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RESUMO

GASPAR, Bruno Melo, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2019. Detecciao
e quantificacido de Salmonella spp. em carcacas de frango artificialmente e
naturalmente contaminadas através da microbiologia tradicional e método
molecular. Orientador: Ricardo Seiti Yamatogi.

A Salmonelose ¢ uma enfermidade veiculada por alimentos que provoca sintomas
relacionados principalmente ao trato gastrointestinal, como diarreias e vomitos, podendo
também apresentar quadros de infec¢do sistémica e até levar ao 6bito. O microrganismo
responsdvel pela doenca é a Salmonella spp.. Esta doenga, gera anualmente diversos
surtos em vdarios paises, assim como grandes prejuizos econdmicos. Este agente € muito
prevalente na indudstria de producdo de aves, por ser naturalmente presente no trato
gastrointestinal das aves. A pesquisa, identificacdo e quantificacdo da Salmonella spp. é
de grande interesse e importancia para a industria e consumidores afim de garantir um
produto final seguro. Contudo, os métodos de detec¢do convencionais € atuais sao
laboriosos e exigem um periodo de 5 a 7 dias para conclusdo do diagnéstico, além de
fornecerem apenas dados de cardter qualitativo. Desta forma, o presente trabalho foi
desenvolvido com o intuito de reduzir o tempo de deteccdo e fornecer resultados
quantitativos utilizando uma associagdo das técnicas de Numero Mais Provével
Miniaturizado (mNMP) e Real Time Polymerase Chain Reaction (qQPCR). Apds
padronizacdo da técnica constatou-se sua aplicabilidade em amostras artificialmente
contaminadas, posteriormente, 50 carcacas de frango congeladas obtidas do mercado
local. Estas amostras foram submetidos a técnica de microbiologia tradicional a partir da
Bacteriological Analytical Methods (BAM) e a associagdo de mNMP e gqPCR. Os
resultados obtidos indicaram uma frequéncia de 38% Salmonella spp., quando analisados
os dados de ambas as técnicas aplicadas. A microbiologia convencional foi capaz de
detectar 8% de positividade, enquanto a técnica associada de mNMP e qPCR detectou
34%. O intervalo de detec¢do das técnicas associadas foi de aproximadamente 36 horas e
a partir destas foi possivel quantificar a contaminacao pelo agente. A quantificacdo das
amostras positivas foi expressa em NMP/g e variou entre 0,35 NMP/g e 59NMP/g, sendo
esta quantificacdo, um dado alarmante, que indica um grau de contamina¢@o importante

neste tipo de produto.
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ABSTRACT

GASPAR, Bruno Melo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2019. Detection
and quantification of Salmonella spp. in artificially and naturally contaminated
chicken carcasses through traditional microbiology and molecular method. Adviser:
Ricardo Seiti Yamatogi.

Salmonellosis is a foodborne disease that causes symptoms related mainly to the
gastrointestinal tract, such as diarrhea and vomiting, and may also present systemic
infections and even lead to death. The microorganism responsible for the disease is
Salmonella spp.. This bacterium generates several outbreaks annually in various
countries, as well as major economic losses. This agent is very prevalent in the poultry
industry, as it is a naturally occurring bacterium in the gastrointestinal tract of these
animals. The research, identification and quantification of Salmonella spp. is of great
interest and importance to the industry to guarantee the end consumer a safe product.
Despite this, conventional detection methods are currently laborious and require a period
of 5-7 days to complete providing only qualitative data. The present work was developed
to reduce detection time and to produce quantitative results using a combination of
Miniaturized Most Probable Number (mMPN) and Real Time Polymerase Chain
Reaction (QPCR) techniques. After standardization of the technique in samples artificially
contaminated, the technique demonstrated its applicability in natural occurring
Salmonella spp. samples. Posteriorly, 50 frozen chicken carcasses of 5 different brands
were bought from retail, during the second semester of 2018 and first semester of 2019,
processed and stocked. They were then subjected to the traditional microbiology
technique using the Bacteriological Analytical Methods (BAM) and the association of
mMPN and qPCR. The results indicated a frequency of 38% of Salmonella spp., when
analyzing the combined data of both techniques applied. Conventional microbiology was
able to detect 8% of positivity, while the associated mMPN and qPCR technique detected
34%. The detection interval of the associated techniques was approximately 36 hours and
from these it was possible to quantify the contamination by the agent. Quantitation of
positive samples was expressed in MPN/g and ranged from 0.35 MPN/g to 59 MPN/g,
and this quantification is alarming, indicating a significant degree of contamination in this

type of product.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil foi o segundo maior produtor de carne de frango do mundo e o maior
exportador em 2017. Neste ano foram produzidas 13.056 toneladas das quais 4.320
destinaram-se a exportagdo. O consumo per capita deste produto no pais € de cerca de
42,07 kg/ano, salientando a importancia deste produto para a economia brasileira (ABPA,
2018). Os principais importadores deste produto foram: Ardbia Saudita, China e Japao
(IBGE, 2019), além disso proje¢des indicam aumento no consumo de carne de frango
globalmente (OECD/FAO, 2016).

Alimentos podem estar diretamente relacionados a veiculacdo de doencas a
humanos. A industria de producdo de carne de aves, principalmente de perus e frangos,
estd associada a diversos patdgenos prejudicais tanto a saide animal, quanto humana. Um
dos microrganismos que destaca-se € Salmonella spp.. Dependendo do sorovar, esta
bactéria possui o potencial de colonizar o trato gastrointestinal de aves, sem provocar-
lhes qualquer maleficio.

A contaminacdo dos alimentos oriundo das aves estd relacionada a cadeia
produtiva e suas diferentes e multiplas etapas. Desde a criagdo até o abate e
processamento da carne, existem pontos que podem levar a contaminagdo pelo agente. A
evisceracdo por exemplo, pode ser considerada um destes momentos criticos e pode
acarretar no acometimento de ndo apenas a ave carreadora do patégeno, mas todo o lote
processado posteriormente.

Esta zoonose estd entre as principais doencas veiculadas por alimentos no mundo.
O agente gera anualmente grandes prejuizos, tanto a saide humana, quanto monetérios e
provoca a doenga chamada salmonelose. Estd doenca em humanos, provoca sintomas
relacionados ao trato gastrointestinal tais como: vomitos e diarreia, porém possui ainda o
potencial de promover infec¢des sist€micas e levar ao 6bito.

A relagdo intrinseca da carne de aves e desta bactéria, leva a necessidade da
realizacdo de testes para comprovar a inocuidade dos alimentos vendidos ao publico. Os
métodos atuais utilizados para tais, sdo previstos por Orgdos como a International
Organization of Standarization (ISO) e incluem etapas laboriosas que demandam o tempo
de 4 a 7 dias e mdo de obra especializada, além de gerarem apenas dados qualitativos
quanto a presenca ou auséncia do agente.

Considerando as desvantagens das técnicas convencionais para deteccdo e
quantificacdo de espécies de Salmonella, o presente estudo propde variacdes

metodoldgicas e associacdo das técnicas de gPCR (Real Time Polymerase Chain
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Reaction) e Numero Mais Provavel miniaturizado (mNMP) para agilizar o processo de
deteccao do agente, bem como gerar dados quantitativos referentes a contaminacdo da

matriz alimentar, carne de frango.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Atualmente, a demanda global acelerada por produtos cirneos de qualidade,
palatabilidade e nutritivos propiciou o crescimento consistente e constante da producao
de carne de aves. Repleta de proteinas e com baixo teor de gorduras, além de uma
proporcdo de 4cidos graxos poliinsaturados maior quando comparados com outras
espécies, a carne de frango € a segunda mais consumida (14,99kg/capita/ano) no mundo,
perdendo para a carne de suinos (16,02 kg/capita/ano) mas sendo esperado que assuma a
posicdo dianteira em alguns anos ( BERZAGHI et al., 2005; FAO, 2013; OECD-FAOQO,
2016).

O Brasil segue a tendéncia mundial, e no quarto trimestre de 2018 foram abatidas
1,42 bilhdo de cabecas de frango. O peso acumulado das carcagas foi de aproximadamente
3,34 milhdes de toneladas. A regido com maior participacdo na producdo foi a Regido
Sul, absorvendo 60,0% dos abates, seguida pelas regides: Sudeste (19,0%), Centro Oeste
(14,8%), Nordeste (4,2%) e Norte (2,0%) (IBGE, 2018).

Em relac@o ao processo de abate, Parand segue liderando amplamente, com 31,7%
da participacao nacional. O Estado de Minas Gerais (MG) foi responsdvel por cerca de
5,4% do total de abate de frangos no quarto trimestre do ano de 2018. Desta produ¢do em
MG, 20.411 toneladas foram destinadas a exportacdo (neste mesmo periodo),
representando 2,1% das exporta¢des nacionais. O preco médio do frango resfriado (no
Brasil), segundo indicador Cepea/Esalq, foi de R$4,48/kg, no periodo de outubro a
dezembro de 2018. No quarto trimestre de 2018, o Brasil exportou 961.216 toneladas de
carne in natura € os principais importadores foram a Arabia Saudita, China e Japao
(IBGE, 2018).

Diversos alimentos, com destaque para carnes, quando inapropriadamente
manuseados, processados e preparados, podem ser veiculos para diversos
microrganismos zoonoticos, 0s quais possuem capacidade de provocar doencas ao ser
humano, assim, o incremento mundial na producdo e consumo da carne de frango pode
trazer perigos a saide humana. Apesar dos beneficios da carne de frango, como sua
elevada proporcao de proteina, quando comparada ao teor de gorduras, esta pode se tornar
potencial veiculo de doengas (CDC, 2019; CRIM et al., 2015).

Durante 2018, Foodborne Diseases Active Surveillance Network (FoodNet)
identificou 25.606 casos de infeccao, 5.983 hospitalizacdes e 120 mortes, relacionadas a
patogenos veiculados por alimentos nos Estados Unidos da América (USA). A incidéncia

de infec¢do por 100.000 habitantes foi maior para Campylobacter (19.5%) e Salmonella



(18.3%), seguidas por Shiga toxin-producing Escherichia coli. (STEC) (5.9%), Shigella
(4.9%), Vibrio (1.1%), Yersinia (0.9%), Cyclospora (0.7%) e Listeria (0.3%) (MARDER
et al., 2018).

A World Health Organization (WHO, 2019) afirma que doengas diarreicas sdo as
mais comuns entre as enfermidades veiculadas por alimentos e relaciona os agentes mais
causadores destas como: Salmonella, Campylobacter, Escherichia coli., Vibrio cholerae,
Norovirus entre outros. Aponta também os alimentos mais associados a contaminacao
para tais agentes como: ovos, carne de frango, leite nao pasteurizado e outros produtos de
origem animal.

Estima-se que 600 milhdes de pessoas no mundo adoecam devido ao consumo de
alimentos contaminados com Salmonella spp. e que 420.000 morram todos 0s anos por
esta causa (WHO 2019). Nos EUA (Estados Unidos da América), estima-se a ocorréncia
de cerca de 1,2 milhdes de casos, 23.000 hospitalizagdes e 450 mortes por ano, sendo
destes 1 milhdo de casos de doencas relacionadas a contaminagdo proveniente de
alimentos (CDC, 2019).

Doencas veiculadas por alimentos geram grandes prejuizos socioecondmicos,
segundo HOFFMAN et al., (2015), apenas no ano de 2013 nos EUA, foram estimados
gastos de 15,5 bilhdes de dolares causadas por estas doencgas alimentares. Na Holanda,
por exemplo, entre os anos de 2012 e 2013 houve um surto relacionado ao sorovar
Salmonella Thompson, estimando somente neste periodo um prejuizo econdmico médio
de 6,8 milhdes de Euros, causado principalmente pelas perdas de produtividade dos
infectados (SUIJKERBUIJK et al., 2016).

No Brasil foram notificados 12.503 surtos de doengas veiculadas por alimentos
no periodo de 2000 a 2017, com 182 mortes. Destes, 3.196 foram confirmados
laboratorialmente e 2.593 obtiveram identificacdo do agente etioldgico, cerca de 32%
estavam relacionados a espécies de Salmonella, sendo este o principal microrganismo
responsavel por surtos no pais (SINAN, 2018).

Sorovares de Salmonella estao entre os principais microrganismos causadores de
doencas veiculadas por alimentos no territrio nacional e no mundo. A cadeia produtiva
das aves, com destaque para frangos e perus, possui relacdo intrinseca com este agente,
pois, frequentemente estes animais t€m seus intestinos colonizados pela bactéria e ndo
apresentam qualquer sinal clinico, exceto quando acometidos por Salmonella Pullorum e
S. Gallinarum, que provocam a doenga nestes animais. A presenca de Salmonella em aves
sauddveis € considerada um dos principais fatores de risco para a transmissdo desta aos

humanos, j4 que esta espécie animal é considerada reservatdrio de alguns sorovares
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importantes e comumente envolvidos em infecgdes humanas (COSBY et al., 2015;
ANTUNES et al., 2016; LUO et al., 2017).

Salmonellas sao bactérias em formato de bastdo, Gram-Negativas, flageladas,
anaerobias facultativas e com tamanho que varia de 2 a 3um. Possuem capacidade de se
multiplicar em temperaturas que variam entre 8°C e 45°C, com temperaturas otimas de
crescimento a 37°C e pH que varia entre 4 a 9,5 (CHLEBICZ & SLIZEWSKA, 2018).
Historicamente, esta bactéria foi descrita pela primeira vez por Theobald Smith e Daniel
Elmer Salmon em 1885. A classificagdo deste microrganismo € definida por duas
espécies: Salmonella bongori e Salmonella entérica, sendo a segunda espécie subdividida
em seis subespécies: enterica (I), salamae (II), arizonae (Illa), diarizonae (IlIb), houtanae
(IV) e indica (VI). Existe ainda um esquema de classificacdo em sorovares chamado de
esquema Kaufmann e White. Este esquema € definido a partir da presenca de
determinantes antigé€nicos como antigeno somatico (O), antigeno flagelar (H) e antigeno
capsular (K ou Vi). O antigeno somdtico (O) é um oligossacarideo componente da
membrana externa da parede bacteriana; o antigeno flagelar, como o préprio nome
implica, esta relacionado a motilidade da bactéria e compde importante fun¢do na resposta
imune do hospedeiro. Por ultimo, porém ndo menos importante, o polissacarideo capsular
¢ mais incomum, mas encontrado na membrana celular do patégeno (LAMAS et al.,
2018).

A doenca provocada pela infec¢do deste microrganismo em humanos € conhecida
como salmonelose e € dividida em trés principais formas, sendo elas: ndo invasiva nao
tifoidal, invasiva nao tifoidal e febre tifoide. Salmonelose nao tifoidal (NTS) é definida
como proveniente de qualquer sorotipo que cause a doenca em humanos, com exce¢ao
dos sorotipos Typhi e Paratyphi A-C. Ja os sorotipos Typhi e Paratyphi A-C provocam a
febre tifoide e febre paratifoide, doengas caracterizadas por transmissao oral-fecal entre
humanos, a partir principalmente de 4gua contaminada. As NTS sdo caracterizadas por
um quadro de gastroenterite aguda e autolimitado. Os principais fatores de viruléncia
relacionados ao agente encontram-se nas ilhas de patogenicidade (SPI’s), estas localizam-
se em cromossomos € plasmideos e estdo diretamente relacionadas a capacidade de
aderéncia, invasdo, colonizagdo e replicacdo nas células do hospedeiro, assim como a
inducdo da cascata de inflamacdo (KURTZ et al., 2017; CHLEBICZ & SLIZEWSKA,
2018).

Um nimero minimo de células viaveis do patégeno deve ser ingerida para que a
doenca possa se instalar. Este nimero é conhecido como dose infectante (FOLEY et al.,

2011) variando entre 10° a 10 Unidades Formadoras de Coldnia (UFC) em pessoas
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sauddveis, porém doses menores também tem capacidade de provocar a doenca em
condic¢des especificas, como em pessoas do grupo de risco, formado por criancas, idosos
e individuos imunocomprometidos. Apesar de incomum, 5-10% dos infectados,
normalmente do grupo de risco, desenvolvem quadros de bacteremia (translocagdo
bacteriana para a corrente sanguinea), que possuem o potencial de levar ao 6bito, caso
ndo sejam tratados com antimicrobianos efetivos. Os sintomas clédssicos da enfermidade
normalmente instalam-se de 6 a 72 h apds o consumo de alimentos ou dgua contaminada
e estes incluem: ndusea, vOmitos, diarreia e dor abdominal. A gastroenterite normalmente
se resolve de 5 a 7 dias, sem necessidade de tratamento (YIN & ZHOU, 2018).

A relagdo da presenca do patégeno na cadeia produtiva das aves e a sua presenca
em carcacas de frango foi demonstrada em diversos trabalhos da literatura internacional,
dentre estes, BERRANG et al., (2017) encontraram 15% de positividade em suas 112
amostras de carcacas, jJ4 VINUEZA-BURGOS et al., (2019) relataram frequéncia de 56%
de frangos positivos, quando coletados logo apds a fase de resfriamento no abatedouro.
Outro trabalho, realizado por SHARMA et al., (2019) demonstrou a presenca deste
microrganismo em 40% de suas amostras.

No Brasil, estudos demonstraram diferentes frequéncias de Salmonella spp. em
amostras de carcacas de frango em diferentes localidades. Alguns autores como
PANZENHAGEN et al. (2016), relataram valores de aproximadamente 6,7%. Outros
trabalhos indicaram frequéncias proximas de 15% (MOREIRA et al., 2008; CARDOSO
et al., 2015). YAMATOGI et al., (2012) relataram frequéncia de 60%, apds andlise de
suas amostras. Tais diferencas entre dados nacionais e internacionais pode ser explicada
pelo amplo nimero de técnicas e métodos de coleta, além da realizagdo destas em
periodos variados e com diferentes amostras.

A contaminagdo do produto final, aparentemente inicia na fazenda, disseminando
0 agente nas vdrias etapas seguintes da cadeia produtiva. WHAGHAMARE et al., (2018),
detectaram ocorréncia de 7,4% de Salmonella spp. em amostras oriundas de aves e do
ambiente em granjas na India. A disseminagio desta contaminagio até o abatedouro
frigorifico e demais etapas, pode ser relacionada a captura das aves, transporte, contato
com aves silvestres, o ambiente e fezes de animais positivos. Estes fatores também
contribuem para o aumento do estresse animal, que pode facilitar e/ou estimular a
contaminagdo das carcacas no abatedouro (BUNCIC & JOFOS, 2012; YAMATOGTI et
al., 2016).

No abatedouro, desde a chegada das aves até a embalagem dos produtos finais,

existem vdarios pontos criticos de contaminacdo. Alguns deles sdo: depenagem,
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evisceracdo, pré-resfriamento e resfriamento. De forma geral, os processos pelos quais as
aves passam (quando realizados de forma correta) reduzem a carga de Salmonella spp.,
segundo BUNCIC & JOFOS (2012), apés a passagem das carcagas pelo processo de
escaldagem, a contagem bacteriana chega a diminuir 2 unidades logaritmicas.

Salmonella spp. sdo muito prevalentes e representam riscos a saide humana, além
de gerarem grandes prejuizos financeiros. Autores como CARRIQUE-MAS & DAVIES,
ja em 2008, afirmaram que métodos especificos e eficientes para isolamento deste agente
em alimentos sdo essenciais e que procedimentos corretos de amostragem devem ser
executados para maximizar a detec¢do do mesmo, garantindo um produto final seguro ao
consumidor.

Existem diversos métodos que podem ser utilizados para deteccao de Salmonella,
dentre eles, os mais aceitos sdo descritos e recomendados por agéncias oficiais de
seguranca alimentar, tais como US Department of Agriculture (USDA), US Food and
Drug Admnistration (FDA), Association of Official Analytical Chemist International
(AOACI) e International Organization of Standarization (ISO). Estes consistem
principalmente de técnicas convencionais de cultura microbiologica (VELUSAMY et al.,
2010; MARIA et al., 2016).

Estes procedimentos convencionais de isolamento e identificacdo de
microrganismos compreendem etapas de pré-enriquecimento, enriquecimento e
incubagdo, conduzidos em meios seletivos e diferenciais. Testes moleculares e
bioquimicos associados aos métodos supracitados sdo tradicionalmente utilizados para
detectar bactérias em alimentos. Contudo, estes sdo laboriosos e exigem um periodo de
tempo considerdvel para a deteccdo de Salmonella (5-7 dias), além de produzirem apenas
resultados qualitativos, o que € um problema para a industria (KIM et al., 2013).

J4 o método quantitativo utilizado € descrito pela ISO 6579-2:2012 e consiste de
fases de pré enriquecimento em meio nio seletivo (Agua peptonada tamponada 1%),
enriquecimento seletivo em meio semissélido de MSRV (Rappaport Vassiliadis
Medium), plaqueamento seletivo em dgar XLD (4gar de desoxicolato lisina xilose) para
identificacdo e confirmacao por métodos bioquimicos e soroldgicos para posterior calculo
de Numero mais provavel (NMP).

Técnicas como nimero mais provavel (NMP) estdo sendo utilizados atualmente
para a obtenc@o quantitativa de dados relativos a contaminagdes bacterianas. A técnica
consiste na inoculagdo de dilui¢des decimais em tubos contendo meios de crescimento e
a posterior observagao dos resultados e cdlculo do nimero estimado de bactérias presentes

em cada diluicdo, baseado em tabela padrao de NMP. Esta técnica vem sendo utilizada
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em vdarias inddstrias. A habilidade de detectar a bactéria alvo em concentracdes
extremamente baixas (abaixo de 10 a 100 NMP/g), assim como a simplicidade da técnica
sd0 suas principais vantagens, porém esta exige um periodo de incubag¢do maior que 4
dias, sendo ainda necessdria a realizacdo de procedimentos posteriores utilizando técnicas
moleculares ou bioquimicas para confirmacdo dos resultados (MARTIN et al., 2004;
SUTTON, 2010).

Devido aos pontos negativos apresentados pela técnica de NMP, relacionados
principalmente a elevada necessidade de materiais como tubos e meios, modificacdes e
associacdes desta técnica sdo realizadas. FRAVALO et al., (2003), propds alteracdes da
mesma, propiciando utilizagdo de um volume menor de amostras, materiais € mao de
obra, desenvolvendo assim, o NMP miniaturizado (mNMP).

Avancos na tecnologia e inovagdes nas dreas de estudo da microbiologia e
biologia molecular estdo oferecendo cada vez mais alternativas as técnicas convencionais.
Existe grande variedade de kits e instrumentos destinados a esse fim. Estas sdo
fundamentadas em diferentes ferramentas de deteccdo como biologia molecular,
imunoensaios, biossensores, dentre outros (VELUSAMY et al., 2010).

Outra ferramenta importante para a detec¢do de microrganismos em alimentos €
o PCR (Polymerase chain reaction). Técnicas moleculares baseadas em ensaios
utilizando PCR emergiram como uma das principais utilizadas na detec¢do de patégenos
veiculados por alimentos no século XXI (KUMAR et al., 2005; MACIOROWSKI et al.,
2005). Ao longo dos anos, a sensibilidade para deteccdo e identificagdo de Salmonella
utilizando-se o PCR vem aumentando, MYINT et al. (2006) realizaram associa¢do de um
passo extra de enriquecimento de suas amostras (tecido de aves) que propiciou a detec¢do
de Salmonella spp. em todas as amostras testadas, ao utilizar a técnica de PCR. Antes do
enriquecimento e testes moleculares, todas suas amostras haviam sido consideradas
negativas para o agente, quando técnicas convencionais haviam sido empregadas. A
utilizacdo de enriquecimento também € aconselhdvel para diferenciagdo de células mortas
e células viaveis. Os métodos convencionais de PCR baseiam-se no isolamento,
amplificacdo e quantificagdo de uma parte pequena do acido desoxirribonucleico (DNA)
dos microrganismos alvo (PESTANA et al., 2010; COCOLIN et al., 2011).

Existem diferentes variagdes desta técnica, dentre elas ha o PCR em tempo real
(qPCR). Este € conhecido como um método sensivel e especifico para quantificacdo de
populagdes bacterianas em matrizes alimentares. O qPCR, possui potencial para reduzir
tanto o tempo de deteccao de agentes, como também a mao de obra necessdria. A técnica

possui como vantagem a capacidade de quantificar o nimero de patégenos através da
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quantificacdo do DNA bacteriano em tempo real, porém como desvantagens, o preco
elevado para obten¢do do aparelho necessario para realizacao das andlises, assim como a
necessidade de pessoas treinadas para realizacdo da leitura dos resultados também devem
ser levados em consideragao (BOHAYCHUK et al., 2007; KAWASAKI et al., 2014).
Autores como KIM et al., (2017) propuseram associa¢do de diferentes técnicas
visando o aproveitamento dos pontos positivos de cada. Em seu experimento para meios
de comparacdo, foram realizadas técnicas convencionais de detec¢do como
plaqueamento, que levaram a um tempo de deteccao superior a 3 dias assim como um
limite de deteccdo alto de 1,00 log UFC/mL (quando comparada as outras técnicas
realizadas). A técnica de NMP tradicional também foi testada. Para deteccdo, esta
necessitou de tempo superior a 4 dias, com limite de deteccdo mais baixo (0,18 log
UFC/ml). Ja o qPCR demandou periodo inferior a 4 horas para detec¢do, porém com um
limite mais alto (1,26 log UFC/ml). O autor entdo prop0s a associacao dos métodos de
NMP e qPCR com um tempo de incubacdo reduzido e obteve um tempo de detec¢ao
inferior a 7 horas, com limite de detec¢dao de (0,18 log UFC/ml), conseguindo, assim,

combinar as caracteristicas vantajosas das duas técnicas.
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3. OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi padronizar uma técnica de identificagcdo e
quantificacdo a partir da unido da técnica quantitativa microbiolégica mNMP e qPCR
para a rdpida deteccdo de Salmonella spp., utilizando amostras artificialmente e

naturalmente contaminadas com o agente.

3.1 Objetivos especificos

e Testar a técnica em amostras artificialmente contaminadas

e Avaliar a qualidade da técnica em amostras naturalmente contaminada
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RESUMO

GASPAR, Bruno, M., Universidade Federal de Vigosa, Julho de 2019. Improvement
of mNMP technique associated with qPCR for quantification of Salmonella spp.
in retail poultry carcasses

Orientador: Ricardo Seiti Yamatogi. Coorientador: Luis Augusto Nero.

A Salmonelose € uma enfermidade veiculada por alimentos que provoca sintomas
relacionados principalmente ao trato gastrointestinal, como diarreias e vOmitos,
podendo também apresentar quadros de infec¢@o sistémica e até levar ao 6bito. O
microrganismo responsdvel pela doenca é Salmonella spp.. A pesquisa, identificagcdo
e quantificacdo da Salmonella spp. € de grande interesse e importancia a industria, para
garantir ao consumidor final um produto seguro. Apesar disto, os métodos de deteccao
convencionais sdo demorados e laboriosos, exigindo um periodo de 5 a 7 dias para
conclusdo, além de fornecerem apenas dados de cardter qualitativo. O presente
trabalho foi desenvolvido com o intuito de reduzir o tempo de deteccdo e fornecer
resultados quantitativos utilizando uma associacdo das técnicas de Numero Mais
Provéavel Miniaturizado (mNMP) e Real Time Polymerase Chain Reaction (QPCR). A
técnica. mNMP+gPCR foi padronizado e comparada com a técnica tradicional
(mNMP) em amostras artificialmente contaminadas, obtendo-se resultado similar e
constatando-se sua aplicabilidade e eficiéncia. Em amostras artificialmente
contaminadas, 50 carcacas de frango congelado foram adquiridos em mercados
varejistas, ao longo do segundo semestre de 2018 e primeiro semestre de 2019, e
testados pela microbiologia tradicional, quantificados pela técnica mNMP e
mNMP+qPCR. Os resultados obtidos indicaram uma frequéncia de 38% de
Salmonella spp., quando analisados os dados de ambas as técnicas aplicadas. A
microbiologia convencional foi capaz de detectar 8% de positividade, enquanto a
técnica associada de mNMP e qPCR detectou 34%. O intervalo de detec¢ao das
técnicas associadas foi de aproximadamente 36 horas e a partir destas foi possivel
quantificar a contaminagdo pelo agente. A quantificacdo das amostras positivas foi
expressa em NMP/g e variou entre 0,35 NMP/g e 59NMP/g, sendo esta quantificacdo,
um dado alarmante, que indica um grau de contaminacdo importante neste tipo de

produto.

Palavras chave: Salmonella, Quantificacdo, Identificacdo, gPCR, mNMP.
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ABSTRACT

GASPAR, Bruno, M., Universidade Federal de Vigosa, Julho de 2019. Improvement
of mNMP technique associated with qPCR for quantification of Salmonella spp.
in retail poultry carcasses

Orientador: Ricardo Seiti Yamatogi. Coorientador: Luis Augusto Nero.
Salmonellosis is a foodborne disease that causes symptoms related mainly to the
gastrointestinal tract, such as diarrhea and vomiting, and may also present systemic
infections and even lead to death. The microorganism responsible for the disease is
Salmonella spp.. This bacterium generates several outbreaks annually in various
countries, as well as major economic losses. This agent is very prevalent in the poultry
industry, as it is a naturally occurring bacterium in the gastrointestinal tract of these
animals. The research, identification and quantification of Salmonella spp. is of great
interest and importance to the industry to guarantee the end consumer a safe product.
Despite this, conventional detection methods are currently laborious and require a
period of 5-7 days to complete providing only qualitative data. The present work was
developed to reduce detection time and to produce quantitative results using a
combination of Miniaturized Most Probable Number (mMPN) and Real Time
Polymerase Chain Reaction (QPCR) techniques. After standardization of the technique
in samples artificially contaminated, the technique demonstrated its applicability in
natural occurring Salmonella spp. samples. Posteriorly, 50 frozen chicken carcasses of
5 different brands were bought from retail, during the second semester of 2018 and
first semester of 2019, processed and stocked. They were then subjected to the
traditional microbiology technique using the Bacteriological Analytical Methods
(BAM) and the association of mMPN and qPCR. The results indicated a frequency of
38% of Salmonella spp., when analyzing the combined data of both techniques
applied. Conventional microbiology was able to detect 8% of positivity, while the
associated mMPN and qPCR technique detected 34%. The detection interval of the
associated techniques was approximately 36 hours and from these it was possible to
quantify the contamination by the agent. Quantitation of positive samples was
expressed in MPN / g and ranged from 0.35 MPN / g to 59 MPN / g, and this
quantification is alarming, indicating a significant degree of contamination in this type
of product.

Keywords: Sa/monella. Quantification. Identification. gPCR. mMPN.
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1.INTRODUCAO

Alimentos sdo potenciais veiculos de diversos patégenos que podem causar
doengas e prejuizos econdmicos importantes a diversos paises. Segundo HOFFMANN
et al., (2015) estimaram, nos Estados Unidos da América, gastos aproximados de 15,5
bilhdes de dolares com doengas relacionadas ao consumo de alimentos contaminados.
Entre os principias agentes causadores de doengas, destaca-se a Salmonella, gerando
grandes prejuizos econdmicos ao redor do mundo, principalmente ligados ao
consumos de carne de frango (DANTAS et al., 2018). Segundo dados norte-
americanos, estima-se que infeccdes por este agente provoquem 1,2 milhdes de casos
ao ano, 23.000 hospitalizacdes e 450 mortes (CDC, 2019).

A doenca zoonética provocada por este microrganismo € chamada de
salmonelose e pode levar a diversos sintomas, como dores de cabega, vOmito, diarreia,
hipertermia e outros. Normalmente, a infeccdo por Salmonella causa gastroenterites
autolimitadas, no entanto, dependendo do sorovar esta infeccao pode ser sistémicas e
levar ao Obito (VAZQUEZ et al., 2014; YIN; ZHOU, 2018). Afim de controlar este
problema, métodos especificos e sensiveis para detecc¢ao, identificacdo e quantificacdo
de Salmonella spp. sdo essenciais para garantir qualidade e seguranca dos alimentos
(CARRIQUE-MAS & DAVIES, 2008; VAN ASSELT et al., 2017).

Os métodos tradicionais utilizados atualmente para detec¢do deste patégeno
consistem de etapas multiplas, delongadas e laboriosas, que demandam mao de obra
treinada e especializada, além de um periodo de 5 a 7 dias para sua conclusao,
fornecendo apenas resultados qualitativos quanto a presenca ou auséncia do patégeno
(KIM et al., 2013). Técnicas para quantificacdo sdo normalmente executadas a partir
de métodos relacionados ao Numero Mais Provdvel (NMP), previstas pela
International Organization of Standardization (ISO), porém, semelhantemente aos
métodos convencionais, também demandam tempo delongado e extensivo uso de
materiais € mao de obra.

Alternativas para deteccdo e quantificacdo deste agente podem surgir da
associacdo de técnicas ja utilizadas. Segundo KIM et al., (2017) a unido dos pontos
positivos destas, pode ser uma alternativa para promover execu¢ao mais rapida, barata
e simples. Em seu trabalho, estes autores executaram uma técnica associada de NMP
e qPCR (Real Time Polymerase Chain Reaction), reduzindo o tempo de incubacdo e

obtiveram resultados mais ripidos e sensiveis de deteccdo e quantificacdo de
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Salmonella Typhimurium em amostras artificialmente contaminadas.

Considerando as desvantagens das técnicas convencionais para detec¢do e
quantificacdo do genéro Salmonella, o presente estudo propde avaliar variacdes
metodoldgicas e associagdo das técnicas de gPCR e Numero Mais Provavel
miniaturizado (mNMP) para agilizar o processo de deteccdo do agente, bem como
gerar dados quantitativos referentes a contaminagcdo da matriz alimentar carne de

frango, ao nivel de varejo.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Teste in vitro para deteccao quantitativa de Salmonella spp.
2.1.1 Preparagdo do inéculo

Uma cepa de Salmonella Enteritidis ATCC 13076, proveniente da cole¢cdo do
Laboratério de Inspecdo de Produtos de Origem Animal do Departamento de
Veterindria da UFV (Universidade Federal de Vicosa), foi recuperada em tubo
contendo caldo de Infusdo de cérebro coracdo (BHI), incubada a 37°C por 18-24 horas
e posteriormente semeada em placa de Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) e novamente
incubada a 37°C por 18-24 horas. Colonias provenientes da placa de XLD foram
transferidas para solu¢do de cloreto de sédio a 0,85%, formando uma suspensdo
celular, esta foi mensurada em espectrofotdmetro até atingir a Densidade Optica (DO)
de 0,125, utilizando-se comprimento de onda A = 550 nanometros (nm).

A suspensao celular foi submetida a dilui¢des decimais seriadas, para obtenc¢ao
de variacOes logaritmicas até a sétima unidade. A populacdo de Salmonella presente
nas aliquotas utilizadas foi confirmada através do plaqueamento em triplicata das
diluigdes 107, 10° e 107, sendo inoculadas porgdes de 100 pL de cada diluigdo e
espalhadas em superficie com auxilio de alca de Drigalski sobre dgar XLD. Apds
incubacdo de 18-24h a 37°C destas, a populacdo média obtida foi expressa em
Unidades Formadoras de Colonia/mL (UFC/mL) e comparadas com as dilui¢des, afim

de confirmar a quantificagc@o pela absorbancia.

2.1.2 Preparacao da amostra

Carcagas de frangos inteiros congeladas, adquiridas do mercado varejista,
foram submetidas ao método microbiolégico convencional, seguindo o

Bacteriological Analytical Methods (BAM), proveniente da Food and Drug
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Administration (FDA), conforme ANDREWS et al. (2014), para confirmacdo da
auséncia de Salmonella. A partir das carcacas de frango negativas para o respectivo
agente, foram excisadas porcdes de pele e musculo das regides de cloaca, ambas as
asas, ambas as coxas e sobrecoxas, pescogo, e peito até obter-se peso de 25g, a serem

utilizados nos ensaios de contaminagao artificial.

2.2 Padronizaciao do método de Niimero Mais Provavel Miniaturizado (mNMP)
com o método rapido (mNMP+qPCR) em amostras artificialmente
contaminadas.

2.2.1 Preparo das amostras artificialmente contaminadas

As porg¢oes de 25g de frango previamente preparadas foram inoculadas com os
equivalentes a 10.000 (10™#), 1000 (10%), 100 (10) e 10 (10”7) células bacterianas de
Salmonella Enteritidis ATCC 13076, preparadas conforme item 2.1.1. Estas foram
entdo homogeneizadas 4 vezes durante 2 minutos, em quatro intervalos de 15 minutos.
ApOs este periodo, a amostra foi submetida a Técnica de Numero Mais Provavel

Miniaturizado - mNMP tradicional e ao método associado.

2.2.2 Técnica de Numero Mais Provdvel Miniaturizado - mNMP

Para a realizagdo da técnica de mNMP, baseamos o trabalho na ISO/TS 6579-
2:2012(E). A partir das amostras artificialmente contaminadas, utilizou-se um total de
25g de miisculo com pele, adicionados de 225ml de Agua Peptonada Tamponada a 1%
(APT 1%). O produto foi submetido a homogeneizagao por 3 minutos em Stomacher®
e distribuido em placa de 12 pogos. Nesta placa, cada poco da primeira fileira recebeu
uma aliquota de 2,5mL do homogeneizado, sendo o restante dos pogos preenchidos
com 2mL de APT. Trés diluicdes 1:5 subsequentes (500uL em 2000uL) foram
realizadas para posterior incubacdo por 18-24 horas a 37°C, sendo estas etapas
realizadas em triplicata e concluindo, assim, a fase de pré-enriquecimento. Foram
testadas as amostras com os 4 tipos de in6culos (10.000, 1000, 100 e 10).

Apds o periodo de incubacdo, 20uL de cada pogo foram transferidos para
placas contendo MSRV (Rappaport-Vassiliadis Semissélido) e incubados a 41,5°C por
24 horas. Além disso, aliquotas de um 1mL da solucdo pré-enrequecida de cada poco,
foram coletadas, armazenadas em microtubos de 1,5mL e congeladas a -20°C, para

realizacdo de testes moleculares posteriores (Figura 1).
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Figura 1: Organograma referente as técnicas (microbiologia convencional, mNMP e

mNMP+qPCR) e os procedimentos adotados para comparacgdo da técnica rdpida e convencional.

A partir do meio MSRYV, as amostras que apresentaram mudanga de cor azul
para branco foram consideradas tipicas para Salmonella e plaqueadas em dgar XLD.
As coldnias tipicas foram entdo testadas bioquimicamente, utilizando-se os dgares LIA
(Lysine Iron Agar) e TSI (Triple Sugar Iron Agar) confirmadas pela técnica de PCR
por meio do gene invA segundo SALEHI et al., 2005.

Os resultados obtidos a partir de cada poco (presenga ou auséncia de

Salmonella) foram analisados com a ajuda da tabela de Hoskins.

2.2.3 Associagdo das técnicas de mNMP e gPCR (método rdapido)

A partir das aliquotas de 1mL, armazenadas da fase de pré-enriquecimento
utilizado na andlise de mNMP (conforme item 2.2.2), foi realizada a técnica de Reacao

em Cadeia da Polimerase em tempo-real (QPCR) para a identificacdo do agente.

2.3 Obtencao do DNA

Para a obtencdo do DNA, 1 mL de cada um dos pogos foi centrifugado a

10.000g por 10 minutos, desprezando-se o sobrenadante. O pellet (sedimento) formado
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foi ressuspendido em 1mL de solugdo tampao de fosfato (PBS — 0,146M NaCl, 0,01M
PO.* , pH 7,2), sendo posteriormente centrifugado a 10.000g por 5 minutos. Em
seguida o sobrenadante foi novamente desprezado e o pellet ressuspendido em 0,2mL
de solugdo tampao de fosfato. As amostras foram extraidas com auxilio do Chelex
100® (BIORAD) na proporcio 1:1 em concentragio do produto a 5%. O produto foi
entdo aquecido até atingir a temperatura de 100°C por 10 minutos e entdo centrifugado
novamente a 10.000g por 10 minutos. O DNA (sobrenadante) adquirido foi

armazenado em microtubos de 1,5ml, para a realiza¢ao da qPCR.

2.3.1 Identificacdo do agente pela gPCR

Os primers descritos por MALORNY et al. (2004), (tabela 1) foram utilizados
na qPCR para quantificacdo. A PCR foi realizada com auxilio do kit GoTaq qPCR
Master Mix (Promega®), conforme as recomendacdes do fabricante, constituindo um
volume final de 20 pL de reagdo, 200nM de cada primer e 2 pL de DNA extraido. As
amostras foram colocadas no equipamento Rotor-Gene (Qiagen) de detec¢do continua
da fluorescéncia, com o seguinte programa: 94°C por 2 minutos, seguido por 45 ciclos
de 95°C por 15 segundos e 60°C por 30 segundos, com a inclusdo da curva dissociacdao
para avaliagdo da temperatura de melting obtida. Em todas as reacOes realizadas foi
utilizado controle negativo, através da substituicio da amostra por dgua ultrapura e

controle positivo, utilizando uma cepa padrao de Salmonella Enteritidis ATCC 13076.

Tabela 1: Iniciadores (MALORNY et al., 2004) utilizados na reacdo de qPCR para a identificagdo do

género Salmonella spp.

Designagdo Sequéncia Posicdo TM(2C)*
ttr-6 (Forward) CTCACCAGGAGATTACAACATGG 4287-4309 57
ttr-4 (Reverse) AGCTCAGACCAAAAGTGACCATC 4359-4381 58

*TM = Temperatura de Melting

2.4 Quantificacao de Salmonella spp. em amostras naturalmente contaminadas

2.4.1 Coleta e preparagdo das amostras

Durante o quarto bimestre de 2018 e o primeiro semestre de 2019, foram
coletados do mercado varejista um total de 50 frangos congelados de 5 marcas
diferentes. Os frangos foram descongelados lentamente overnight em refrigerador e

processados na manha seguinte. Destes, amostras de musculo e pele foram excisados
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(asas, coxas, sobrecoxas, pescoco, peito e ao redor da cloaca) e pesados até obtencao

de 25g.

2.4.2 Detecgdo e quantificacdo de Salmonella spp. utilizando-se as técnicas de

mNMP e mNMP + qPCR

As amostras naturalmente contaminadas foram previamente pesadas e
submetidas as técnicas conforme item 2.2.2 (método oficial ISO mNMP) e item 2.2.3
(método rdpido mNMP+gPCR). Conjuntamente com a técnica quantitativa, a técnica
qualitativa de deteccdo de Salmonella spp., conforme BAM (ANDREWS et al., 2014)
foi realizada e confirmada a presenca do patégeno por meio da PCR (Figura 1). Os
resultados quantitativos obtidos pela técnica tradicional e pela técnica rapida foram

comparados na tabela de Hoskins.

2.5 Analise estatistica

Os valores quantitativos (NMP/g) de ambas a técnicas testadas (mNMP e
mNMP+qPCR) foram analisados de forma descritiva. Os resultados qualitativos entre
a microbiologia convencional e a metodologia molecular (QPCR) foram expressos em
tabulacdo cruzada com auxilio do software RSTUDIO (2015). As caracteristicas do
qPCR, como sensibilidade relativa, especificidade relativa e valores preditivos dos
testes positivos e negativos, foram estimadas para avaliar a acurdcia do teste em
diagnosticar a presenca de Salmonella spp. em carcagas de frango a varejo (DOHOO

et al., 2009).

3.RESULTADOS

Inicialmente, ambas as técnicas foram testadas em amostras artificialmente
contaminadas, a fim de verificar a similaridade dos resultados. As amostras com
in6culos entre 10.000, 1.000 e 100 bactérias apresentaram resultados contiguos

conforme Figura 2, demonstrando que ambas as metodologias mantiveram a escala
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logaritmica de contaminagdo proposta. As amostras com indculos de no maximo 10

c€lulas nao foram detectadas em ambas as técnicas.

Técnica de mNMP
10.000 1.000 100 10
PEODD| (®ODO
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Figura 2: Comparagdo das técnicas de mNMP tradicional e mNMP + qPCR, para a
detecgdo de Salmonella spp. em amostras artificialmente contaminadas.

Entre as 50 carcacas de frango analisadas nas amostras naturalmente
contaminadas, encontrou-se uma frequéncia geral de 36% (n=18). Avaliando
individualmente cada técnica, a microbiologia convencional detectou de 8% (n=4) de
carcagas positivas para Salmonella, enquanto o método associado de mNMP + qPCR
propiciou a identificagdo de 34% (n=17).

Comparando a microbiologia convencional (MC) com a qPCR pode-se
observar um desempenho superior da técnica molecular, conforme dados apresentados
na Tabela 2. A MC apresentou uma sensibilidade de 17,8% em relacdo a qPCR. Esta,
quando comparada a MC, demonstrou especificidade relativa de 96,7%, além de um

valor preditivo de 75,0%, que indica a confiabilidade da comparagao.

Tabela 2: Compara¢cao da metodologia microbiolégica convencional com a qPCR por
meio de tabulacio cruzada para a determinagdo da sensibilidade, especificidade e valor
preditivo entre as duas técnicas testadas.

qPCR
Positivo Negativo Total Sensibilidade Relativa: 17,8%
Positivo 3 1 4 Especificidade Relativa: 96,7%
MC* | Negativo 14 32 46 Valor Preditivo do Teste: 75,0%
Total 17 33 50

*MC = Microbiologia Convencional
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As amostras naturalmente contaminadas apresentaram um total de 34% de
carcagas positivas para Salmonella spp. As contaminagdes por este agente, foram
divididas em 3 categorias (i, ii e iii) e expressas em NMP/g, sendo estas: categoria i
(>0,35 e <1,0 NMP/g), ii (=1,0 e < 3,0NMP/g) e iii (>3 NMP/g). Do total de 50
amostras, 33 carcagas apresentaram quantificacdo nao detectdvel e os valores foram
expressos em <0,35 NMP/g (Figura 3). No total das amostras consideradas
quantificdveis para Salmonella, 6 foram classificadas como categoria i, 9 como ii e 2
amostras como iii (Figura 3). As contaminagdes absolutas variaram entre 0,35 NMP/g
e 59 NMP/g. Tanto a deteccao de Salmonella spp., quanto a quantificacdo deste agente

nas amostras naturalmente contaminadas foi realizada em periodo inferior a 36 horas.

Quantificacéo de Salmonella spp. pela técnica
de mNMP+gPCR

= A NN W W
o o1 O o1 O O

()]

Amostras positivas por intervalo

\

<0,35 >0,35e<1,0 >1e<3 >3
Intervalos de quantificagdo NMP/g

o

Figura 3: Representacdo das 50 amostras realizadas pela técnica de mNMP+qPCR em trés categorias:
categoria i (>0,35 e <1,0 NMP/g), ii (>1,0 e < 3,0NMP/g) e iii (>3 NMP/g) e as ndo quantificaveis
(<0,35).

4. DISCUSSAO

O presente estudo constatou presenca de Salmonella spp. em 17 (34%) das 50
amostras coletadas na regido de Vicosa. Este dado, aparentemente elevado, fortalece
as informagdes presentes na literatura. Alguns estudos realizados em diversas
localidades do mundo também demonstram a presenga deste agente. Nos Estados
Unidos da América (EUA), BERRANG et al., (2017), analisaram 112 carcagas,

imediatamente apOs o processo de resfriamento, detectando aproximadamente 15%
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destas amostras positivas para o agente estudado. Ja na Coreia do Sul, CHON et al.
(2015) detectaram 9,2% das 120 amostras de carcacas em abatedouros da regidao Sul
de seu pais.

Os dados brasileiros relacionados a deteccao de Salmonella spp. em carcacas e
cortes de frango sdo bem diversificados. Autores como SANTOS et al. (2000) e
RIBEIRO et al. (2007), obtiveram resultados de deteccao semelhantes ao presente
trabalho sendo respectivamente de 32% e 39,3%, corroborando os dados deste
trabalho. No geral, outros estudos demonstraram variagdes entre 0 e 72% de detecc¢ao,
sendo que a frequéncia do patégeno varia em cada regido e localidade do pais, assim
como de acordo com os momentos das coletas, tipos de amostra e com as técnicas
utilizadas (SILVA et al., 2002; COSSI et al., 2012; YAMATOGI et al., 2012;
TRAINOTTTI et al., 2013; BRIZIO et al., 2014; CARDOSO et al., 2015; FERNANDES
et al., 2016 e PANZENHAGEN et al., 2016).

Diferentes unidades analiticas e diferentes momentos de coleta aparecem como
fatores que impactam sobre os resultados obtidos, FLETCHER (2006), constatou que
historicamente existem diferencas de incidéncia de Salmonella em carcacas de frango
do varejo quando comparados a resultados obtidos na industria. Dois fatores aparecem
como os principais relacionados a esta variagdo, localizagdo da coleta das amostras e
diluicdo das amostras. As técnicas utilizadas para deteccao deste agente em carcagas
normalmente envolvem técnicas de microbiologia convencional.

Comparativamente em nosso trabalho a microbiologia convencional
apresentou-se pouco sensivel para deteccao de Salmonella spp. em nossas amostras,
enquanto a qPCR demonstrou uma capacidade de deteccdo superior, porem com suas
limitagdes, como por exemplo o fato de ndo ser vidvel a realizacdo das andlises
diretamente da matriz alimentar, j4 que extratos como proteinas e 4cidos graxos
presentes na matriz, alteram e prejudicam a leitura e confiabilidade do qPCR
GRAZIANO et al. (2018).

A elevada contaminacdo do produto final parece ser causada por multiplos
fatores em toda cadeia produtiva. Ainda na granja, as aves apresentam contato com
um ambiente que pode propiciar a disseminacao de Salmonella spp. WAGHAMARE
et al., (2018) detectaram este micro-organismo em 7,4% das amostras provenientes de
aves e do ambiente em granjas na India. Outro estudo, realizado em 2012, por
WINDHORST et al. (2012), demonstra que alguns sorovares de Salmonella sao

capazes de gerar biofilmes no ambiente de producdo (granja), aumentando a
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prevaléncia e, consequentemente, a difusdo do agente no ambiente. Esta contaminagao
proveniente da fazenda, pode se propagar para outros animais durante alguns pontos,
como a captura e transporte destes animais ao abatedouro, além do contato destes com
fezes contaminadas. Processos relacionados ao estresse dos animais, podem também
ser fatores que facilitam ou estimulam a contaminagdo das carcagas no abatedouro
(BUNCIC & JOFOS, 2012).

Na cadeia de abate, alguns processos, como a evisceracdo, possuem o potencial
de disseminar o microrganismo, ja que este pode estar presente no intestino das aves
abatidas (COSBY et al., 2015). Porém, estudos indicam que em geral, as etapas do
abate (quando realizadas corretamente) reduzem a carga de Salmonella. A escaldagem,
processo no qual a ave € imersa em dgua quente, chega a reduzir a contamina¢do em
2 unidades logaritmicas. O resfriamento, onde a ave € imersa em dgua clorada (5 partes
por milhdo) a 5°C também desempenha papel nesta redugao (BRASIL, 1998; BUNCIC
& JOFOS, 2012; YAMATOGI et al. 2012). Contudo, quando parametros como
densidade de carcaca, temperatura da dgua, propor¢ao de cloro livre e outros ndo sdao
seguidos, estes processos podem tornar-se potencias disseminadores do agente no
abatedouro (HUANG et al., 2015).

No mercado, fatores como acondicionamento, refrigeracio e venda da carcaga
inteira ou em cortes, contribuem para diferentes resultados de detec¢dao. Em frangos
congelados, provenientes de supermercados em Trinidad Tobago, KHAN et al., (2018)
nao isolaram nenhuma amostra positiva para Salmonella, enquanto de 190 carcagas
frescas nao resfriadas, a equipe isolou o agente em 43 destas (22,6%).

A grande variacdo de detec¢cdo pode também ser relacionada a fatores como os
métodos de amostragem e as técnicas empregadas. Existem atualmente diversas
técnicas de detecgdo para Salmonella. Aquelas previstas por agéncias internacionais,
como FDA (Food and Drug Administration) e United State Department of Agriculture
(USDA) sdo principalmente compostas por técnicas de microbiologia convencional e
sdo descritas por 6rgaos como a ISO (International Organization of Standarization).
Existem ainda técnicas moleculares, imunoensaios, biosensores e outras. Estas
possuem diferentes niveis de sensibilidade e especificidade e com a emergente
necessidade de resultados rdapidos e confidveis, mais técnicas vem sendo testadas e
desenvolvidas (YOON et al., 2016).

Segundo KIM et al.,, (2017) as técnicas de microbiologia convencional

normalmente envolvem etapas longas e laboriosas, provendo apenas resultados
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qualitativos. Estas possuem limites de deteccao altos (1 log UFC/mL) e demandam
tempo superior a 3 dias para confirmacdo do agente. As técnicas de NMP possuem
limites de detec¢cdo extremamente baixos (0,18 log UFC/mL), porém, em semelhanca
as técnicas convencionais, necessitam de um longo tempo para detecgao.

Outra técnica muito utilizada e que possui aplicagdes diversas é a qPCR.
Autores como KATSURI & DRGON (2017), demonstraram sua capacidade de
detectar 55% mais resultados positivos que outras técnicas consideradas sensiveis,
como VIDAS (Vitek immunodiagnostic assay system). Além disso, esta técnica € capaz
de detectar uma tinica cépia de DNA gendmico de Salmonella com uma probabilidade
de 50%. Outra vantagem da técnica de qPCR € a quantificacdo do agente alvo.

Em um estudo, RUBIO et al., (2017) demonstraram a capacidade da técnica
em contabilizar a contaminacio, por meio da andlise dos dados de amplificacdo e
valores de Ct (cycle threshold), ligando estes ao material genético do microrganismo
estudado e, consequentemente, ao nimero de bactérias nas amostras. A qPCR € uma
importante ferramenta de detec¢do rapida de agentes potencialmente perigosos a saide
humana e animal. Neste trabalho a técnica de qPCR apresentou-se mais sensivel a
detecgao de Salmonella spp. em comparag@o a técnica convencional.

No presente estudo, a quantificacdo do patdgeno em amostras artificialmente
contaminadas apresentou similaridade a técnica microbiolégica convencional
(mNMP) quando comparada a técnica rapida. No entanto, a sensibilidade referente a
quantificagdo de Salmonella spp. das amostras naturalmente contaminadas foi melhor
através da associacao das técnicas de mNMP e qPCR. A contaminag¢ao foi determinada
em NMP/g e variou entre 0,35 e 59 NMP/g. Trabalhos semelhantes realizados
nacionalmente e internacionalmente obtiveram resultados de quantificacdo que
variaram entre <0,03 a 2.400 NMP/g (YAMATOGI et al., 2016; TRIMOULINARD
etal.,2017 e PRASERTSEE et al., 2019). Autores como SHASHIDHAR et al., (2011)
e KHAN et al., (2018), realizaram suas pesquisas com amostras de carne de frango do
varejo e seus resultados foram semelhantes ao presente trabalho, com variagdo entre
1,30 e 18 MPN/g.

Outro ponto importante encontrado no trabalho é a determinacdo de uma baixa
quantidade de Salmonella em amostras do varejo, sugerindo uma baixa quantidade do
patdgeno no produto final. A diminui¢do da quantidade do patégeno € influéncia das
diversas etapas que ocorrem na cadeia produtiva, reduzindo a carga bacteriana do

produto final. Segundo YAMATOGI et al. (2016), o nimero de microrganismos apds
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os processos industriais cai consideravelmente e a simulacdo do varejo tende a
diminuir ou estabilizar esta quantidade.

Os resultados de quantificacdo sd@o importantes para a determinacao de risco e
para tragar estratégias, visando reduzir e prevenir que perigos como a contaminagio
por este agente acontegam tanto na cadeia produtiva, quanto nas residéncias dos
consumidores (RAJAN et al., 2017).

Desta forma, trazer dados quantitativos, como realizado por este trabalho, de
forma ripida e com técnicas sensiveis sdo alternativas para obten¢ao de dados mais

seguros proporcionando uma andlise de risco confidvel e fidedigna.

5.CONCLUSOES

O presente trabalho demonstrou a capacidade, viabilidade e acuricia da
associacdo das técnicas de mNMP e gqPCR, para quantificar contaminagdes por
Salmonella spp. em carcagas de frango do varejo, além de reduzir o tempo de detec¢ado
deste agente para 36 horas. Os resultados apresentados podem ainda, prover material,
para que processos de andlise de risco possam ser realizados, promovendo melhorias

a saude publica.
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