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RESUMO

ALMEIDA, Michelle Vieira de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
novembro de 2012. Avaliagdo de sequéncias alvo e PCR em diferentes
etapas da metodologia convencional para deteccdo de Salmonella spp.
em carne bovina artificialmente contaminada. Orientador: Luis Augusto
Nero. Coorientador: Abelardo Silva Junior.

Salmonella spp. estdo entre os principais causadores de toxinfeccdes
alimentares em todo o mundo, estando associados a ingestdo de alimentos
de origem animal contaminados, como carne, ovos e leite. Os métodos
tradicionais de deteccdo de Salmonella spp. sdo laboriosos e requerem
varios dias para obtencao de resultados, o que determina a necessidade de
desenvolvimento e avaliacdo de metodologias mais sensiveis, especificas e
rapidas, como a Reacdo de Polimerizacdo em Cadeia (PCR). Neste
trabalho, foram avaliados seis pares de oligonucleotideos iniciadores para
deteccéo de Salmonella por PCR: 139/141 (que tem como alvo uma regiéo
conservada do gene invA), OMPCF/OMPCR e S18/S19 (gene ompC),
LHNS-531/RHNS-682 (gene hns), ST11/ST15 (fragmento cromossomal
randémico) e SIFBF/SIFBR (gene sifB). Diversos isolados de Salmonella
spp. e de outros micro-organismos foram utilizados na determinacdo da
eficiéncia dos oligonucleotideos. O par SIFBF/SIFBR apresentou o melhor
desempenho, com amplificacdo da regido alvo em todos os isolados de
Salmonella, e auséncia de resultados falsos positivos e bandas
inespecificas. Considerando esses resultados, os oligonucleotideos SIFBF e
SIFBR foram selecionados e utilizados no desenvolvimento de um protocolo
de PCR para deteccdo de Salmonella spp. em diferentes etapas de
enriquecimento da metodologia convencional de deteccdo, em amostras de
carne bovina artificialmente inoculadas com o patdégeno nas concentracfes
aproximadas de 10%, 10% e 10° UFC/25 g. Embora n&o tenha sido possivel a
deteccdo de Salmonella spp. nas amostras antes do enriquecimento, o
protocolo foi capaz de detectar o patégeno em todas as etapas de
enriquecimento da metodologia convencional: Agua Peptonada Tamponada
ap6s 18 h de incubacéo, caldo Soja Rappaport-Vassiliadis e caldo Miiller-
Kauffmann Tetrationato Novobiocina. Esses resultados indicam que o

protocolo proposto foi vidvel para detectar Salmonella spp. em carne bovina
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em etapas intermediarias da metodologia convencional de isolamento,
reduzindo substancialmente o tempo requerido para obtencao de resultados
finais. Estudos complementares sdo necessarios para avaliacdo do protocolo

em sistemas carneos contaminados naturalmente por Salmonella spp.



ABSTRACT

ALMEIDA, Michelle Vieira de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
november, 2012. Evaluation of target sequences and PCR in different
stages of conventional methodology for detection of Salmonella spp. in
artificially contaminated beef. Advisor: Luis Augusto Nero. Co-advisor:
Abelardo Silva Junior.

Salmonella spp. are a major cause of foodborne disease worldwide and are
associated with the ingestion of contaminated animal origin food, such as
meat, eggs and milk. Traditional methods for detection of Salmonella spp.
are laborious and require several days to obtain results; because of this, the
development and evaluation of methodologies that are more sensitive,
specific and rapid, such as the Polymerase Chain Reaction (PCR), are
needed. In this study, we evaluated six primer pairs for Salmonella detection
by PCR: 139/141 (targeting a specific region of invA gene), OMPCF/OMPCR
and S18/S19 (ompC gene), LHNS-531/RHNS-682 (hns gene), ST11/ST15
(chromosomal random fragment) and SIFBF/SIFBR (sifB gene). Several
isolates of Salmonella spp. and other microorganisms were used for
determining the efficiency of the primers. SIFBF/SIFBR primer pair presented
the best performance because it amplified the target region in all Salmonella
isolates, and didn't yield any false positives or nonspecific bands.
Considering these results, SIFBF and SIFBR primers were selected and
used to develop a PCR assay for Salmonella spp. detection at different
enrichment steps of the conventional detection method, in beef samples
artificially inoculated with this pathogen at approximate concentrations of 10*,
10% and 10° CFU/25 g. Although it was not possible to detect Salmonella spp.
in the samples before enrichment, the protocol was capable of detecting the
pathogen in all enrichment steps of the conventional methodology: Buffered
Peptone Water after 18 h incubation, Rappaport-Vassiliadis Soya Broth and
Muller-Kauffmann Tetrathionate Novobiocin Broth. These results indicate that
the proposed protocol was viable to detect Salmonella spp. in beef in
intermediate stages of the conventional isolation protocol, substantially

reducing the time required to obtain final results. Additional studies are



necessary to evaluate the proposed protocol in meat naturally contaminated

with Salmonella spp.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Caracteristicas do género Salmonella

O género Salmonella é composto por bacilos Gram negativos,
anaerébios facultativos, pertencentes a Familia Enterobacteriaceae. Sao
moveis por flagelos peritriquios, com excecao aos sorovares S. Pullorum e
S. Gallinarum. Nos testes bioquimicos, sdo positivos para citrase, lisina
descarboxilase e producao de H,S, e negativos para oxidase, urease e indol
(Downes e Ito, 2001). Geralmente n&do fermentam lactose, sacarose ou
salicina, mas fermentam glicose e outros monossacarideos, com producéo
de gas (Jay et al., 2005). A incidéncia de cepas lactose positivas € baixa,
uma vez que sua ocorréncia € esporadica e sua identificacdo nos meios
seletivos geralmente usados é dificil (Kumar et al., 2009). A faixa de pH
otima para multiplicacéo é entre 6,6 e 8,2, e valores acima de 9,0 e abaixo
de 4,0 possuem efeito bactericida. Salmonella spp. conseguem multiplicar-se
a temperaturas entre 6 e 45°C, e em meios com atividade de agua (ay)
superior a 0,94 (Jay et al., 2005).

A compreensdo da taxonomia do género Salmonella e sua
nomenclatura passaram por diversas mudancas (Agbaje et al., 2011,
Brenner et al., 2000, Grimont e Weill, 2007, Tindall et al., 2005). Atualmente,
0 género compreende duas espécies: Salmonella bongori e Salmonella
enterica. Esta Ultima é dividida em seis subespécies: S. enterica subsp.
enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. enterica
subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae e S. enterica subsp. indica.

Os sorovares de S. enterica subsp. enterica mais prevalentes sao
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designados por nomes, como S. Typhimurium, S. Enteritidis e S.
Schwarzengrund. Os sorovares restantes séo designados por suas formulas
antigénicas, resultantes da caracterizacdo dos antigenos sométicos (O),
flagelares (H) e capsulares (Vi) por sorotipagem. Essas formulas antigénicas
sdo listadas no Esquema White-Kauffmann-Le Minor, cuja atualizacdo é
responsabilidade do WHO Collaborating Center for Reference and Research
on Salmonella, no Instituto Pasteur, Paris, Franga (Grimont e Weill, 2007).
Em sua ultima atualizacdo, o numero de sorovares listados chegou a 2.610
(Guibourdenche et al., 2010).

Uma classificagdo simplificada dos sorovares de Salmonella spp.
seria a divisdo em tiféide e nao tifdide. O primeiro grupo seria composto por
S. Typhi e S. Paratyphi, agentes causadores da febre entérica. O segundo
grupo abrangeria todos 0s outros sorovares (Sanchez-Vargas et al., 2011).

Outra classificacao utilizada € a divisdo dos sorovares em trés grupos,
de acordo com sua adaptacdo a hospedeiros: () sorovares adaptados ao
homem e a primatas superiores, como S. Typhi, S. Paratyphi; (ll) sorovares
adaptados principalmente a determinados animais, como S. Dublin em
bovinos, S. Gallinarum em galinhas, S. Abortusequi em equinos e S.
Abortusovis em ovinos; (lll) e outros sorovares que ndo sdo adaptados a
hospedeiros especificos, infectando humanos e uma variedade de animais,
como S. Typhimurium e S. Enteritidis (Agbaje et al., 2011, Jay et al., 2005).

Além dessas, existem diversas outras classificacbes para o0s
sorovares do género Salmonella, baseadas principalmente em patogenia,

infeccdo e hospedeiros (Gyles et al., 2011).



Os membros do género Salmonella sdo geneticamente proximos, mas
a aquisicado e perda de elementos genéticos, como plasmideos e profagos,
levaram a evolucéo dos diferentes sorovares (Sabbagh et al., 2010).

No genoma de Salmonella spp. existem varios genes associados a
fatores de viruléncia, e muitos estdo préximos uns dos outros em grupos
chamados de llhas de Patogenicidade de Salmonella (SPIs - "Salmonella
Pathogenicity Islands"). Cerca de 21 SPIs ja foram identificadas (Sabbagh et
al., 2010). As SPIs mais estudadas e melhor caracterizadas séo a SPI-1 e
SPI-2, as quais codificam componentes dos Sistemas de Secrec¢é&o Tipo |l
(T3SS - "Type 3 Secretion System") (Haneda et al., 2009, Lopez et al.,
2012). T3SS €& um complexo multiproteico cuja funcdo € permitir a
translocacdo de proteinas efetoras do citoplasma bacteriano para o interior
da célula hospedeira (Ashida et al., 2012). Sabe-se que os T3SS séao
importantes na colonizacdo por Salmonella spp., mas a sequéncia de
eventos e as funcdes de cada efetor ainda estdo sendo elucidadas (Knodler
e Steele-Mortimer, 2003).

Salmonella enterica infecta o hospedeiro através da ingestdo de agua
ou alimento contaminado. As bactérias que sobrevivem a acidez estomacal
chegam ao lumen intestinal, onde podem infectar células intestinais. No
epitélio intestinal, os receptores das células hospedeiras interagem com
fatores de adesdo do patdgeno, incluindo lipopolissacarideos (LPS) e
fimbrias. ApO6s a adesdo, é iniciada a invasdo das células, que ocorre
através de um mecanismo codificado e regulado por genes da SPI-1, no qual
efetores bacterianos causam um rearranjo no citoesqueleto da célula

hospedeira, levando a internalizacdo do patégeno. Dentro da célula epitelial,



a bactéria permanece no interior de um compartimento fagossomal (SCV -
"Salmonella-containing vacuole") (Ibarra e Steele-Mortimer, 2009). Entre os
fatores da SPI-1 utilizados na invasao da célula epitelial estdo componentes
do T3SS, incluindo as proteinas Inv (Kaur e Jain, 2012).

ApoOs Salmonella spp. estar no interior do SCV, esses vacuolos
passam por um processo de maturagdo e migram no citoplasma da célula
hospedeira até uma regido perinuclear préxima ao complexo golgiense. Essa
localizacdo permite a captura de nutrientes através de vesiculas de
transporte endociticas e exociticas, em uma via que envolve efetores da
SPI-2, como o SifA, além de fatores da SPI-3. A replicacdo bacteriana é
entdo iniciada, tendo a presenca dos filamentos induzidos por Salmonella
(SIFs - "Salmonella-induced filaments”), que sdo extensdes
tubulovesiculares resultantes da fusdo do SCV com endossomos/lisossomos
tardios (Lépez et al., 2012) (Figura 1). A funcdo dos SIFs ainda nao foi
totalmente esclarecida, mas estudos indicam que estejam relacionados a
maturacao e estabilidade dos SCVs, e tenham importancia na viruléncia de
Salmonella spp. e sua replicacao intracelular (Knodler e Steele-Mortimer,
2003, Schroeder et al., 2011).

A epidemiologia das infec¢Bes por Salmonella spp. variam com o tipo
de Salmonella spp. envolvido. A febre entérica, causada por Salmonella
Typhi e Salmonella Paratyphi, €& exclusiva de humanos e atinge
principalmente as populacfes de paises em desenvolvimento. Em areas
endémicas, a febre entérica € mais frequente em criancas (Sanchez-Vargas

et al., 2011).



A infeccdo por Salmonella spp. ndo tiféide esta relacionada a
diferentes sindromes clinicas, incluindo gastroenterites, bacteremia, infec¢éo
endovascular e infeccado focal. Estima-se que 93,8 milhdes de casos de
gastroenterite causada por Salmonella spp. ocorram anualmente em todo o
mundo, resultando em cerca de 155 mil ébitos. Desses casos, 80,3 milhdes
estariam ligados a ingestdo de alimentos contaminados (Majowicz et al.,

2010).

Internalizacao de
Salmonella

Endossomo
precoce

Endossomo
tardio

Lisossomo

Complexo
golgiense

Nucleo

Figura 1. Esquema da biogénese dos vacuUolos contendo Salmonella (SCV).
Salmonella causa rearranjo do citoesqueleto da célula e é internalizada no SCV
precoce (1). SCV migra para perto do complexo golgiense e nucleo (2). Ocorre
fus@do do SCV com endossomos/lisossomos tardios, formagcédo do SIF e inicio da

replicacdo bacteriana (3) (Adaptado de Steele-Mortimer, 2008).



2. Importancia de Salmonella spp. em alimentos

Salmonella spp. estédo disseminadas na natureza, sendo comumente
encontradas no trato gastrointestinal de mamiferos, aves e répteis. Animais
de criacdo sdo reservatorios importantes em paises industrializados, e a
ingestdo de produtos de origem animal contaminados € considerada a
principal rota de infeccdo aos humanos (Sanchez-Vargas et al., 2011). Carne
bovina, de aves e ovos sdo veiculos comumente envolvidos nos casos de
salmonelose. Contudo, diversos outros alimentos também podem ser fonte
de contaminacéo por Salmonella spp., como leite e seus derivados, frutas,
vegetais e pescados (Carrasco et al., 2012, Jay et al.,, 2005). Para o
surgimento do quadro de salmonelose, geralmente € necessaria a ingestéao
de 107-10° células de Salmonella spp. por grama, mas doses infectantes
mais baixas também podem causar a doenca, com variacbes entre 0s
sorovares e 0 potencial patogénico da cepa envolvida (D'Aoust e Pivnick,
1976, Jay et al., 2005).

A variacao na incidéncia das toxinfec¢des alimentares entre paises se
da principalmente devido as diferentes concentracdes dos patdgenos na
carne, 0 consumo per capita de carne no pais, e 0os habitos de preparo e
consumo da populacdo (Rhoades et al., 2009). Scallan et al. (2011), em um
estudo do Centers for Disease Control and Prevention (CDC), estimam que a
cada ano, nos Estados Unidos da América (EUA), ocorra mais de um milh&o
de casos de salmonelose, 0 que corresponde a 11% das doencas de origem
alimentar. Nesse mesmo estudo, constatou-se que Salmonella sp. nao

tifoides sdo os principais agentes causadores de hospitalizacdes e 6bitos



dentre os casos de toxinfec¢des alimentares nesse pais. Jones et al. (2008)
analisaram dados de salmoneloses néo tiféides do periodo de 1996 a 2006,
provenientes do sistema de vigilancia FoodNet, e observaram que o0s
sorovares mais prevalentes nos EUA foram S. Typhimurium, S. Enteritidis, S.
Newport, S. Heidelberg e S. Javiana que, juntos, correspondem a 61% dos
isolados.

De acordo com relatério da European Food Safety Authority (EFSA,
2012), Salmonella spp. sado os principais causadores de toxinfeccdes
alimentares na Unido Européia (UE), sendo responséaveis por 30,5% dos
surtos reportados em 2010. Nesse ano, foram confirmados cerca de cem mil
casos humanos de infeccéo por Salmonella spp., e apesar dessa incidéncia,
de forma geral, ter se reduzido desde 2006, em alguns Estados Membros,
como Eslovaquia e Pol6nia, houve aumento da incidéncia de 2009 para
2010. Na UE, S. Enteritidis e S. Typhimurium sdo os sorovares mais
frequentemente isolados nos casos de salmonelose humana. S. Enteritidis €
associada principalmente a ingestdo de ovos e aves contaminadas,
enquanto S. Typhimurium também esta relacionada ao consumo de carne
suina e bovina (EFSA, 2012).

De acordo com dados da Secretaria de Vigilancia em Saude, do
Ministério da Saude, Salmonella spp. € o micro-organismo mais associado a
surtos de toxinfec¢cBes alimentares no Brasil, tendo sido identificado como
agente etioldgico em cerca de 1.660 surtos no periodo de 2000 a 2011
(Brasil, 2011). Esse numero, entretanto, € inferior ao real, uma vez que o
perfil epidemiologico das toxinfec¢des alimentares € pouco conhecido no

Brasil. Dados sobre os agentes etiol6gicos mais prevalentes, alimentos mais



frequentemente envolvidos, populacdo de maior risco e outros fatores
relacionados s6 estdo disponiveis em algumas regides (Brasil, 2010).
Tavechio et al. (2002) sorotiparam cepas de Salmonella spp. isoladas
no Estado de S&o Paulo, no anos 1996 a 2000, a partir de diferentes fontes.
Foram identificados 123 sorovares diferentes, sendo Salmonella Enteritidis o
mais prevalente em alimentos, seguido por Salmonella Hagar. A maior parte
dos 170 surtos de salmonelose estudados foi causada pela ingestdo de
maionese caseira contaminada. Welker et al. (2010) isolaram Salmonella
spp. em 35% das 223 amostras de alimentos pesquisadas em que foram
detectados micro-organismos patogénicos. Essas amostras eram sobras dos
alimentos consumidos por pessoas acometidas em surtos de toxinfeccdes
alimentares nos anos de 2006 e 2007 no Rio Grande do Sul. Costalunga e
Tondo (2002) avaliaram dados epidemiolégicos de 116 surtos de
salmonelose também no Rio Grande do Sul, ocorridos entre 1997 e 1999.
Maionese caseira foi 0 alimento mais comumente relacionado aos surtos
(42,45%), seguido por carne e derivados (16,55%). Esse resultado é
semelhante ao encontrado por Kottwitz et al. (2010), que analisaram 286
surtos causados por Salmonella spp. no Estado do Parana no periodo de
Janeiro de 1999 a Dezembro de 2008. A ingestdo de alimentos
contaminados a base de ovos foi responsavel por 45% dos surtos, enquanto
a ingestdo de carne e derivados correspondeu a 34,8%. O sorovar mais
prevalente foi S. Enteritidis, isolado em 80,6% dos alimentos contaminados.
No Brasil, a frequéncia de Salmonella spp. varia bastante nos
diferentes estudos em que produtos carneos foram analisados. Alguns

desses estudos estdo sintetizados na Tabela 1.



Tabela 1. Frequéncia de Salmonella spp. em produtos carneos em diferentes regides do

Brasil
Produtos Regiéo Frequéncia (%) Referéncia
Suinos abatidos
Estado do Mato Grosso 16,6 Silva et al., 2009
Estado do Rio Grande do Sul 55,7 Bessa et al., 2004
Estado do Rio Grande do Sul 71,6 Schwarz et al., 2009
Cortes suinos
Estado do Rio Grande do Sul 49,6 Bandeira, 2003
Pelotas - RS 80,0 Tessmann et al., 2008
Carcacas de
frango
Estado de Séo Paulo 2,5 Tessari et al., 2008
Vigosa - MG 3,3 Cossi et al., 2012
Vicosa - MG 6,6 Matias et al., 2010
Nordeste do Brasil 9,6 Duarte et al., 2009
Estado de Sao Paulo 13,3 Carvalho e Cortez, 2005
Estado de Sao Paulo 13,9 Ristori et al., 2008
Estado de Goias 19,8 Rezende et al., 2005
Estado de Séo Paulo 20,7 Cardoso et al., 2005
Campinas - SP 24,0 Vessoni, 2004
Jaboticabal - SP 32,0 Santos et al., 2000
Manaus - AM 50,0 Tirolli e Costa, 2006
Botucatu - SP 60,0 Yamatogi et al., 2012
Cortes de frango
Pelotas - RS 10,5 Bau et al., 2001
Estado de Sdo Paulo 11,4 Cardoso et al., 2005
Goiania - GO 13,2 Nunes et al., 1995
Estado de Sao Paulo 229 Carvalho e Cortez, 2005
Sul do Brasil 39,3 Ribeiro et al., 2007
Jaboticabal - SP 40,0 Carvalho e Cortez, 2003
Carcacas
bovinas
Estado de Sao Paulo 3,0 Lopes, 2011
Estado do Rio Grande do Sul 3,3 Silva, 2011
Cortes bovinos
Goiania - GO 43 Prado et al., 1998
Diamantina - MG 10,0 Almeida et al., 2010
Cortes ovinos
Recife - PE 29,2 Moura et al., 2007
Recife - PE 30,8 Fernandes et al., 2009
Embutidos
Rio de Janeiro e Niter6i -RJ 3,0 Martins et al., 2008
Cuiaba - MT 3,3 Almeida Filho e Sigarini, 2002
Jaboticabal - SP 7,5 Cortez et al., 2004




Continuacédo da Tabela 1.

Produtos

Regiéo

Frequéncia (%) Referéncia

Embutidos

Estado do Rio Grande do Sul
Estado de Séo Paulo

Porto Alegre - RS

Lages - SC

Jaboticabal - SP

11,6
16,0
24,4
27,0
28,5

Dias et al., 2008
Carvalho e Cortez, 2005
Midrmann et al., 2009
Spricigo et al., 2008
Carvalho e Cortez, 2003
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3. Metodologias de detec¢cao de Salmonella spp. em alimentos

3.1. Metodologias convencionais

A andlise microbiolégica de alimentos € fundamental na manutencgéo
da seguranca na cadeia de producdo de alimentos. Tanto Orgaos
governamentais de controle quanto empresas privadas utilizam esses
métodos analiticos no monitoramento e analise de riscos. Os metodos
convencionais podem ser acessados por todos, uma vez que a Composi¢cao
dos meios de cultura esta disponivel, as técnicas usadas sdo descritas em
detalhes suficientes para que sejam reproduzidas, e 0 material necessario
pode ser adquirido em multiplos fornecedores (Jasson et al., 2010).

Os métodos convencionais de deteccdo de Salmonella spp. consistem
basicamente nas etapas de pré-enriqguecimento, enriquecimento seletivo,
plagueamento seletivo e diferencial, testes bioquimicos e confirmacéo
sorologica. Esses meétodos geralmente demoram varios dias. A ISO
6579:2002, por exemplo, requer trés dias de trabalho para resultados
negativos e cinco dias para confirmacao de resultados positivos (ISO, 2002).
Outra limitacdo da metodologia convencional é a dificuldade em detectar
células que ndo estejam cultivaveis. Quando as condi¢cdes do meio ndo sao
favoraveis a sua sobrevivéncia, algumas bactérias tém a capacidade de
entrar em um estado fisiolégico de laténcia, no qual perdem a capacidade de
serem cultivadas, apesar de permanecerem viaveis (Viaveis Nao Cultivaveis
- VNC) (Oliver, 2005). Alguns fatores presentes nos alimentos, como

concentracdo altas de sais, temperatura ou pH baixos, escassez de
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nutrientes e presenca de antimicrobianos, podem desencadear o estado
VNC (Gupte et al.,, 2003, Rowan, 2004) . As bactérias patogénicas, como
Salmonella spp., mesmo nesse estado, podem manter seus fatores de
viruléncia, e apesar de ndo serem detectadas pelos métodos convencionais
de cultivo microbiolégico, representam um risco potencial a salude dos
consumidores (Panutdaporn et al., 2006).

O objetivo do pré-enriquecimento € a maxima recuperacdo das
células bacterianas estressadas e, nessa etapa, sdo utilizados caldos de
enriquecimento nio seletivos. A Agua Peptonada Tamponada € um meio
frequentemente empregado nos protocolos padrdes de deteccdo de
Salmonella spp., incluindo a ISO 6579:2002, mas diversos outros estao
disponiveis, como Caldo Lactosado, Caldo de Pré-enriquecimento Universal
e Caldo Nutriente (FDA, 2007, ISO, 2002, Taskila et al., 2012). No Brasil, os
protocolos oficiais de analises microbioldgicas de produtos de origem animal
estdo dispostos na Instrucdo Normativa n° 62, que indica a utilizacdo de
Solucéo Salina Peptonada Tamponada, com excecdo da analise de produtos
gordurosos, na qual deve ser adicionado o surfactante Tween 80, e nas
analises de leite em po e soro de leite em pd, no qual deve ser utilizada agua
destilada e solucdo aquosa de verde brilhante (Brasil, 2003).

A etapa subsequente é o enriquecimento seletivo, que se baseia na
utilizacdo de meios que contenham substancias que inibam a multiplicacao
de micro-organismos interferentes, principalmente outras enterobactérias e
bactérias Gram positivas (Busse, 1995). Os meios mais utilizados sdo Caldo
Soja Rappaport-Vassiliadis, Caldo Selenito Cistina, Caldo Tetrationato,

Caldo Tetrationato Verde Brilhante e Caldo Miller-Kauffmann Tetrationato
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Novobiocina. Alguns dos agentes seletivos presentes nesses meios s&o sais
biliares, acido nalidixico, verde brilhante, novobiocina, selenito de sédio e
tetrationato (Taskila et al., 2012). A temperatura de incubacdo mais elevada
também é um fator seletivo utilizado em diversos meios no isolamento de
Salmonella spp. (Harvey e Price, 1968, Harvey e Price, 1979, Kafel e Bryan,
1977, Ware, 1954). O Bacteriological Analytical Manual (BAM) preconiza a
incubacdo do Caldo Tetrationato a 43 °C para alimentos com alta carga
microbiana e 35 °C para baixa carga (FDA, 2007). J4 o caldo Rappaport-
Vassiliadis é geralmente incubado a temperaturas proximas a 42 °C,
temperatura na qual sua seletividade € maior (Busse, 1995, FDA, 2007, ISO,
2002).

Os protocolos oficiais indicam que pelo menos dois meios de cultura
seletivos sejam utilizados na etapa de enriquecimento seletivo, visando a
recuperacdo de cepas de Salmonella spp. com diferentes exigéncias para
multiplicacéo (Brasil, 2003, Busse, 1995, FDA, 2007, ISO, 2002).

Dentre os meios solidos classicos para isolamento de Salmonella spp.
estdo o Agar Salmonella-Shigella (SS), Agar Entérico de Hektoen (HE), Agar
Bismuto Sulfito (BS), Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) e agares Verde
Brilhante (Busse, 1995, King e Metzger, 1968, Leifson, 1935, Rakieten e
Rettger, 1927, Taylor, 1965, Wilson e Blair, 1927). Os meios classicos
podem gerar falsos positivos, com o desenvolvimento de colénias de
Citrobacter spp. e Proteus spp., que podem obliterar o crescimento de
colénias de Salmonella spp. (Manafi, 2000). Com o intuito de aumentar a
especificidade, foram desenvolvidos véarios outros meios, como o Agar SM-

ID (bioMérieux, Franca), Agar Rambach (Merck, Alemanha), MUCAP-test
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(Biolife, Italia), CHROMagar Salmonella (CHROMagar, Franca), Agar
Rainbow Salmonella (Biolog, EUA), Agar Cromogénico Salmonella Esterase
(PPR Diagnostics Ltd, Reino Unido), Agar Compass Salmonella (Biokar
Diagnostics, Franca), Meio Cromogénico ABC (Lab M. Ltd., Reino unido),
Meio XA, Agar NBGL e Agal XLT4 (Cooke et al., 1999, Dusch e Altwegg,
1995, Galillot et al., 1999, Miller et al., 1991, Olsson et al., 1991, Park et al.,
2012, Perry et al., 1999, Poisson, 1992, Poupart et al., 1991, Rambach,
1990).

A nao fermentacdo de lactose, producdo de H,S e motilidade séao
caracteristicas de Salmonella spp. usadas em varios meios de isolamento,
mas a existéncia de cepas que nao possuem esse perfil biogquimico
demanda a utilizagdo de pelo menos dois meios de cultura baseados na
expressdo de fendtipos diferentes na etapa de plagueamento seletivo.
Também deve ser destacado que nem todos os meios sédo efetivos no
isolamento de Salmonella Typhi e S. Paratyphi (de Boer, 1998).

Apoés o plagueamento e isolamento de coldnias tipicas de Salmonella
spp., sao feitos testes bioquimicos confirmatérios baseados na evidenciacéo
de propriedades fisiolégicas e metabdlicas dos isolados suspeitos (Brasil,
2003, 1SO, 2002). O agar Triplice Acucar Ferro (TSI) é utlizado na
verificacdo de fermentacdo de glicose, sacarose e lactose e producdo de
H,S. No Agar Lisina Ferro (LIA) é possivel observar a descarboxila¢do da L-
Lisina e a producéo de H,S. Outras caracteristicas comumente pesquisadas
sdo a producdo de indol, H,S, urease, e a presenca de citocromo oxidase,

pirrolidonil peptidase (PYRase), B-galactosidase e motilidade.
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Além dos testes bioquimicos, também sdo feitos testes de
soroaglutinacdo, que se baseiam na visualizagcdo de aglutinacdo na reacéo
antigeno-anticorpo (Brasil, 2003). S&o utlizados antissoros polivalentes
somaticos (O) e flagelares (H) (Downes e Ito, 2001). E preciso assegurar-se
de que os antissoros utilizados sdo adequados para deteccdo de todos os

sorovares de Salmonella (ISO, 2002).

3.2. Metodologias alternativas

As metodologias alternativas de deteccdo sdo desenvolvidas com o
intuito de reduzir o tempo de analise, obter resultados mais sensiveis e
especificos, melhorar o fluxo de manipulacdo de amostras e possibilitar a
automacao dos laboratorios (Jasson et al.,, 2010, Mandal et al., 2011).
Dentre essas metodologias se destacam as técnicas baseadas em acidos
nucleicos (Cheung e Kam, 2012, Harris e Griffiths, 1992).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi idealizada por Ghobind
Khorana e sua equipe no inicio da década de 70, mas nao era pratica devido
as limitacdes da época (Kleppe et al., 1971). Somente em 1983 a técnica foi
totalmente desenvolvida, por Kary Mullis e sua equipe da Cetus
Corporations, sendo aprimorada e popularizada desde entdo (Harris e
Griffiths, 1992, Mullis et al., 1986, Saiki et al., 1988, Sambrook e Russell,
2001). O procedimento de PCR consiste basicamente em trés etapas.
Primeiramente, ocorre a desnhaturacdo da fita dupla de DNA a altas
temperaturas. Depois, dois oligonucleotideos iniciadores (chamados primers

em inglés) se anelam as fitas moldes de DNA. Os primers sao

15



complementares as sequéncias que flanqueiam a regido a ser amplificada e
ndo sdo complementares entre si. Uma DNA polimerase termostavel, como
a Taq Polimerase, atua na extensédo das fitas de DNA, adicionando novos
nucleotideos. O processo se repete a cada ciclo e o numero de coépias do
DNA alvo cresce exponencialmente.

Na area de microbiologia de alimentos, a PCR é usada principalmente
na deteccdo de micro-organismos patogénicos (Harris e Griffiths, 1992).
Desde a criacao dessa técnica, dezenas de protocolos foram propostos para
a deteccao de Salmonella spp.. Dentre os primeiros desenvolvidos, estao os
trabalhos de Rahn et al. (1992), Aabo et al. (1993), e Jones et al. (1993).

Rahn et al. (1992) desenvolveram um protocolo de detecgcédo de
Salmonella spp. baseado na amplificacdo de uma regido do gene invA, que
estad envolvido na transcricdo de proteinas relacionadas a invaséo celular,
utilizando o par de primers 139/141. Nesse estudo, foram testados 630
isolados de Salmonella spp. (mais de cem sorovares diferentes) e 142
isolados de outras bactérias como controles negativos (21 géneros). O
fragmento esperado de 284 pb nao foi amplificado em duas cepas de
Salmonella Litchfield e duas de S. Senftenberg, e alguns isolados de néo-
Salmonella apresentaram produtos de amplificacdo de outros tamanhos
(bandas inespecificas).

Aabo et al. (1993) desenharam oito oligonucleotideos a partir de um
fragmento cromossomal de Salmonella spp. Apos testes de hibridizacdo, o
par de primers ST11/ST15 foi selecionado como o mais eficiente. Foram
testadas 146 cepas de Salmonella sp. (118 sorovares) e 86 cepas de outras

bactérias (21 géneros). O produto especifico de PCR formado foi de 429 pb.
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Jones et al. (1993) testaram um protocolo de PCR para deteccéo de
Salmonella spp. em ostras, e utilizaram como alvo da amplificagdo uma
regido do gene hns, que codifica uma proteina de ligacdo ao DNA. Os
primers testados, LHNS-531 e RHNS-682, resultavam em um produto de
152 pb. O DNA foi extraido de tecidos de ostras naturalmente contaminadas,
e néo foram utilizadas etapas de enriquecimento. Sanath Kumar et al. (2003)
utilizaram estes mesmos primers na deteccdo de Salmonella spp. em
amostras de peixe, camardo e améijoas. A deteccao de Salmonella spp. por
PCR se mostrou mais eficiente que a metodologia convencional, visto que
esta resultou em dois falsos negativos. A eficiéncia dos primers LHNS-531 e
RHNS-682 foi corroborada no estudo de Shabarinath et al. (2007), que
compararam seu desempenho na deteccao de Salmonella spp. em frutos do
mar com o par de primers desenhados por Rahn et al. (1992) e o descrito
por Stone et al. (1994), que amplifica uma regido do locus inv.

Kwang et al. (1996) desenvolveram um protocolo de PCR que teve
como alvo o gene ompC, que codifica proteinas estruturais de membrana
externa em Salmonella spp. e outras bactérias Gram negativas. Foram
desenhados, inicialmente, trés pares de pares de primer, mas o par S18/S19
se mostrou o0 mais eficiente, amplificando todos os 60 isolados de
Salmonella spp. (40 sorovares), e ndo amplificando os 42 isolados de outras
bactérias (24 espécies).

Malorny et al. (2003) avaliaram quatro pares de primers na deteccao
de Salmonella spp., incluindo 139/141 (Rahn et al., 1992), ST11-ST15 (Aabo
et al., 1993), e S18/S19 (Kwang et al., 1996). Além destes, também utilizou

os primers P1/P2, que tém como alvo a regido oriC, que € a origem de
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replicacdo cromossomal (Widjojoatmodijo et al., 1991). O par de primers que
apresentou maior sensibilidade e especificidade foi 0 139/141, que tem como
alvo o gene invA. As condi¢gbes de PCR desse par de primers selecionado
foram otimizadas e a utilizagdo de um Controle Interno de Amplificacéo (IAC
- "Internal Amplification Control") foi incluida.

O IAC é uma sequéncia de DNA presente em cada reacao de PCR,
gue é coamplificado simultaneamente a sequéncia alvo. Em uma reacéo de
PCR sem IAC, a auséncia de banda pode significar um resultado
verdadeiramente negativo, no qual a regido alvo ndo estd presente.
Contudo, também pode ser derivada de uma inibicdo decorrente de falhas
no termociclador, reagentes adicionados incorretamente, atividade
inadequada da DNA polimerase, ou presenca de substancias inibitorias da
matriz analisada. J& em uma PCR com IAC, se ndo houver algum tipo de
inibicdo, o controle interno serd amplificado mesmo se a regido alvo nao
estiver presente na reacao (Hoorfar et al., 2003).

Alvarez et al. (2004) também utilizaram um IAC ao desenvolverem um
protocolo multiplex para deteccdo de Salmonella spp. em amostras clinicas.
O PCR multiplex consiste na utilizacdo de mais de um par de primers na
mesma reacdo, resultando em produtos de amplificacdo de diferentes
tamanhos. Para deteccdo do género Salmonella, foram desenhados os
primers OMPCF e OMPCR, a partir do gene ompC, cuja amplificacédo resulta
em um produto de 204 pb. Também foram utilizados na reacdo multiplex
primers especificos para S. Enteritidis (304 pb), S. Typhimurium (401 pb), S.
Typhimurium sorotipos DT104 e U302 (102 pb), Salmonella sorogrupo C2

(502 pb) e Salmonella enterica subsp. enterica sor. 4,5,12:i:— (705 pb). A
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técnica teve sensibilidade de 93%, especificidade de 100% e eficiéncia de
98%.

O método convencional de PCR, apesar de mais rapido do que a
metodologia microbiolégica tradicional, ainda demanda espaco e trabalho
pos-amplificacdo, com a eletroforese em gel e analise. Para reduzir os
recursos laboratoriais demandados e diminuir a possibilidade de
contaminacgao, ensaios fluorogénicos de PCR foram desenvolvidos (Cheung
e Kam, 2012). Um exemplo é o sistema automatizado BAX PCR (Dupont
Qualicon, EUA), no qual as culturas sao adicionadas a tubos contendo os
reagentes de PCR liofilizados, incluindo DNA  Polimerase,
desoxirribonucleotideos, primers, controle interno positivo e o0 corante
fluorescente SybrGreen. Apdés a amplificacdo, o sistema automatizado
comeca a fase de deteccdo, no qual o sinal fluorescente € mensurado, e
uma curva é gerada e interpretada pelo software. O produto de amplificacdo
de cada micro-organismo alvo, como Salmonella spp., tem um perfil
especifico, permitindo sua deteccdo (Bailey e Cosby, 2003). Esse sistema
apresenta resultados similares aos obtidos pela metodologia oficial de
deteccdo de Salmonella spp. preconizada no Brasil pela Instrucdo Normativa
n° 62 (Brasil, 2003, Tomazelli et al., 2008).

Com o desenvolvimento dos ensaios fluorogénicos automatizados de
PCR, tornou-se possivel o monitoramento em tempo real das amplificacdes,
levando a quantificacdo da concentracdo de DNA inicialmente presente na
amostra. O PCR em tempo real pode ser utilizado para diversos fins,
inclusive a deteccdo e quantificacdo de patdogenos em alimentos (Postollec

et al., 2011). Diversos protocolos de PCR em tempo real foram
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desenvolvidos com esse objetivo, e entre os principais genes utilizados
como alvo de amplificagcdo desses ensaios estao invA, sipC, spaO, fimC e
himA (Malorny et al., 2009). Entre as plataformas e kits comerciais de tempo
real usados na deteccao e quantificacdo de Salmonella spp. em alimentos
estdo "Tagman Salmonella enterica Detection Kit" (Applied Biosystems,
EUA), "iQ-Check Salmonella Il Kit" (BioRad, EUA) e "LightCycler Salmonella
Detection Kit" (Roche Diagnostics GmbH, Alemanha) (Cheung e Kam, 2012).
Existem outros métodos de amplificacdo de acidos nucléicos além da
PCR, como os mecanismos isotérmicos NASBA (Nucleic Acid Sequence
Based Amplification), que amplifica sequéncias de RNA, e LAMP (Loop-
mediated isothermal amplification), que amplifica DNA (Compton, 1991,
Notomi et al.,, 2000). Essas técnicas dispensam a utlizacdo de
termocicladores e podem ser utilizadas na deteccdo de Salmonella spp. em
alimentos (Cook, 2003, Li et al., 2009, Wang et al., 2008, Ye et al., 2011).
Outras técnicas bastante utilizadas na deteccdo de Salmonella spp.
sdo as baseadas em imunoensaios, como "VIDAS Salmonella Assay"
(bioMérieux, Franca), "Tecra Unique ™ Salmonella Test" (Tecra, Australia), e
"1-2 Test for Salmonella" (Biocontrol Systems, EUA) (FDA, 2007, Keith,

1997).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral
Avaliar e comparar seis protocolos de Reacdo de Polimerizagdo em
Cadeia (PCR) para deteccéo de Salmonella spp. e testar o mais eficiente em

ensaio com carne bovina artificialmente contaminada.

Objetivos Especificos

v Selecionar um gene especifico de Salmonella spp. e a partir dele
desenhar um par de oligonucleotideos iniciadores a ser usado na
deteccédo desse patdgeno por PCR,;

v' Avaliar seis pares de oligonucleotideos iniciadores, incluindo o
desenhado neste trabalho, quanto a eficiéncia na deteccdo de
Salmonella spp., utilizando cepas de referéncia, isolados de campo
identificados previamente como Salmonella spp., e isolados obtidos
de amostras de carne bovina naturalmente contaminadas;

v' Selecionar o par de oligonucleotideos iniciadores que apresentou o
melhor desempenho e avalia-lo na deteccdo de Salmonella spp.
artificialmente inoculada em sistemas carneos, em diferentes etapas

de enriquecimento.
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ARTIGO: Avaliacédo de sequéncias alvo e PCR em diferentes etapas da
metodologia convencional para deteccdo de Salmonella spp. em carne

bovina artificialmente contaminada
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RESUMO

Salmonella spp. estdo entre os principais causadores de toxinfeccoes
alimentares em todo o mundo, sendo essencial o desenvolvimento e
avaliacdo de metodologias sensiveis, especificas e rapidas de deteccao
desse patdégeno, como a PCR. Neste trabalho, seis pares de
oligonucleotideos iniciadores foram avaliados na deteccdo de Salmonella por
PCR, sendo testados com diversos isolados de Salmonella spp. e outros
micro-organismos. O par SIFBF/SIFBR apresentou o melhor desempenho,
com amplificacdo da regido alvo em todos os isolados de Salmonella spp., e
auséncia de resultados falsos positivos e bandas inespecificas. Utilizando
este par, foi desenvolvido um protocolo de PCR para deteccdo de
Salmonella spp. em carne bovina e em diferentes etapas de enriquecimento
da metodologia convencional de deteccdo. Foram utilizadas amostras de
carne bovina artificialmente inoculadas com Salmonella sp. nas
concentracdes aproximadas de 10%, 10* e 10° UFC/ 25g. A deteccdo do
patogeno foi possivel em todas as concentracdes inoculadas, e em todas as
etapas de enriquecimento: Agua Peptonada Tamponada ap6s 18 h de
incubacdo, caldo Soja Rappaport-Vassiliadis e caldo Miuller-Kauffmann
Tetrationato Novobiocina. Nao foi possivel a deteccdo de Salmonella spp.
nas amostras sem enriquecimento. Esses resultados indicam que o
protocolo proposto é viavel na deteccdo de Salmonella spp. em carne bovina
em etapas intermediarias da metodologia convencional de isolamento,

reduzindo o tempo requerido para obtencéo de resultados finais.

Palavras chave: Salmonella; PCR; carne bovina
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1. INTRODUCAO

As bactérias do género Salmonella estdo entre os principais agentes
causadores de zoonoses em todo o mundo. Na Uni&o Européia e no Brasil,
Salmonella spp. séo os principais causadores de toxinfeccdes alimentares
(Brasil, 2011, EFSA, 2012). Nos Estados Unidos, mais de um milhdo de
casos de salmonelose ocorrem a cada ano (Scallan et al., 2011).

A carne bovina é um dos principais veiculos envolvidos em casos de
salmonelose, mas diversos outros alimentos podem ser fonte de
contaminacao por Salmonella spp., como carne de frango, ovos, leite, frutas,
vegetais e pescados (Carrasco et al., 2012, Jay et al., 2005). Dessa forma, a
deteccdo desse patdogeno em alimentos é essencial para o diagnostico de
toxinfecgbes alimentares e monitoramento da seguranca alimentar.

Os métodos convencionais de deteccdo de Salmonella spp. consistem
basicamente nas etapas de pré-enriqguecimento, enriquecimento seletivo,
plagueamento seletivo, testes bioquimicos e de soroaglutinacdo, e
geralmente demoram varios dias. As metodologias alternativas de deteccéo,
como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), sdo desenvolvidas com o
intuito de reduzir o tempo de analise, obter resultados mais sensiveis e
especificos, melhorar o fluxo de manipulacdo de amostras e possibilitar a
automacéao dos laboratorios (Jasson et al., 2010, Mandal et al., 2011).

Na area de microbiologia de alimentos, a PCR é usada principalmente
na deteccdo de micro-organismos patogénicos (Harris e Griffiths, 1992).
Apesar de ser mais especifica e sensivel, a PCR, como toda técnica, tem
suas limitacbes. Os componentes do alimento podem causar interferéncias

na reacdo de amplificagcdo, e as concentracbes do microrganismo de
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interesse podem estar abaixo do limite de deteccdo da técnica, levando a
resultados falsos negativos (Wang et al., 1997). Além disso, ndo ha distin¢ao
entre células vivas e mortas. Diversos procedimentos podem ser utilizados
para minimizar esses problemas, como a homogeneizacdo das amostras e
extracdo do DNA (Kanki et al., 2009, Li e Mustapha, 2002).

Varios protocolos de deteccdo de Salmonella spp em alimentos
utilizam o pré-enriquecimento de amostras em conjunto com a técnica de
PCR (Gouws et al., 1998, Matias et al., 2010, Myint et al., 2006, Saroj et al.,
2008, Vazquez-Novelle et al., 2005, Wang et al., 1997). O uso de uma etapa
de enriquecimento antes do PCR permite a multiplicacdo dos micro-
organismos que podem estar em baixas concentragdes no alimento,
aumentando a sensibilidade da técnica.

Apesar de existirem inumeros protocolos para deteccdo de
Salmonella spp. em alimentos, ha uma grande variacdo de limite de
deteccéo e eficiéncia. Além disso, muitos ndo utilizam um controle interno de
amplificacdo (IAC), ndo havendo garantia de que os resultados negativos
encontrados ndo sejam devido a inibicdes na PCR. Por esses motivos e pela
importancia desse patdégeno, ainda € necessario o0 desenvolvimento e
aprimoramento de metodologias de deteccdo. Este trabalho teve como
objetivo avaliar e comparar seis protocolos de PCR para deteccdo de
Salmonella spp. e testar o mais eficiente em ensaios com carne bovina

artificialmente contaminada.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Avaliacdo de oligonucleotideos iniciadores na deteccdo de Salmonella

spp. por PCR

2.1.1 Cepas bacterianas de referéncia e isolados de campo

Foram utilizados isolados de campo e cepas de referéncia de
Salmonella spp. e outras bactérias (Tabela 1). As cepas de referéncia foram
originadas das cole¢cdes American Type Culture Collection - Estados Unidos
(ATCC), Bio Manguinhos FIOCRUZ - Brasil (BM) e National Collection of
Type Cultures - Inglaterra (NCTC). Os isolados de campo foram originados
de laboratérios de pesquisa da Universidade Federal de Vigosa,
Universidade Federal do Parana - Campus Palotina, Universidade Estadual
Paulista - Campus Botucatu, e Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sdo Paulo. Esses isolados sdo provenientes de diversos
alimentos de origem animal submetidos a metodologia convencional de
deteccdo de Salmonella spp. e foram identificados por sorotipagem no
Centro de Referéncia Nacional de Enteroinfeccbes Bacterianas - FIOCRUZ,
Brasil.

As cepas de nao-Salmonella foram selecionadas devido a
proximidade filogenética com o género Salmonella ou por serem

encontradas no mesmo ambiente que este patdgeno.
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2.1.2 Condicdes de cultivo e preparo das amostras de DNA

As culturas foram recuperadas em caldo Triptona Soja (TSB), com
incubacao a 37 °C por 24 h. O DNA das amostras foi extraido utilizando-se o
kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, Madison, WI, EUA). Apés
extracdo, o DNA foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1%,
posteriormente corado com GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain (Biotium Inc.,

EUA) e observado em transluminador.
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Tabela 1. Cepas de Salmonella e ndo-Salmonella utilizadas

N° de isolados

Cepa Origem (Identificacdo)® testados

Salmonella
Abaetetuba IC 4
Abony NCTC (6017) 1
Agona IC 4
Derby IC 14
Dublin IC 8
Enteritidis ATCC (13076) 1
Give IC 15
Infantis IC 1
Mbandaka IC 7
Meleagridis IC 1
Newport IC 1
Panama IC 9
Typhi ATCC (6539, 9992V, 10749, 19214, 19430), BM (NIH-T, Panama-TY2) 7
Typhimurium ATCC (13311, 14028), IC 24
Worthington IC 1
S. enterica subsp. enterica 4,5,12:i IC 9
S. enteria subsp. enterica Cepa Rugosa IC 5
S. enterica subsp. salamae IC 3
Total de cepas de Salmonella 115

N&ao-Salmonella
Campylobacter coli ATCC (33559) 1
Campylobacter jejuni ATCC (33560) 1

?|C: Isolado de campo; NCTC: National Collection of Type Cultures; ATCC: American Type Culture Collection; BM: Bio Manguinhos FIOCRUZ
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Continuacédo da Tabela 1.

. e N° de isolados
Cepa Origem (ldentificagédo)® testados

Citrobacter freundii IC 50
Edwardsiella tarda ATCC (15947) 1
Enterobacter aerogenes IC 2
Enterobacter cloacae ATCC (23355), IC 11
Enterobacter intermedium IC 4
Escherichia coli ATCC (11229) 1
Hafnia alvei ATCC (11604) 1
Klebsiella pneumoniae ATCC (13883), IC 8
Klebsiella spp. IC 3
Listeria innocua ATCC (33090) 1
Listeria monocytogenes ATCC (15313, 19112, 19117) 3
Morganella morganii IC 1
Proteus mirabilis ATCC (29906) 1
Providencia rettgeri ATCC (29944) 1
Pseudomonas aeruginosa IC 3
Raoutella planticula ATCC (8329) 1
Serratia marcescens ATCC (14756) 1
Shigella dysenteriae ATCC (13313) 1
Staphylococcus aureus ATCC (12598, 12600, 14458, 29213) 4
Staphylococcus epidermidis ATCC (12228) 1
Staphylococcus simulans ATCC (27851) 1
Staphylococcus xylosus ATCC (29971) 1
Yersinia enterocolitica ATCC (9610) 1
Total de cepas de ndo-Salmonella 104

?|C: Isolado de campo; NCTC: National Collection of Type Cultures; ATCC: American Type Culture Collection; BM: Bio Manguinhos FIOCRUZ
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2.1.3 Oligonucleotideos iniciadores

Com excec¢do do par SIFBF/SIFBR, os oligonucleotideos iniciadores
utilizados foram publicados anteriormente e sdo comumente usados em
diversos estudos na deteccdo de Salmonella spp. Suas sequéncias, regides
alvo de amplificagéo, tamanho dos produtos de PCR e referéncias estdo na
Tabela 2.

Os oligonucleotideos SIFBF e SIFBR foram desenhados, utilizando o
programa DNAman (versdo 4.0; Lynnon Corp., Canadd), a partir da
sequéncia do gene sifB, que é um gene efetor da Ilha de Patogenicidade de
Salmonella 2 (SPI-2) relacionado a um Sistema de Secrecédo Tipo Il

(Freeman et al., 2003, Miao e Miller, 2000).

2.1.4 Eficiéncia dos protocolos de PCR

Na avaliacdo da eficiéncia dos oligonucleotideos na deteccdo de
Salmonella spp. por PCR, foi utilizado o DNA extraido das cepas listadas na
Tabela 1. Cada reacdo de PCR continha 2 yL da amostra de DNA, 12,5 uL
de GoTag® Green Master Mix (Promega, EUA), 10 uM de cada
oligonucleotideo, e agua livre de nuclease em quantidade necessaria para
completar o volume final de 25 puL. A reacdo de amplificacdo ocorreu com
uma etapa de desnaturacdo inicial, seguida de 30 ou 35 ciclos de
desnaturacdo, anelamento e extensdo, e uma etapa final de extenséo. As
temperaturas e duracdo de cada etapa variaram de acordo com o0s
oligonucleotideos utilizados (Tabela 3). Os produtos das amplificac6es foram

submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%, posteriormente corado
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com GelRed™

Nucleic Acid Gel Stain (Biotium Inc., EUA) e observado em
transiluminador UV.

Para avaliacao da eficiéncia dos protocolos de PCR, foram calculadas
as sensibilidades, especificidades, valores preditivos positivos e negativos

dos oligonucleotideos iniciadores, utilizando as seguintes férmulas (Malorny

et al., 2003a, Medronho e Perez, 2008, Tarabla, 2000):

x 100

- .
Sensibilidade (%)= 5 =1

Especificidade (%)= x 100

VN+FP

Valor Preditivo Positivo (%)= x 100

VP+FP

x 100

. N
Valor Preditivo Negativo (%) VNTEN

Onde VP (verdadeiros positivos) sdo os isolados de Salmonella spp. que
tiveram resultados positivos na PCR, VN (verdadeiros negativos) sdo os
isolados de n&o-Salmonella que tiveram resultados negativos na PCR, FP
(falsos positivos) sdo os isolados de ndo-Salmonella que tiveram resultados
positivos na PCR, e FN (falsos negativos) sdo os isolados de Salmonella

spp. que tiveram resultados negativos na PCR.
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2.1.5 Sequenciamento dos produtos de PCR

Os produtos de PCR com o par de oligonucleotideos SIFBF/SIFBR
foram purificados e sequenciados pela Macrogen Inc. (Coréia).

Os resultados do sequenciamento foram analisados através do
programa Sequencher'™ (versdo 4.1.4, Gene Codes Corp., EUA) e da
ferramenta de alinhamento BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) para
confirmacdo da amplificacdo da regido alvo do gene sifB (n° de acesso

GenBank AF236076.1).
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Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores avaliados na detec¢do de Salmonella spp.

Tamanho do

Regido alvo  Oligonucleotideos Sequéncia produto (pb) Referéncias

SifB SIFBF CCAATTACTATCGGGAGAGG 498 N° de acesso GenBank
SIFBR GATAGCGAGAGTTGTAACCG AF236076.1
OMPCF ATCGCTGACTTATGCAATCG

ompC OMPCR CGGGTTGCGTTATAGGTCTG 204 Alvarez et al. (2004)
s18 ACCGCTAACGCTCGCCTGTAT

ompC S19 AGAGGTGGACGGGTTGCTGCCGTT  1°° Kwang et al. (1996)

. 139 GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA

InvA 141 TCATCGCACCGTCAAAGGAACC 284 Rahn etal. (1992)
LHNS-531 TACCAAAGCTAAACGCGCAGCT

hns RHNS-682 TGATCAGGAAATCTTCCAGTTGC 152 Jones et al. (1993)

Fragmento ST11 AGCCAACCATTGCTAAATTGGCGCA

cromossomal  ST15 GGTAGAAATTCCCAGCGGGTACTG 429 Aabo etal. (1993)
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Tabela 3. Condi¢cbes de amplificacdo dos oligonucleotideos iniciadores utilizados

CondicGes de amplificacéo

Oligonucleotideos - - N° de ciclos
D_es_naturagao Desnaturacdo Anelamento  Extensédo E.X tensao
Inicial Final
SIFBF/SIFBR 94 °C/lmin  94°C/30s 55°C/30s 72°C/Amin  72°C/Amin 30
OMPCF/OMPCR 95 °C/2 min 95 °C/1 min 57 °C/1 min 72 °C/2 min 72 °C/5 min 30
S18/S19 95°C/Imin  95°C/30s 58 °C/30 s 72 °C/30s 72°C/Amin 30
139/141 95°C/lmin  95°C/30s 60 °C/30 s 72 °C/30s 72 °C/7T min 35
LHNS-531/RHNS-682 94 °C/3min 94 °C/30s 60 °C/30 s 72 °C/30 s 72°C/5min 30
ST11/ST15 95°C/Imin  95°C/30s 60 C°/30 s 72 °C/30 s 72°Cl/Amin 30
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2.2 Deteccao de Salmonella spp. por PCR em etapas de enriguecimento de

carne bovina artificialmente contaminada

2.2.1 Amostras de carne e inoculacao de Salmonella sp.

Amostras de carne bovina foram adquiridas no comércio local. Para
minimizar possiveis contaminacfes, as por¢des externas das pecas foram
assepticamente descartadas. De cada peca de carne, foram retiradas quatro
unidades analiticas de 25 g e acondicionadas em bolsas estéreis. Nas
bolsas, foi inoculado 1 mL de Salmonella sp. nas concentragbes 10*, 10% e
10°® UFC/mL (Tratamentos 1, 2 e 3, respectivamente). Na inoculacdo, foi
utilizada cultura de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 recuperada em
caldo TSB, incubada a 37 °C por 24 h, e submetidas a diluicdo seriada em
escala decimal em NaCl 0.85% (m/v). Ao controle negativo foi adicionado 1
mL de solucéo salina estéril (Tratamento N). Apos inoculagdo, as amostras
foram homogeneizadas manualmente e incubadas a 7 °C por 30 minutos
para absorc¢éo.

Para confirmacdo da concentracdo dos inéculos, as diluicbes da
cultura de Salmonella sp. foram semeadas em duplicata em Agar Triptona
Soja (TSA), com incubacdo a 37 °C por 24 h e posterior enumeracao das
colénias formadas (resultados finais expressos em Unidades Formadoras de
Colbnias por 25 g de carne bovina inoculada).

Esse procedimento de inoculacdo de Salmonella sp. em amostras de

carne bovina foi repetido seis vezes.
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2.2.2 Deteccao convencional de Salmonella spp.

O método convencional de detec¢cdo de Salmonella spp. utilizado foi o
padrdo ISO 6579:2002 (ISO, 2002). Foram adicionados 225 mL de Agua
Peptonada Tamponada (APT) as amostras, com incubacao a 37 °C por 18 h.
Em seguida, aliquotas de 0,1 mL foram transferidas para caldo Soja
Rappaport-Vassiliadis (RVS) e de 1 mL para caldo Miuller-Kauffmann
Tetrationato Novobiocina (MKTTn), com incubacdo a 41,5 °C e 37 °C,
respectivamente, por 24 h. Uma alcada de cada caldo foi semeada em
placas do Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD), com incubag&o a 37 °C por

24 h, e posterior observacao de col6nias tipicas de Salmonella spp.

2.2.3 Deteccao de Salmonella por PCR

Aliquotas de 1 mL foram obtidas das etapas de enriquecimento da
metodologia convencional de deteccdo de Salmonella spp.: APT antes da
incubacédo, APT apds incubacao, caldo RVS apds incubacao e caldo MKTTn
apos incubacdo. Todas as aliquotas foram submetidas ao protocolo de
extracdo de DNA descrito anteriormente.

A PCR foi feita utlizando o0s oligonucleotideos iniciadores
SIFBF/SIFBR e U1/U2 na mesma reacdo. Os oligonucleotideos Ul
(CAGCMGCCGCGGTAATWC) e U2 (CCGTCAATTCMTTTRAGTTT),
baseados em uma regido conservada do RNAr 16S, foram utilizados como
controle interno de amplificacdo (IAC), com o tamanho esperado de banda
de 408 pares de base (pb) (Border et al., 1990, Lane et al., 1985). As
condi¢cBes de amplificacdo foram as mesmas utilizadas anteriormente para o

par SIFBF/SIFBR (Tabela 3), com excecao da temperatura de anelamento,
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gue passou para 49 °C. Os produtos das amplificacdes foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 2%, posteriormente corado com GelRed™
Nucleic Acid Gel Stain (Biotium Inc., EUA) e observado em transiluminador

UVv.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Avaliacdo de oligonucleotideos na deteccdo de Salmonella spp. por
PCR

Nesta primeira etapa, algumas condicdoes de amplificacdo dos
protocolos originalmente descritos foram alteradas para otimizar as reagoes,
permitir a amplificacdo adequada das regides alvo de Salmonella spp. e
minimizar a presenca de produtos de amplificacdo inespecificos.

Os seis pares de oligonucleotideos determinaram resultados positivos
para todos os isolados de Salmonella testados. Em outros estudos, os
oligonucleotideos 139/141 nao foram capazes de detectar algumas cepas de
Salmonella Litchfield, S. Senftenberg, S. Pullorum, S. Saintpaul e S. enterica
subsp. arizonae (Malorny et al., 2003a, Moganedi et al., 2007, Rahn et al.,
1992). Malorny et al. (2003a) ndo conseguiram detectar cepas de S.
Enteritidis e S. bongori utilizando o par S18/S19, e uma cepa de S. enterica
subsp. arizonae utilizando o par ST11/ST15. Com excecao de S. Enteritidis,
gue foi detectada adequadamente em todas as PCRs, esses sorovares de
Salmonella ndo foram testados no presente estudo.

Os oligonucleotideos OMPCF/OMPCR, S18/S19, 139/141, LHNS-
531/RHNS-682 e ST11/ST15 apresentaram bandas inespecificas para
diversos isolados de Citrobacter freundii, incluindo produtos de PCR com
tamanhos semelhantes a regido alvo, considerados como resultados falsos
positivos. O par S18/S19 também teve resultado falso positivo para

Klebsiella spp..
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Gooding e Choudary (1999) observaram bandas no tamanho
esperado para Salmonella spp. em cepas de Citrobacter freundii quando
utilizando os oligonucleotideos ST11/ST15, e em cepas de Enterobacter
cloacae e Pseudomonas aeruginosa quando utilizando o par S18/S19.
Multiplas bandas inespecificas foram observadas com esses dois pares de
iniciadores em outras cepas de bactérias, como Hafnia alvei, Shigella sonnei
e Yersinia enterocolitica. Malorny et al. (2003a) encontraram resultados
similares, com bandas inespecificas para Citrobacter spp., Yersinia
enterocolitica e Klebsiella oxycotan ao utilizar o par ST11/ST15, e Proteus
vulgaris, Hafnia alvei e outras bactérias ao utilizar o par S18/S19.

No presente estudo, o par 139/141 apresentou bandas inespecificas
para isolados de Campylobacter coli, Raoutella planticula, Yersinia
enterocolitica, Proteus mirabilis e Listeria innocua, mas de peso molecular
maior e tamanho distinguivel da banda esperada de 284 pb. Outros estudos
utilizando esses mesmos iniciadores apresentaram resultados similares.
Rahn et al. (1992) observaram bandas inespecificas em diversas cepas de
ndo-Salmonella, incluindo Citrobacter freundii, Proteus mirabilis, Klebsiella
pneumoniae, Hafnia alvei, Pseudomonas sp., Escherichia coli e Enterobacter
aerogenes. Moganedi et al. (2007) obtiveram bandas inespecificas em
isolados de Citrobacter freundii, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas
aeruginosa, e Lofstrom et al. (2004) observaram resultados similares em
isolados de Citrobacter freundii, Escherichia coli, Escherichia hermanii,
Kluyvera ascorbata, Providencia rettgeri e Serratia rubidea.

A sensibilidade, especificidade e valores preditivos positivos e

negativos de cada par de oligonucleotideos estdo na Tabela 4. A
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sensibilidade expressa a capacidade da PCR de identificar corretamente as
cepas de Salmonella, a especificidade expressa a capacidade da PCR
identificar corretamente as cepas de nao-Salmonella, o valor preditivo
positivo expressa a probabilidade de um isolado com resultado positivo na
PCR ser realmente Salmonella spp. e o valor preditivo negativo expressa a
probabilidade de um isolado com resultado negativo na PCR realmente n&o
ser Salmonella spp. Como todos os isolados de Salmonella sp. foram
corretamente identificados nas PCRs com o0s seis pares de
oligonucleotideos iniciadores testados, suas sensibilidades e valores

preditivos negativos foram 100%.

Tabela 4. Indicadores de validade calculados para os oligonucleotideos

iniciadores testados

Oligonucleotideos Sensibilidade Especificidade Valor preditivo Valor preditivo

(%) (%) positivo (%) negativo (%)
SIFBF/SIFBR 100 100 100 100
OMPCF/OMPCR 100 98,08 98,29 100
S18/S19 100 96,15 96,64 100
139/141 100 95,19 95,83 100
LHNS-531/RHNS-682 100 93,27 94,26 100
ST11/ST15 100 89,42 91,27 100

O sequenciamento dos produtos de PCR dos oligonucleotideos
SIFBF/SIFBR confirmou que a regido alvo do gene sifB de Salmonella spp.
foi amplificada.

O par SIFBF/SIFBR foi 0 Unico a ndo apresentar bandas inespecificas
ou resultados falsos positivos, tendo os maiores valores de especificidade e
preditividade positiva, sendo assim considerado o par de oligonucleotideos

de melhor desempenho nesta etapa do estudo.
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3.2 Deteccao de Salmonella spp. por PCR em etapas de enriquecimento de
carne bovina artificialmente contaminada

Na Tabela 5, observam-se as frequéncias de deteccdo de Salmonella
spp. pela metodologia convencional de deteccédo e por PCR nas amostras
de carne bovina artificialmente contaminadas. A eletroforese em gel de
agarose da PCR de uma das amostras de carne € mostrada na Figura 1.
Apesar de ndo terem sido observadas bandas inespecificas quando os
oligonucleotideos SIFBF/SIFBR foram utilizados na deteccdo de culturas
puras na primeira etapa deste estudo, quando utilizado em conjunto com o
IAC em amostras de carne artificialmente contaminadas houve o
aparecimento de bandas inespecificas fracas em algumas reacdes, de

tamanhos superiores a 800 pb.

Tabela 5. Frequéncia de resultados positivos para Salmonella sp. em carne

bovina artificialmente contaminada?®

Tratamento”® Concentracdo  1SO PCR
inicial® 6579:2002 APT-0° APT-18° RVS® MKTTn®
TN 0 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6
T1 1,17 £ 0,20 6/6 0/6 6/6 6/6 6/6
T2 2,06 + 0,14 6/6 0/6 6/6 6/6 6/6
T3 3,04+0,12 6/6 0/6 6/6 6/6 6/6

4 Os dados esto representados como resultados positivos/total de repeticdes.

® TN: Controle negativo (salina estéril); T1: 10" UFC/mL; T2: 10° UFC/mL; T3: 10° UFC/mL.
¢ Média e desvio padréo (exceto para TN) em log UFC/mL de Salmonella sp. inoculada.

4 APT-O; Agua Peptonada Tamponada antes da incubac&o; APT-18: Agua Peptonada
Tamponada ap6s incubacao de 18 h.

® RVS: Caldo Soja Rappaport-Vassiliadis; MKTTn: Caldo Miller-Kauffmann Tetrationato
Novobiocina.

Os controles negativos, nos quais nao se adicionou Salmonella a
carne, tiveram resultados negativos tanto na deteccdo convencional pela

ISO 6579:2002 (ISO, 2002), quanto pela PCR, confirmando a auséncia
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prévia de Salmonella spp. nas pecas de carne utilizadas no ensaio de
inoculacgao.

Em todas as PCRs observou-se a banda de 408 pb, relativa a
amplificacdo pelos oligonucleotideos U1/U2. Esses oligonucleotideos foram
usados como IAC, conforme proposto por Border et al. (1990). O uso do IAC
permitiu descartar a possibilidade de que os resultados negativos fossem

devido a inibicdo da reacdo de amplificacdo (Hoorfar et al., 2003).

Sem inoculagao 10' UFC 102 UFC 10° UFC

RSN AL B C D AR BER G D AT B ARG ST A B C D M

-1500 pb

Figura 1. Deteccdo de Salmonella sp. por PCR em caldos de enriquecimento de
amostras de carne bovina artificialmente contaminada. As amostras de carne foram
inoculadas com Salmonella sp. nas concentracdes 10%, 10% 10°® UFC por 25 g.
Foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores SIFBF/SIFBR (498 pb) e U1/U2
(408 pb). P: Salmonella Typhimurium ATCC 14028 (Controle positivo); N: Agua
(Controle negativo); A: Agua Peptonada Tamponada antes da incubacdo; B: Agua
Peptonada Tamponada apds incubacgdo; C: Caldo Soja Rappaport-Vassiliadis; D:
Caldo Miller-Kauffmann Tetrationato Novobiocina; M: Marcador de peso molecular

de 100 pb.
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Entre as causas de inibicbes em reacdes de PCR estdo substancias
presentes nos meios usados nas etapas de enriquecimento (Rossen et al.,
1992). Hyeon et al. (2010) avaliaram o efeito inibitério dos meios de
enriguecimento APT, RVS e MKTTn em um ensaio de PCR em tempo real
para deteccao de Salmonella spp. A adicdo de APT a reacdo de PCR teve
resultado préximo ao do controle, enquanto adicdo de RVS e MKTTn teve
efeito inibitério consideravelmente maior. Na presenca de altas
concentracfes de MKTTn, a deteccdo de Salmonella sp. ndo foi possivel.
Esses achados sao similares aos de Stone et al. (1994), que néo
conseguiram detectar Salmonella spp. ao utilizar os caldos Rappaport-
Vassiliadis (RV) e Tetrationato (TT) no enriquecimento de amostras antes da
PCR. Os caldos RVS e MKTTn sado modificagbes dos caldos RV e TT,
respectivamente, tendo basicamente a mesma composi¢cédo do meio original.
O efeito inibitério encontrado nesses trabalhos pode ter sido causado pelas
substancias que tornam esses meios seletivos, como sais biliares e cloreto
de magnésio (Hyeon et al., 2010, Rossen et al., 1992, Stone et al., 1994).

No presente estudo, foi possivel a deteccdo de Salmonella spp. em
todas as concentracbes inoculadas, incluindo 10' UFC/25 g, pela
metodologia convencional (ISO, 2002) e PCR (Tabela 5). Contudo, pelo
método de PCR, a deteccdo s6 ocorreu apOs incubacdo nos meios de
enriquecimento, ndo sendo possivel a partir das amostras apenas diluidas
em APT sem incubacé&o. Esse resultado foi consistente com outros trabalhos
e mostrou a necessidade do patégeno se multiplicar durante o

enriquecimento da amostra para atingir concentracdes que possibilitem sua
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deteccdo adequada pela técnica de PCR (Gouws et al., 1998, Myint et al.,
2006).

Outras vantagens do uso de etapa de enriqguecimento combinada a
técnica de PCR € a reducao do risco de amplificacdo de DNA pertencente a
células mortas e a menor possibilidade de inibicdes da PCR devido a
diluicdo de substancias inibitérias presentes nos alimentos (Aabo et al.,
1993, Cocolin et al., 1998, Sharma e Carlson, 2000).

No protocolo de PCR desenvolvido neste trabalho, o tempo de
incubagcdo de APT avaliado foi de 18 horas, por ser o utlizado na
metodologia convencional (ISO, 2002). Em estudos futuros com este ensaio
de PCR, tempos menores de incubacdo devem ser testados, uma vez que
em outros trabalhos o periodo ideal de incubacao variou de 5 a 18 h (Croci
et al., 2004, Myint et al., 2006, Trkov et al., 1999, Yeh et al., 2002). Agarwal
et al. (2002) testaram varios alimentos e obtiveram diferentes limites de
deteccéo para diferentes tempos de incubacédo, mas sugeriram a utilizacao
de um periodo de enriquecimento de 6 h para alimentos em geral. Esse
periodo € o mesmo sugerido por Ferretti et al. (2001).

Para validacdo do protocolo de PCR proposto neste trabalho, com a
utilizacdo dos oligonucleotideos SIFBF e SIFBR na deteccédo de Salmonella
spp. em amostras de carne bovina, ainda € necessaria a realizacdo de
testes em amostras de carne naturalmente contaminadas, uma vez que
pode haver diferenca no desempenho de protocolos de PCR nesse tipo de
amostra em comparacgao a amostras artificialmente contaminadas (Candrian,

1995, Gouws et al., 1998, Waage et al.,, 1999). Também é essencial a
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realizacdo de estudos interlaboratoriais para avaliacdo da reprodutibilidade e

robustez da técnica (Hoorfar et al., 2004, Malorny et al., 2003b).
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4. CONCLUSOES

Este estudo avaliou seis pares de oligonucleotideos quanto ao
desempenho na deteccdo de Salmonella spp. por PCR. Os
oligonucleotideos SIFBF e SIFBR, desenhados a partir da sequéncia do
gene sifB, obtiveram os melhores resultados, detectando isolados de
Salmonella sp. de diferentes sorovares, e ndao amplificando isolados de
outras bactérias. Utilizando este par de oligonucleotideos, foi desenvolvido
protocolo de PCR para deteccao de Salmonella spp. em carne bovina. Este
protocolo foi testado em amostras de carne bovina artificialmente
contaminadas, nas quais foi possivel a deteccdo de Salmonella spp. apés
incubacdo em caldos de enriquecimento. O protocolo de PCR proposto se
mostrou uma ferramenta util na deteccdo de Salmonella spp. em carne e,
apos validacdo através de ensaios com amostras de carne naturalmente
contaminadas e estudos interlaboratoriais, podera ser implementado como
teste de rotina em laboratorios de analise de alimentos e industrias. Também
podera se tornar base no desenvolvimento de outras metodologias
moleculares de deteccdo de Salmonella spp., como Nested-PCR e PCR em

tempo real.
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