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RESUMO

O Brasil ocupa hoje posicdo de destaque no cenario avicola como o segundo
maior produtor e o maior exportador de carne de frango do mundo. No mercado
interno, a carne de frango € preferéncia entre os brasileiros, seja por seu valor
nutricional ou por seu pre¢o mais acessivel. Entretanto os numeros de casos de
doencas de transmissao hidrica e alimentar — DTHA ainda sdo elevados. No
Brasil, Salmonella spp. € um dos principais agentes envolvidos e a carne de
frango e 0s ovos sdo os principais veiculos. Atualmente os métodos de
diagnostico comumente utilizados para detecgdo e quantificacdo da Salmonella
ssp. sédo onerosos, demorados ou de alta complexidade de execucdo. Desta
maneira, este trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de um sistema
rapido, pratico e de baixo custo para detec¢éo e quantificacdo de Salmonella spp
em carne de frango, unindo as técnicas de Numero Mais Provavel e Amplificacéo
Isotérmica Mediada por Alcas (NMP-LAMP). Os objetivos especificos deste
trabalho foram comparar dois métodos de extracdo de DNA (fervura e beads
magnéticas), testar dois protocolos para reacdes de LAMP (“in house” e kit
colorimétrico) e por fim, comparar o NMP convencional e NMP associado a
técnica de LAMP, no qual aliquotas foram retiradas nas etapas de pré
enriguecimento e enriguecimento seletivo, a fim de realizar extracdo e, em
seguida, a técnica de LAMP. Os resultados das extracdes de DNA obtiveram
valores de Cqg semelhantes. Ja os protocolos de LAMP apresentaram resultados
idénticos. Por fim o NMP-LAMP apresentou bons resultados quando comparado
ao NMP convencional, ja que ndo houve diferenca estatista entre as técnicas,
demostrando que a unido é promissora e sugerindo que é possivel diminuir o
tempo para obtencéo de resultados. Entretanto os relatos acerca da unido das
técnicas ainda sdo escassos na literatura. Quanto aos custos, o maior valor da
técnica de LAMP pode ser compensado pelo menor tempo na obtencdo de
resultados.

Palavras-chave: Amplificagéo isotérmica, NMP-LAMP, controle microbiologico



ABSTRACT

Brazil currently stands out in the poultry sector as the second largest producer
and largest exporter of chicken meat in the world. In the domestic market, chicken
meat is a nutritional preference among Brazilians, either for its value or for its
more affordable price. Several cases of foodborne diseases are still higher. In
Brazil, Salmonella spp. is one of the main agents involved and eggs and poultry
meat are the main vehicle. Currently, the diagnostic methods commonly used for
detection and quantification of Salmonella ssp. are costly, time-consuming, or
highly complex to implement. Thus, this work aimed to develop a fast, practical,
and low-cost system for the detection and quantification of Salmonella spp in
poultry meat, combining the Most Probable Number and Loop-Mediated
Isothermal Amplification (LAMP-MPN) techniques. The specifics objectives of
this work were compared with two methods of DNA extraction (boil and magnetic
beads), test two protocols for LAMP reactions (in house and colorimetric kit), and
finally the comparison between conventional MPN and LAMP-MPN, in which
aliquots were removed in the pre-enrichment and selective enrichment stages to
perform DNA extraction, and then the LAMP technique. Both protocols of DNA
extraction obtained similar Cq values. The LAMP protocols presented the same
result. The LAMP-MPN showed good results when compared to conventional
NMP, since there was no statistic difference between the techniques,
demonstrating that the union is promissory and suggesting that it is possible to
reduce the time to obtain results. However, reports of the union of techniques are
still scarce in the literature. As for cost, the higher technical value of LAMP-MPN
can be offset by the shorter time to maintain results.

Keywords: Isothermal Amplification, MPN-LAMP, microbiological control



1. INTRODUCAO

Ha aproximadamente 12 mil anos o ser humano deu um grande passo em
seu processo evolutivo com a Revolucdo Agricola, quando passou a cultivar
plantas e domesticar animais (HARARI, 2014). Desde entéo, a intensificacao da
producdo animal cresceu juntamente com a demanda por alimentos. Na
avicultura, por exemplo, ndo foi diferente. O alto investimento tecnoldgico
permitiu atingir nimeros extraordinarios de producédo nos ultimos anos. No de
2021, no mundo todo foram produzidas 99.901 mil toneladas de carne de frango
(ABPA, 2022). Entretanto, o modelo de criagdo de aves em confinamento e a
alta densidade facilitam a instalacéo e a disseminacdo de doencas, por muitas
vezes zoonoticas, acarretando riscos a saude do consumidor, como é o caso das
doencas de origem alimentar, também conhecidas como doencas de
transmisséo hidrica e alimentar — DTHA (ZANINELLI et al., 2019; MENDONCA
et al., 2011; COLLINS et al., 2004).

As doencas de origem alimentar sdo aquelas que resultam da ingestédo de
alimentos contaminados por microrganismos patogénicos, parasitos, toxinas ou
outros agentes toxicos, como por exemplo, pesticidas (LIU, 2018). Além dos
riscos a saude, principalmente dos grupos mais vulneraveis (criancas, idosos e
imunossuprimidos), estas doencas também trazem prejuizos aos sistemas de
saude de diversos paises. A Organizacao Mundial de Saude — OMS estima que
todos os anos, 1 a cada 10 pessoas adoecem devido ao consumo de alimentos
contaminados, gerando aproximadamente 600 milhdes doentes e 420 mil mortes
no mundo todo (PIRES et al.,, 2021; WHO et al.,, 2015). Levando-se em
consideracéo o cendrio pandémico vivido nos ultimos anos, pessoas com outros
problemas de saude ou doencas, encontraram dificuldades na busca por
atendimento hospitalar, seja pelo medo de contaminacao ou pela altas taxas de
ocupacao de leitos (FARIA, 2021).

Dentre os agentes patogénicos associados as DTHA, Salmonella spp. é
protagonista de grande parte dos surtos. Acredita-se que mundialmente ela seja
responsavel por mais de 78 milhdes de casos e cerca de 28 mil mortes todos os
anos (MURREY et al.,, 2021; KIRK et al.,, 2015). A transmissdo se da

principalmente pela ingestdo de alimentos e 4gua contaminados por fezes de



animais e pelo contato com animais domésticos e com o0 ambiente em que eles
vivem (MURREY et al., 2021; HOELZER et al., 2011; BRYAN, 1978).

Dada a importancia para a saude publica, governos e industria buscam
criar programas para reduzir e até mesmo eliminar o patdégeno dos alimentos.
No Brasil, o Programa Nacional de Sanidade Avicola — PNSA (BRASIL, 2020)
traz instrugcdes normativas que abrangem diversos pontos da cadeia produtiva
de aves. Ja Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), estabelece os
padrdes microbioldgicos para alimentos na forma em que serdo ofertados para
os consumidores. Enquanto nas industrias ha os programas de autocontrole tais
como as boas praticas de fabricacdo — BPF e a analise de perigos e pontos
criticos de controle — APPCC servem como ferramentas para garantir a produgao
de alimentos seguros.

Ainda hoje se faz necessario o desenvolvimento de ferramentas
diagnésticas mais rapidas e com menor custo para o monitoramento dos
patébgenos nos diversos pontos da cadeia produtiva, visto que os métodos
convencionais demandam tempo e muitos insumos para a sua realizacao (DE
ANDRADE et al., 2021).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Panorama da avicultura brasileira

A avicultura brasileira se destaca no cenario mundial, sendo que em 2021,
mesmo com todas as adversidades causadas pela pandemia, foram produzidas
14.329 mil toneladas de carne de frango, onde 4.610 mil foram destinadas a
exportacao, o que colocou o pais como terceiro maior produtor e primeiro maior
exportador deste produto (ABPA, 2022).

A producao de frangos de corte é distribuida por todo o territério nacional,
com destaque para a regido sul, responsavel por cerca de 64% da producéo,
seguida pela regidao sudeste, com aproximadamente 17% (ABPA, 2022). Cerca
de 68% da producgéo nacional é destinada ao mercado interno (ABPA, 2022),
sendo que a carne de frango é a mais consumida pelos brasileiros. Em 2021
foram 45,56 kg por habitante, a frente das carnes bovina com 26 Kg e suina com
16,7 kg (ABPA, 2022; CONAB, 2021). Diversos fatores podem explicar esta

preferéncia, tais como seu baixo pre¢o, quando comparada aos outros tipos de
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7. Conclusao

As técnicas de extragdo por beads ou fervura e LAMP por kit colorimétrico
ou in house apresentaram resultados satisfatérios e a escolha do método a ser
utilizado dependera do niumero de amostras e recursos financeiros e materiais
disponiveis.

Os resultados do teste do NMP-LAMP foram robustos, sugerindo que é
possivel realizar a técnica em um tempo mais curto que o convencional.
Entretanto a unido destas duas técnicas ainda é pouco explorada, visto que ha
uma escassez de trabalhos abordando o tema. Em relagcéo aos custos, a técnica
de LAMP apresentou valores mais elevados quando comparados ao NMP
convencional, mas diferenca de valores para a técnica in house pode compensar

pela obtencédo de resultados em menos tempo.
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