento.

Neste sentido, ao analisar os resultados do lote 4, constatou-se a contaminag¢do por
Salmonella spp. em carcaga congelada a -12°C por 24 horas e, mesmo com a menor
quantificagdo de contaminacdo do lote (1,93 log 10 UFC/mL). Este resultados ¢ preocupante
por tratar-se de um produto final, disponivel para o consumidor, ¢ que deveria apresentar
auséncia de contaminagao.

Também, verificou-se que a contaminagdo inicial por Salmonella spp. no lote 4 foi
reduzida mas ndo eliminada, indicando a necessidade de revisdao e adequagao dos programas
de auto controle dos abatedouros para atender aos niveis de seguranca regulamentados em
legislacdes especificas. Por outro lado, a quantificacdo da contaminag¢do permite focar em
pontos especificos que podem ser aprimorados, € assim direcionar os procedimentos que
objetivam a reducdo desta contaminagdo, como as Boas Praticas de Fabricagdo (BPF),
Procedimento Padrao de Higiene Operacional (PPHO) e Anélise de Perigos e Pontos Criticos
de Controle (APPCC).

Confirmando esta ideia, Costa et al. (2014) formularam um plano de controle sanitario
para produtos avicolas baseados em resultados de pesquisa de Salmonella spp. ¢ nas
observagoes das atividades desenvolvidas, sugerindo etapas criticas de controle na aplicacao
do sistema APPCC. Foi realizada a quantificagdo de Salmonella spp. por Numero Mais
Provavel (NMP) em seis etapas do processo, durante seis coletas, e a determinacao dos Pontos
Criticos de Controle (PCC) desta planta de abate incluiu as etapas de escaldagem/depenagem,

de pré-resfriamento (pré- chiller e chiller), bem como congelamento das carcagas.
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Grafico 5- Relacdo dos pontos de coleta e quantificagdo da contaminacdo (log 10 UFC/mL)
no lote 5 (Coleta LF).

O lote 5 (Coleta LF) apresentou o menor numero de amostras contaminadas, com 8
(22%) amostras positivas dentre 36 avaliadas. Entretanto, o ponto com maior contaminac¢ao
foi novamente swab de gaiola de transporte apos a lavagem (5,91 log 10 UFC/mL), o que
confirma a necessidade de um APPCC mais rigoroso e higienizacdo e sanitizagdo no PPHO
adequados nas gaiolas de transporte afim de evitar a propagag¢do de Salmonella spp. e
consequente contaminacao cruzada.

Ja a menor contaminacdo do lote foi verificada em carcaga apos o resfriamento em
chiller (2,87 log 10 UFC/mL), demonstrando a eficacia desta etapa para reducdo da
contaminacao bacteriana mas nao a eliminacao de uma contaminagdo prévia. Segundo Olivo

(2006), antes do resfriamento, as carcagas tém temperatura média de 40°C, que deve ser
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reduzida a 4°C nos tanques de imersao, usando-se o centro do musculo peitoral como ponto
de controle dessa temperatura. A legislagdao brasileira estabelece o uso de pelo menos dois
tanques de resfriamento, denominados chillers, com temperatura maxima de agua a 16°C no
primeiro chiller e inferior a 4°C no segundo chiller (BRASIL, 1998).

Entretanto, existem controvérsias em relagdo a acao do resfriamento por imersao sobre
0s microrganismos. Autores mencionam que como nesse sistema as carcacas estdo submersas
em agua abundante, além do resfriamento, ocorreria a lavagem da superficie do produto,
reduzindo a carga microbiana (SCHIMDHOFER, 1994, YOUNG; SMITH, 2004; GRILL et
al., 2006; BARBUT, 2002; ALLEN et al., 2000). Porém, outros autores citam que neste
método existe o risco da contaminag¢do cruzada pela agua de imersdo, o que tornaria
necessaria sua renovagao constante (POTOSLKI; GRUDA, 1986; BERGMANN; RITTER,
2003).

Hargins et al. (2004) também mencionam a importdncia do controle das etapas
anteriores para reduzir a contaminagdo superficial e o desenvolvimento de microrganismos
potencialmente capazes de contaminar a a4gua de resfriamento.

Da mesma forma que no lote 4 (LA), as carcagas congeladas a -12°C por 24 horas
apresentaram contaminagdo por Salmonella spp, demonstrando que o resfriamento ou mesmo
o congelamento nao inviabiliza a presenga de bactérias como as do género Salmonella.

O controle de Salmonella em produtos destinados ao consumo humano passa por
medidas como a ampliagdo de métodos de diagnostico e identificagdo e quantificagdo da
contaminagdo, sem jamais prescindir de medidas basicas de higiene e sanitizagdo. Assim,
estudos com métodos para detectar e quantificar Salmonella spp. sdo necessarios para a
adocdo de medidas eficazes de BPF, PPHO e APPC, visando minimizar a contaminagdo por

Salmonella spp. em produtos avicolas.
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5 CONCLUSAO

Os resultados permitem inferir que a contaminagdo por Salmonella spp. nos
abatedouros ¢ variavel, mas que geralmente as aves chegam ao abatedouro com um nivel de
contaminagdo que ¢ diminuido ao longo da tecnologia de abate, ressaltando a importancia da
biosseguranca nas granjas e a aplicacdo das Boas Praticas de Fabricacdo nos abatedouros. As
industrias sdo responsaveis por assegurar a qualidade microbioldgica dos produtos de origem
animal, e para tanto precisam ter a sua disposi¢ao métodos eficazes, sendo a PCR em tempo
real um bom recurso diagnostico para analises relacionada ao ambiente de abate e produtos

finais prontos para consumo humano.
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Resumo

O género Salmonella ¢ responsavel por uma zoonose conhecida como salmonelose e o
consumo de produtos de origem avicola ¢ implicado como uma das principais fontes de
infec¢do para humanos. A associagdo entre Salmonella spp. em aves e enterites em humanos
decorre da persisténcia do agente no habitat do frango de corte, que proporciona a
colonizacdo intestinal assintomatica na ave, enquanto o manuseio incorreto de carnes cruas e
o consumo de carnes malcozidas sdo fatores de risco para as doencas transmitidas por
alimentos. Métodos de diagnostico rapidos, sensiveis e especificos sdo necessarios tanto para
a industria alimenticia quanto para as agéncias reguladoras e a PCR em tempo real ¢ uma
alternativa aos métodos convencionais para identificar Salmonella spp. Neste trabalho
utilizou-se a PCR em tempo real para identificar a contaminagdo por Salmonella spp. desde a
chegada dos frangos até os produtos finais em abatedouros sob Inspe¢ao Federal. As amostras
foram oriundas de diferentes pontos da tecnologia de abate previamente coletados e
considerados positivos para Salmonella por técnicas microbioldgicas (microbiologia
convencional/MC e Numero Mais Provavel miniaturizado/mNMP), o que configurava o lote
como positivo para o agente. Foram avaliadas 139 amostras em 5 lotes, das quais 27 (19%)
foram positivas para Salmonella spp. por MC e mNMP e 68 (49%) por PCR em tempo real,
configurando a sensibilidade da técnica e a necessidade de adocdo de medidas como Boas
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Praticas de Fabricagdo para minimizar a contaminagdo pela bactéria nos abatedouros
avaliados.

Palavras-chave: PCR em tempo real, Salmonella spp., frangos de corte, abatedouros.

Abstract

The genus Salmonella is responsible for a zoonosis known as salmonellosis and consumption
of poultry products is implicated as a major source of infection for humans. The association
between Salmonella spp. in poultry and enteritis in humans arises from the persistence of the
agent in broiler habitat, which provides the asymptomatic intestinal colonization in the bird
while the improper handling of raw meat and the consumption of undercooked meats are risk
factors for foodborne illness. Methods for rapid diagnosis, sensitive and specific, allowing
detecting of bacteria are required for both the food industry and for the regulators and real-
time PCR are an alternative to conventional methods to recognize Salmonella. In this work
were used real-time PCR to identify contamination by Salmonella spp. since the arrival of
poultry to the final product in slaughterhouses under federal inspection. The selected samples
were previously collected from different parts of the slaughter technology and considered
positive for Salmonella by microbiological techniques (conventional microbiology/ CM and
miniaturized Most Probable Number/mMPN). Were evaluated 139 samples in 5 batches, of
which 27 (19%) were positive for Salmonella spp. by CM and mMPN and 68 (49%) by real-
time PCR, setting the sensitivity of the technique and the need of adopting measures such as
good manufacturing practices to minimize contamination by the bacteria in slaughterhouses
evaluated.

Key words: Real time PCR, Salmonella spp., poultry, slaughterhouses

1 Introducéo

A presenca de Salmonella spp. em alimentos ¢ um problema de saude publica
relacionado a graves intoxicacdes alimentares, sendo a principal responsavel por varios surtos
ao redor do mundo (WHO, 2013).

Em frangos de corte, a presenga de Salmonella no trato intestinal, na pele e entre as
penas, pode causar a contamina¢do das carcagcas durante o abate e o processamento
disseminando assim o micro-organismo até os consumidores finais (DUARTE et al., 2009).
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A identifica¢do da contaminagdo por Salmonella desde as granjas até o abatedouro é
fundamental para se estimar a extensdo da contaminagao nos cortes e carcagas de frangos e
avaliar a efetividade das boas praticas de producdo adotadas nas empresas para controle deste
patdgeno nos produtos finais. (COLLA et al., 2014).

A reacdo em cadeia pela polimerase em tempo real ¢ uma modificagdo da técnica
tradicional de PCR que identifica o DNA alvo com maior sensibilidade e especificidade e em
menor tempo de reacdo. Neste sistema, a amplificacdo e a deteccdo sdo realizadas
simultaneamente em um sistema fechado (MARRAS, 2008). A principal diferenca entre o
PCR convencional e PCR em tempo real ¢ que o tltimo permite o monitoramento da reacdo a
cada ciclo, mostrando a deteccdo direta dos produtos de PCR na fase exponencial da reagdo,
onde a quantidade de fragmento gerado ¢ proporcional & quantidade inicial do DNA alvo
(LIVAK, SCHMITTGEN, 2001; WONG, MEDRANO, 2005).

Desta forma, a técnica de PCR em tempo real foi empregada para identificar
Salmonella spp. em diferentes pontos da tecnologia de abate de frangos de corte e assim
mapear os pontos onde pode ocorrer aumento ou redugdo de uma provavel contaminacao pela
bactéria.

2 Material e métodos

2.1 Selecdo de amostras para PCR em tempo real

As amostras selecionadas para a execucdo deste trabalho foram provenientes de
projetos que visaram a identificagao de Salmonella spp. por microbiologia convencional (MC)
e/ou quantificagdo por numero mais provavel miniaturizado (mMNMP) em diferentes pontos da
tecnologia de abate de frangos de corte (Santos et al. 2015). Os pontos amostrados foram
swabs cloacais, swabs de gaiolas antes e apds higienizagdo, carcacas (antes e apos
escaldagem; apos depenagem, lavagem, evisceragdo, chiller, lavagem final, resfriadas a 4°C e
congeladas a -12°C por 24 horas, 30 e 60 dias) e dgua de escaldagem, abastecimento do preé-
chiller, pré-chiller e chiller.

As coletas foram realizadas em frigorificos sob Inspecdo Federal no Rio Grande do
Sul, entre 2011 e 2014, e o critério de selecdo das amostras para execucao do PCR em tempo
real foi positividade para Salmonella spp. no abatedouro amostrado, independentemente da
técnica utilizada (MC ou mNMP), o que configurava o lote como positivo para a bactéria.

Foram selecionados cinco lotes em quatro abatedouros, totalizando 139 amostras, que
estavam armazenadas em Agua Peptonada Tamponada 1% e haviam sido aliquotadas logo
apOs o processamento, sem incubacgdo, sendo congeladas a -18°C até os procedimentos de
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extracdo de DNA e PCR em tempo real. O processamento das amostras para as técnicas
microbioldgicas foi realizado conforme Santos et al. (2015).

2.2 Amplificacao de Salmonella spp. por PCR em tempo real

Previamente a realizagdo da amplificagdo de Salmonella spp. por PCR em tempo real
foi construida uma curva padrdo (standard curve) para determinagdo do numero de copias de
DNA para quantificacdo absoluta das amostras selecionadas para o experimento. Para a
construcdo desta curva utilizou-se dilui¢des seriadas de uma amostra de DNA com
concentragdes conhecidas de Salmonella Typhimurium ATCC 14028. Colonias retiradas do
Agar PCA foram inoculadas em caldo BHI e incubadas a 37°C overnight, sob agitacdo de 200
rpm. Apos, realizou-se a leitura da Densidade Otica (D.0.) em nano espectrofotdmetro
(Implen®) (DOgponm 0.5) € o contetido foi centrifugado a 13.000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet suspenso em PBS. A DOgoonm foi ajustada para 1.0 e
foram realizadas dilui¢des seriadas de 10 a 10” utilizando-se 100pL de inoculo em 900uL
de PBS. Realizou-se o plaqueamento das diluigdes em agar PCA e incubacdo a 37 = 1°C por
24 horas destas diluigdes para confirmagdo das células viaveis de Salmonella Typhimurium.

2.3 Extracdo de DNA gendmico para determinacéo da curva padrao

Para extracdo de DNA utilizou-se o kit Wizard® Genomic DNA Purification
(Promega®) conforme orientagdes do fabricante, sendo 1 mL da cultura overnight com
DOgoonm 1.0 transferida para micro tubo e centrifugada a 11.700 rpm por 2 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet suspenso em 600 uL de Nuclei Lysis Solution. Em
seguida, incubou-se a 80°C por 5 minutos para lise das células e adicionou-se 3 pL. de RNase
Solution quando o micro tubo atingiu temperatura ambiente. Incubou-se a amostra a 37°C por
15 minutos e adicionou-se 200 pL de Protein Precipitation Solution ao lisado de células.
Apds homogeneizacdo em vortex incubou-se em gelo por 5 minutos e centrifugou-se a
amostra a 11.700 rpm por 2 minutos.

O sobrenadante contendo DNA foi transferido para novo micro tubo com 600 puL de
isopropanol e homogeneizou-se por inversdao até¢ a formacdo de uma massa visivel de DNA
em forma de fitas. Centrifugou-se a 11.700 rpm por 2 minutos, descartou-se o sobrenadante e
adicionou-se 600 puL de etanol a 70%. A amostra foi novamente centrifugada a 11.700 rpm
por 2 minutos € o etanol aspirado, a temperatura ambiente por cerca de 30 minutos,
permitindo a secagem do pellet. Adicionou-se 30 pL de H,O free RNAse and DNAse e
estocou-se 0 DNA extraido entre 2 e 8°C negativos.

2.4 Amplificacdo de Salmonella Typhimurium para determinagéo da curva padréo

A partir do DNA com DO 1.0 retirou-se 3uL e inseriu-se em micro tubos contendo 27
uL de RNase-free water, realizando-se diluicdes seriadas de 10 até 10°. Apos, 1 pL de cada
diluigdo foi transferido para 10 micro tubos, em duplicata, adicionados de 9 uL de adgua para
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PCR ¢ 10 puL do mix de reagdo (Reconstituted mericon Assay). O controle negativo foi
preparado em micro tubo contendo 10 uL do Reconstituted mericon e 10 pL de agua para
PCR ¢ o controle positivo por 10 uL do Reconstituted mericon Assay e Dissolved Positive
Control DNA. Todos os micro tubos foram acondicionados no Rotor GeneQ®, da Qiagen, e
realizada a programacdo do equipamento para a reagdo de PCR em tempo real com uma etapa
inicial para ativagdo DNA polimerase (5 minutos a 95°C), desnaturagédo (15 segundos a 95°C),
anelamento (15 segundos a 60°C) e extensdo por 10 segundos a 72°C.

2.5 Extracao de DNA das amostras selecionadas

Para a extragdo do DNA utilizou-se kit comercial denominado mericon DNA Bacteria
Kit (Qiagen®), que é baseado em uma lise mecanica e uma lise térmica (por fervura), que
proporciona a ruptura e extragdo do DNA de diferentes tipos de bactérias. Aliquotas de 1 mL
das amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante descartado.
Adicionou-se 200 pL de solucao de lise denominada Fast Lysis Buffer ao pellet bacteriano,
centrifugando-se a 13000 rpm por 5 minutos. O pellet foi lavado por cinco vezes e os
eppendorfs colocados em bloco térmico a 100°C por 10 minutos, com agitacdo de 800 rpm.
Apoés, as amostras foram mantidas a temperatura ambiente por 2 minutos € novamente
centrifugadas a 13000 rpm por 5 minutos. Aliquotas de 100 pL do sobrenadante foram
armazenadas em freezer a -80°C para a realizacdo da PCR em tempo real.

2.6 Amplificacdo de Salmonella spp. por PCR em tempo real

Para a amplificacdo de Salmonella spp. por PCR em tempo real utilizou-se o mericon
Salmonella spp. kit (Qiagen ®), designado para a detecgdo da bactéria em alimentos. Este Kit
¢ composto pelo Multiplex PCR Master Mix, que contém a enzima DNA polimerase
HotStarTaq Plus, solugdo tampao de PCR, mix de dNTP, primers e sondas especificas para
amplificacdo da sequéncia alvo, além do controle positivo de DNA.

A reagdo de amplificacao foi composta por 20 pL, sendo 10 pL da amostra de DNA a
ser amplificada e 10uL do mix de reacdo. As condi¢des de amplificagdo foram: aquecimento
por 5 minutos a 95°C para ativagdo da DNA polimerase HotStarTaq Plus, 40 ciclos de
desnaturagdo por 15 segundos a 95°C, anelamento por 15 segundos a 60°C e extensdo por 10
segundos a 72°C em Rotor-gene (Qiagen ®).



75

5 3 Resultados e Discussao

Os resultados da curva padrdo para quantificagdo de DNA por PCR em tempo real
com Salmonella Typhimurium ATCC 14028 estdo expressos na Figura 1.

Curva padrao de Salmonella Typhimurium

o * y = 5E+12e0671
5,00 * R?*=0,9977

log 10 UFC/mL

o0 5,0 10,0 150 200 50 30,0 150 40,0

Cycle Threshold

Figura 1 - Curva padrio para quantificagdo de DNA por PCR em tempo real com Salmonella
Typhimurium ATCC 14028.

Na Figura 1 estd demonstrada a relacdo entre as contagens de colonias
(loglOUFC/mL) e os pontos que detectam os ciclos nas quais as rea¢des atingem o limiar da
fase exponencial (Cycle threshold, Ct). Essa relagdo foi posteriormente utilizada para
identificar a amplificagdo de DNA de Salmonella spp. nas amostras avaliadas, que conforme
os resultados da curva padrio deveriam mostrar um Ct entre 17 e 37. Os valores de Ct
relativos as contagens em UFC/mL e conversdo para log 10 UFC/mL das dilui¢des de 107 a
107 de Salmonella Typhimurium utilizadas para construgdo da curva padrido. Deste modo,
uma amostra naturalmente contaminada com estes valores de referéncia teria amplificagdo de
DNA de Salmonella spp. e seria considerada positiva.

Foram previamente amostrados cinco lotes com coletas em diferentes pontos do
fluxograma de abate de frangos de corte, totalizando 139 amostras, das quais 68 (49%)
apresentaram positividade para Salmonella spp. pelo método de PCR em tempo real, 15
(10,8%) por Microbiologia Convencional (MC) e 12 (8,6%) por mNMP (Quadro 1).
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Quadro 1 - Relagdo de amostras positivas para Salmonella spp. em cinco lotes avaliados por
Microbiologia Convencional (MC), Numero Mais Provavel Miniaturizado (mNMP) e PCR
em tempo real.

Amostras
avaliadas por o
Coleta coleta Positividade para Salmonella spp.
MC MNMP PCR em tempo real

1 (C15) 12 0 (0%) 1 (8,3%) 8 (67%)

2 (C20) 15 1 (6,7%) 0 (0%) 10 (67%)

3(C19) 40 2 (5%) 1(2,5%) 13 (32,5%)

4 (LA) 36 6 (16,7%) 10 (27,8%) | 29 (80,5%)

5 (LF) 36 6 (16,7%) 0 (0%) 8 (22%)

Total 139 15 (10,8%) | 12 (8,6%) 68 (49%0)

O Quadro 1 mostra a sensibilidade do método de PCR em tempo real para deteccao de
Salmonella spp. em amostras isoladas de abatedouros avicolas, com destaque para o lote 4,
com 80,5% (29/36) de positividade para a bactéria.

No lote 1 foram avaliadas 12 amostras, das quais nenhuma foi positiva por MC e uma
foi positiva por mNMP. Ja por PCR em tempo real foram identificadas 8 (67%) amostras
positivas para Salmonella spp., demonstrando a sensibilidade deste método. O mesmo ocorreu
no lote 5, onde avaliou-se 36 amostras, das quais 6 (16,7%) foram positivas por MC,
nenhuma por mNMP e 8 (22%) por PCR em tempo real.

Os resultados do lote 4 (N = 36) apontaram 6 (16,7%) amostras positivas por MC, 10
(27,8%) por mNMP e 29 (80,5%) por PCR em tempo real. E importante destacar que dentre
estas 29 amostras positivas, 13 foram previamente consideradas negativas pelos métodos de
Microbiologia Convencional e mNMP, mostrando a importancia de um método molecular de
identificacdo aliado a microbiologia convencional.

Neste sentido, O'Regan et al. (2008) testaram um ensaio de PCR multiplex em tempo
real para a detecgdo de multiplos sorovares de Salmonella em cortes de frango onde a PCR foi
tdo sensivel quanto a microbiologia convencional para detec¢do de Salmonella, porém de
forma mais rapida e simples, habilitando-se para identificagdo de Salmonella em laboratorios
de analise de alimentos.
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Com relacdo aos métodos microbiologicos, ¢ importante esclarecer que células
inviaveis podem ser detectadas por PCR (HERMAN, 1997; MCKILLIP et al., 1999; NOGVA
et al., 2003 apud RUDI et al., 2007), o que nao ocorre em métodos tradicionais de cultura e
isolamento, que requerem a viabilidade celular e consequente multiplicagdo em meios de
cultura.

Do mesmo modo, Pochop et al. (2012), realizaram uma contaminagdo artificial de
produtos carneos e verificaram a contaminacdo por Salmonella spp. utilizando o PCR em
tempo real e observaram genes de Salmonella Typhimurium e Enteritidis, concluindo que a
PCR em tempo real seria ttil, radpida, reprodutivel, simples e sensivel para detectar acidos
nucleicos. Igualmente, Richter et al. (2014) testaram 58 amostras isoladas de aves com a
provavel ocorréncia de Salmonella spp. e, com a metodologia de PCR em tempo real,
identificaram 79,3% de positividade (46/58).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real também mostrou ser um método
rapido e sensivel na detec¢do de agentes patogé€nicos para Gongalves (2014), que avaliou o
limite de detec¢@o da técnica para Salmonella spp. e L. monocytogenes, demonstrando a boa
sensibilidade da técnica de PCR, com 2 e 5 UFC/g, respectivamente.

Ao se avaliar os resultados do lote 2 (N = 15) verificou-se que uma amostra foi
positiva por MC e nenhuma por mNMP, enquanto na avaliagdo por PCR em tempo real 10
amostras (67%) foram positivas para Salmonella spp. Porém, um dos pontos amostrados
(swab de gaiolas de transporte apos lavagem) foi positivo por MC mas apresentou resultado
negativo na metodologia de PCR em tempo real.

Embora haja superioridade no niumero total de amostras positivas para Salmonella pela
técnica de PCR em tempo real também ocorreram divergéncias no lote 3, quando foram
analisadas 40 amostras, das quais duas (5%) foram positivas por MC, uma por mNMP (2,5%)
e 13 (32,5%) por PCR em tempo real. Entretanto, dois pontos positivos por métodos
microbiologicos (carcacas apos lavagem, positivo por MC; carcagas apds o resfriamento,
positivo por mNMP) foram negativos na analise por PCR em tempo real. Nestes casos, as
discrepancias de resultados entre os métodos podem ter ocorrido devido ao limite de detec¢ao
determinado pela quantidade de material que pode ser amplificado em uma unica reagdo ou
pelos volumes diminutos utilizados na PCR em tempo real.

A presenga de Salmonella spp. em carne de aves e materiais avicolas tém sido relatada
em varias pesquisas. Segundo Carvalho et al (2005), 13,3% de 45 amostras analisadas ndo
atenderam ao padrdo de auséncia de Salmonella em 25g de produto analisado, conforme
estabelecido pela legislacdo (Brasil 2001), estando, portanto, improprias para o consumo.
Silva et al. (2004) relatam a presenga do microrganismo em 13 de 68 amostras analisadas e
Almeida Filho et al. (2003) constatou 18 amostras contaminadas por Salmonella spp. dentre
40 analisadas.

Medeiros (2013) detectou Salmonella spp. em abatedouros avicolas com swabs em
varios pontos da tecnologia de abate de frangos de corte por PCR convencional ¢ PCR em
tempo real, constatando que a PCR em tempo real foi capaz de identificar maior nlimero de
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amostras positivas (7,3%) em comparacdo a PCR convencional (1,6%), concluindo que a
PCR em tempo real pode agilizar o diagnostico laboratorial.

Concluséao

Nos abatedouros avicolas, para o melhor rastreamento de Salmonella spp. e redugao de
resultados falso negativos, indica-se a combinagdao de métodos microbioldgicos convencionais
e métodos moleculares para identificacdo da bactéria.
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