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RESUMO

Salmonella spp. esta entre os prin-
cipais agentes causadores de doengas
de origem alimentar no mundo, repre-
sentando um sério problema para sau-
de publica, portanto, a fiscalizacdo de
alimentos deve contar com métodos
sensiveis e eficientes para deteccio
deste micro-organismo. O objetivo do
presente estudo foi realizar uma ana-
lise comparativa entre o isolamento
microbiologico convencional e Re-
acdo em Cadeia Polimerase (PCR)
para deteccdo de Salmonella spp. em
produtos carneos. Foram analisadas
22 amostras recebidas pela Agéncia
Estadual de Defesa Sanitaria Animal
e Vegetal de Mato Grosso do Sul, sen-
do duas amostras de carne in natura
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resfriada, duas de charque, duas de
mortadela, duas de salsichdo e 14
de linguiga frescal. O cultivo micro-
biologico foi realizado conforme as
normas vigentes no Brasil e para a
PCR foram utilizados 1,5mL de so-
lugdo salina peptonada tamponada
a 1% e 1,5mL dos caldos Rappaport
Vassiliadis (RSV) e Selenito Cistina
(SC) de cada amostra. No método
convencional nio foram detectadas
amostras positivas, enquanto na PCR,
das 22 amostras, 13 foram positivas
(59,1%). O caldo SC e solugao salina
permitiram melhor detec¢ao do DNA
de Salmonella spp., principalmente
para as amostras de linguiga frescal,
que apresentaram maior numero de
positivos. As duas amostras de sal-
sichdo e mortadela provenientes do
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caldo Rappaport Vassiliadis e uma
de salsichao do caldo SC tiveram o
DNA degradado, ndo sendo possi-
vel determinar se realmente estavam
contaminadas pela bactéria. Nao foi
observada correlacdo entre a data de
fabrica¢do dos produtos ¢ a data do
inicio dos testes para detecgao de Sal-
monella spp. De acordo com os resul-
tados obtidos a PCR foi superior ao
método microbioldgico convencional
para deteccdo de Salmonella spp. em
produtos carneos, apesar do protocolo
de extracdo de DNA escolhido néo ter
sido eficiente para algumas amostras
de salsichdo e mortadela.

Palavras-chave: Amostra fiscal.
Diagnostico. Linguica frescal.
Vigildncia.
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ABSTRACT

Salmonella spp. is one of the main
agents causing foodborne diseases
in the world and represents a serious
problem for public health. There-
fore, food control must have sensi-
tive and efficient methods to detect
this microorganism. The objective
of the present study was to perform
a comparative analysis between con-
ventional microbiological isolation
and PCR for the detection of Salmo-
nella spp. in meat products. Twen-
ty-two samples received from the
State Agency for Animal and Plant
Health Protection of Mato Grosso
do Sul were analyzed, two samples
of fresh meat, two of beef jerky, two
of mortadella, two of sausage and
14 of fresh sausage. Microbiological
culture was carried out according
to the Brazilian norms, and 1.5mL
of buffered peptone saline solution
at 1% and 1.5mL of the Rappaport
Vassiliadis (RVS) and Selenito Cis-
tina (SC) broths of each sample were
used for PCR. In the conventional
method, no positive samples were
detected, while for PCR, of the 22
samples, 13 were positive (59.1%).
The SC broth and saline solution al-
lowed a better detection of Salmonel-
la spp. DNA, especially for the fresh
sausage samples, which presented a
higher number of positives. The two
samples of sausage and mortadella
from the RVS and one from SC had
the DNA degraded and it was not
possible to determine if these meat
products were actually contaminated
by the bacteria. No correlation was
observed between the date of manu-
facture of the products and the start
date of the tests for Salmonella spp.
According to the results, PCR was
superior to the conventional micro-
biological method for the detection
of Salmonella spp. in meat products,
although the chosen DNA extraction
protocol was not efficient for some
samples of sausage and mortadella.

Keywords: Diagnostics. Fresh
sausage. Official sampling.
Surveillance.

INTRODUCAO

stima-se que existam mais

de 250 tipos de doengas

transmitidas por alimentos,

sendo a maioria causada por
bactérias, especialmente a Salmo-
nella spp. As infecgdes alimentares
representam um sério problema para
saude publica. Salmonella Enteritidis
¢ o segundo maior agente causador
de intoxicagdes alimentares nos Es-
tados Unidos da América, chegando
a afetar um milhdo de individuos no
pais, com 19.000 hospitalizacdes e
380 mortes por ano. Em 2015, a in-
cidéncia foi de 14,9 infec¢des con-
firmadas em laboratoério por 100.000
habitantes (CDC, 2017; AHMED et
al., 2014; CDC, 2012; OLIVEIRA
et al.,, 2010; SHINOHARA et al.,
2008).

Conforme as normas brasileiras
vigentes, Salmonella spp. deve estar
ausente em qualquer tipo de alimen-
to, ja que a maioria dos sorovares
desse género € patogénico ao homem
e apresenta variacdes na sintoma-
tologia decorrentes da variagdo no
mecanismo de patogenicidade, idade
e da resposta imune do hospedeiro
(BRASIL, 2001; SHINOHARA et
al., 2008). Ainda assim, surtos de
salmonelose sdo reportados em todo
o pais (KOTTWITZ et al., 2010;
MARCHI et al., 2011).

No Brasil as notificagbes sdo rea-
lizadas apenas em surtos que envol-
vem um maior nimero de pessoas
ou quando a duragdo dos sintomas ¢
mais longa. Conforme estudo de Oli-
veira et al. (2010), no Brasil, entre
1999 € 2008, um total de 3.984 surtos
de salmonelose foram investigados.
Destes, 23% tiveram como principal
alimento envolvido as preparagdes a
base de ovos crus e/ou mal cozidos,
17% foram causados pelo consumo
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de alimentos mistos, 12% por carnes
vermelhas, 11% por sobremesas, 9%
por agua, 7% por leite e derivados e
em 21% dos casos ndo foi possivel
identificar o alimento envolvido.

A andlise fiscal de amostras da
industria de alimentos em busca de
micro-organismos patogénicos ne-
cessita de melhorias constantes nas
técnicas e metodologias empregadas,
a fim de aumentar a sensibilidade
dos resultados e evitar novos surtos.
No Brasil a metodologia analitica
para a deteccdo de Salmonella spp.
em amostras de alimentos e agua ¢
definida por uma Instru¢do Normati-
va de 2003, que preconiza o método
microbiologico convencional como
padrdo para diagnostico (BRASIL,
2003). Esta norma padroniza as fases
de pré-enriquecimento, enriqueci-
mento seletivo, isolamento em meio
solido, selecdo de colonias suspeitas
e sorologia. O resultado ¢ considera-
do positivo quando as culturas apre-
sentam reagdes tipicas nas provas
bioquimicas e reagdo sorologica po-
sitiva frente ao anti-soro polivalente
“0”. Conforme a normativa, somen-
te as culturas que apresentarem perfil
bioquimico compativel com Salmo-
nella spp. e ndo reagirem frente ao
anti-soro polivalente “O”, ou apre-
sentarem reagdo inespecifica, devem
ser identificadas por métodos mole-
culares ou remetidas para uma Insti-
tuicdo de referéncia. Utilizando esta
metodologia, o resultado final de
uma amostra positiva pode demorar
entre cinco e dez dias para ser obtido.

O tempo gasto com o diagnos-
tico microbiolégico convencional
¢ uma das principais razoes para a
busca de novas técnicas de triagem
para a detecgdo de Salmonella spp.
em alimentos. Dentre as possiveis
metodologias a serem empregadas
destacam-se a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e técnicas imu-
noldgicas, como o ensaio imunoen-
zimatico (DICKEL et al., 2005). A
analise por PCR diminui o tempo de
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identificacdo e deteccdo do patdogeno
de dias para horas, auxiliando as ana-
lises de rotina de laboratdrios clini-
cos ¢ industriais, facilitando também
a detecgdo de organismos nao adap-
tados ao cultivo convencional (AN-
DRADE et al., 2010) e melhorando
o tempo de reacdo das autoridades
frente a um surto.

Desse modo, o presente trabalho
teve como objetivo realizar uma
analise comparativa dos resultados
obtidos no isolamento microbiologi-
co convencional com os obtidos na
reacdo em cadeia polimerase (PCR)
utilizando amostras de produtos car-
neos de analise fiscal da Agéncia Es-
tadual de Defesa Sanitaria Animal e
Vegetal de Mato Grosso do Sul.

MATERIAL E METODOS

Para determinar a presenga de
Salmonella spp. foram avaliadas 22
amostras de produtos carneos envia-
das para o Laboratorio de Diagndsti-
co de Doencas Animais e Analise de
Alimentos — LADDAN da Agéncia
Estadual de Defesa Sanitaria Ani-
mal e Vegetal de Mato Grosso do Sul
(IAGRO) no periodo de 16 de ou-
tubro de 2017 a 16 de novembro de
2017, sendo duas amostras de carne
in natura resfriada, duas amostras de
charque, duas amostras de mortade-
la, duas amostras de salsichdo e 14
de linguica frescal.

Para a analise microbiologica as
amostras foram processadas con-
forme Brasil (2003), utilizando no
pré-enriquecimento solugdo salina
peptonada tamponada a 1%, no en-
riquecimento seletivo os caldos Ra-
ppaport Vassiliadis (RVS) e Seleni-
to Cistina (SC), e no isolamento os
agares Xilose Lisina Desoxicolato
(XLD), Hektoen e Verde Brilhante
Vermelho de Fenol Lactose Sacarose
(BPLS).

Os testes moleculares de reagdo
em cadeia da polimerase (PCR) fo-
ram realizados no Laboratorio de

Biologia Molecular da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Federal de Mato Gros-
so do Sul. Para as analises foram
coletados 1,5mL da solu¢édo obtida a
partir de 25g da amostra, adicionado
de 225 mL de solugao salina pepto-
nada tamponada a 1% e 1,5 mL de
cada meio de enriquecimento seleti-
vo, Rappaport Vassiliadis e SC apods
a incubagdo. As aliquotas foram co-
letadas em duplicata em tubos tipo
Eppendorf e encaminhadas para o
Laboratorio de Biologia Molecular.

As amostras foram inicialmente
centrifugadas por 5 minutos a 10.000
x g. Ap6s descarte do sobrenadante o
sedimento foi submetido a extracdo
de DNA conforme metodologia des-
crita por Aragjo et al. (2009).

As reacdes de PCR foram realiza-
das em volume final de 25puL con-
tendo 2.5 pL de Tampao 10x, 1.5mM
de MgC1?, 10uM de cada dNTPs, 11
pmol de cada primer, 1.5U de Taq
DNA Pol e 2uL da extragdo de DNA.
Os primers utilizados foram ideali-
zados para amplificar um fragmento
de aproximadamente 900 pb do gene
fliC de bactérias do género Salmo-
nella spp. (SOUZA et al., 2018). A
termociclagem foi realizada com
uma etapa inicial de desnaturagdo a
95°C por 3 minutos, seguido por 30
ciclos de desnaturacdo a 95°C por
90 segundos, anelamento a 57°C por
30 segundos e extensdo a 72°C por
mais 90 segundos. Uma etapa final
de extensao a 72°C por 2 minutos foi
realizada. Os produtos da PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1%, e em seguida visuali-
zados sob luz UV em transilumina-
dor GelDoc XR (BioRad). Todas as
amostras negativas foram submeti-
das a quantifica¢do a 260/280 nm em
espectrofotometro.

A analise descritiva foi realizada
utilizando o software Apache Ope-
nOffice Calc 4.1.3. O teste de Spe-
arman, realizado através do softwa-
re SOFA 1.4.6., foi aplicado para
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avaliar a correlagdo do tempo decor-
rido entre a fabrica¢@o dos produtos
e o 1nicio das analises laboratoriais,
verificando a influéncia do tempo de
prateleira na positividade aos testes.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Nao foi observada correlagdo entre
a data de fabricag@o dos produtos ¢ a
data do inicio dos testes para detec-
cdo de Salmonella spp. (p = 0,7942
R de Spearman = 0,059) e, portan-
to, ndo foram observadas tendéncias
(Figura 1). O tempo médio entre a
fabricacdo e o processamento labo-
ratorial foi de cinco dias (minimo de
zero ¢ maximo de 12), com média e
mediana também de cinco dias.

Na analise microbiologica conven-
cional nao foi observado crescimento
de colodnias tipicas em nenhuma das
22 amostras, entretanto, na PCR, 13
das 22 amostras de produtos carne-
0s (59,1%) foram positivas em pelo
menos um dos meios utilizados, sen-
do que, em quatro linguicas frescais,
o resultado foi positivo em todos os
caldos, indicando que a reagdo de
PCR obteve maior sensibilidade do
que o teste microbioldgico conven-
cional. Esses resultados sdo seme-
lhantes aqueles obtidos por Dickel et
al. (2005), que realizaram uma ana-
lise comparativa entre microbiologia
convencional, ELISA e PCR para
deteccdo de Salmonella spp. em car-
ne de frango contaminada artificial-
mente, ¢ observaram uma frequéncia
de resultados positivos de 56,6% por
meio do cultivo microbioldgico, 71%
por ELISA e 75% por PCR. Entre-
tanto, conforme Maldonado (2008),
¢ importante ressaltar que para a téc-
nica da PCR nao ha necessidade que
as células sejam viaveis e cultivaveis
para a detecgdo do agente, ja que esta
técnica detecta apenas a presenca do
DNA, sendo impossivel determinar
se as c¢lulas sdo viaveis ou ndo. Isto
pode justificar o aparecimento de um
maior nimero de positivos quando
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Figura 1 - Correlagdo temporal entre a fabricag@o de alimentos carneos (n=22) e o inicio da reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) para
deteccao de Salmonella spp., utilizando como amostras o cultivo (24h) em salina peptonada tamponada a 1%, caldo Rappaport Vassiliadis,
caldo Selenito Cistina, correlacionando cada caldo isoladamente e a combinagao de dois ou dos trés caldos (p = 0,7942; R de Spearman =

0,059).
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Tabela 1 - Resultados obtidos na PCR de alimentos cérneos a partir de meios de pré-enriquecimento e enriquecimento seletivo para detecgao

de Salmonella spp.

Caldo Carne in natura Charque Mortadela Salsichao Linguica
(N=2) (N=2) (N=2) (N=2) (N=14)
Salina peptonada 0 0 0 0 9
Rappaport Vassiliadis 0 0 DNA degradado DNA degradado 5
Selenito Cistina 0 1 1 0+DNA degradado 8

comparado ao método convencional.
Outro fato que pode justificar a di-
ferenca dos resultados ¢ a alta sensi-
bilidade da PCR, que pode detectar
contamina¢des minimas. H4 ainda a
possibilidade da ocorréncia de conta-
minagdo entre as etapas da PCR, por
meio de pipetas, microtubos e outros
materiais.

Resultados diferentes foram ob-
tidos por Ahmed et al. (2014), que
analisaram, através de PCR e micro-
biologia convencional, 150 produtos
carneos, que incluiam carne bovina,
frango e peixe. Das 150 amostras, 32
(21,3%) foram positivas por cultura e
35 (23,3%) por PCR, demonstrando

uma correlagdo significativa entre os
dois métodos.

Nenhuma das amostras oriun-
das de carne in natura foi positiva
a PCR. Uma amostra de charque e
uma amostra de mortadela foram po-
sitivas, as duas obtidas de caldo SC.
No caldo RVS nao foram detectadas
amostras positivas de carne in natura
e charque. Onze das 14 amostras de
linguica frescal foram positivas em
pelo menos um dos meios testados,
sendo quatro positivas nos trés cal-
dos, trés positivas em dois caldos e
quatro positivas em apenas um caldo
(Tabela 1). Segundo Carvalho e Cor-
tez (2005), a grande manipulacao da

9%

linguica durante o preparo, aliada a
exposicao da carne a diversas fontes
de contaminagao ¢ a possivel utiliza-
cdo de carnes ja contaminadas fazem
com que o produto esteja mais pro-
picio a contaminagdo. Além disso, o
produto ¢ vendido fresco, sem passar
por nenhum tipo de tratamento.
Entre os caldos utilizados, a salina
peptonada e o Selenito Cistina per-
mitiram melhor detec¢do do DNA de
Salmonella spp., principalmente para
as amostras de linguiga frescal. Sil-
va, Fagliari e Garcia (2008) compa-
raram a eficiéncia dos caldos de enri-
quecimento seletivo Selenito Cistina,
Rappaport Vassiliadis e tetrationato
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Muller-Kauffmann no isolamento de
Salmonella Dublin em amostras de
fezes de bezerros experimentalmente
infectados. O caldo SC teve o melhor
resultado, sendo capaz de recuperar
100% das amostras, enquanto o cal-
do RSV apresentou pior desempe-
nho entre os trés. No presente estu-
do, com o caldo Selenito Cistina se
obteve os melhores resultados, com
10 amostras positivas. J& com Ra-
ppaport Vassiliadis foram detectadas
apenas cinco amostras positivas. Por
outro lado, Oliveira et al. (2002) uti-
lizaram a PCR associada ao caldo
Rappaport Vassiliadis para detec¢do
genérica de salmonela em amostras
de ambiente de aves domésticas e
detectaram 128% mais amostras po-
sitivas que a técnica microbiologica
convencional.

Ao submeter as amostras negati-
vas a quantificacdo em espectrofoto-
metro foi constatado que, dentre as
amostras de salsichdo, trés estavam
com o DNA degradado, ndo sendo
possivel sua quantificagdo. Quanto
as mortadelas, duas também apresen-
taram DNA degradado. Na reagdo de
PCR essas amostras foram negativas,
porém, ndo se pode afirmar que as
amostras ndo estavam contaminadas
pelo grupo de bactérias pesquisado.
Sabe-se que algumas substancias sdo
capazes de degradar o DNA, como
por exemplo, o formol (CARVA-
LHO, 2009). Dada essa informagao,
¢ possivel que algum ingrediente pre-
sente nesses produtos que sao mais
condimentados seja responsavel por
essa degradacdo.

Produtos carneos embutidos apre-
sentam em sua composicdo nitrito
de sodio (NaNO,) e cloreto de sodio
(NaCl). O nitrito ¢ comumente usa-
do para fixar a cor vermelha, melho-
rar o sabor e ter acdo antioxidante
na carne processada, aumentando
a vida util dos produtos. NaCl tam-
bém ¢ usado para melhorar o sabor
e como um extrator de proteinas na
carne processada. Em 2016 Gwak et

al. fizeram um estudo para avaliar o
efeito da baixa concentracao de NaCl
¢ NaNO, na inibi¢do do crescimento
de Salmonella em produtos carneos
processados associada a temperatura
de conservacdo. Foi constatado que
produtos que contenham baixas con-
centragdes de NaNO, e NaCl devem
ser armazenados abaixo de 7°C para
inibir o crescimento de Salmonella.
No entanto, se os produtos forem
conservados acima de 7°C, baixas
concentragdes de NaNO, devem ser
associadas com até 1,7% de NaCl
para inibir o crescimento das bac-
térias. A presenca destes elementos
justifica o baixo nimero de amostras
positivas para os salsichdes e morta-
delas.

CONCLUSAQ

Os resultados obtidos demonstra-
ram que o método PCR foi superior
ao método microbiologico conven-
cional para deteccdo de Salmonella
spp. em produtos carneos, apesar do
protocolo de extragdo de DNA esco-
lhido ndo ter sido eficiente para as
amostras de salsich@o e mortadela.
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TECNOLOGIA DE ULTRASSOM MELHORA PROPRIEDADES DE BEBIDAS DE

Pesquisas realizadas pelo Grupo de Estudos em Engenharia de Processos (Ge?P)
da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (Esalq/USP) empregaram a tecno-
logia de ultrassom com a proposta de obter sucos de fruto com melhor qualidade.

“Investigamos desde 2013 as diversas aplicagdes dessa tecnologia no processa-

mento de alimentos, como por exemplo para melhoria das propriedades de bebidas.
Ao utilizar o ultrassom de alta poténcia, conseguimos transmitir grande quantidade de
energia aos alimentos, promovendo alteragdes em sua estrutura, tais como o rompi-
mento de tecidos, células ou até moléculas”, explica o professor Pedro E. D. Augusto,
do departamento de Agroindustria, Alimentos e Nutri¢ao, coordenador do Ge2P.

Em um desses estudos, os pesquisadores utilizaram o ultrassom para auxiliar a
inativacdo de enzimas, proteinas naturalmente presentes na dgua de coco que causam
mudancas indesejaveis de cor e sabor. (Divisao de Comunicagdo, ago/2018)
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