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RESUMO

CORREA, I.M.O. Separagdo Imunomagnética associada a Bacteriéfago
para diagndstico de Salmonella enterica em carne de frango. Botucatu,
2015. 55p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina veterinaria e Zootecnia,

Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

Utilizou-se o meétodo de Separagdo Imunomagnética associada a
Bacteriéfago para detectar os seguintes sorovares: Salmonella Heidelberg,
Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium, em amostras de sobrecoxas
de frango contaminadas artificialmente. Para certificarmo-nos da eficiéncia do
método, comparamos esta técnica com os testes de diagnostico usuais para
este patdgeno: a analise bacteriolégica padréo, que inclui a etapa de pré-
enriquecimento, enriquecimento seletivo, realizacdo de testes bioquimicos de
triagem e sorologia, € a reagao em cadeia da polimerase (PCR). Na avaliagcao
da capacidade dos testes na detecgdo de Salmonella em carne de frango,
submetemos amostras de sobrecoxas de frango a contaminagao artificial com
5, 10 e 100 UFC/25mL de bactéria, para cada um dos sorovares listados
anteriormente, totalizando 270 analises, divididas em 90 testes para cada um
dos trés sorovares, e assim comparamos os resultados obtidos com a analise
bacteriolégica, PCR e o teste de Separagdo Imunomagnética associada a
Bacteriofago. Ao aferirmos os resultados constatamos que a Separacao
Imunomagnética associada a Bacteriofago € equiparavel ao método
bacteriologico recomendado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) e com a técnica de PCR, pois 99,6% das amostras
foram positivas ao realizarmos o teste de Separagdo Imunomagnética
associado a Bacteriéfago e apenas uma amostra de Salmonella Enteritidis foi
negativa neste ensaio, na concentragdo de 5 UFC/25mL. J& no método
bacteriolégico verificamos 95,5% de positividade, com nove amostras negativas
para S. Heidelberg, duas negativas para S. Enteritidis e duas no ensaio com S.
Typhimurium. Na técnica de PCR obtivemos 98,5% de positivos, com uma
amostra negativa para S. Enteritidis na concentragédo de 5 UFC/25mL e trés

negativas para S. Typhimurium. O tempo despendido para a realizagao de
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cada teste foi aferido e constatamos que a Separagcdo Imunomagnética
associada a Bacteriofago foi o teste mais rapido para o diagndstico de
Salmonella, pois em aproximadamente 20 horas obtivemos o resultado, ja a
bacteriologia convencional demorou 88 horas e o PCR em torno de 44 horas.
Com este estudo podemos confirmar a eficacia semelhante dos trés métodos
em relagdo a habilidade de detectar a presenga deste patdogeno, mesmo em
baixas concentracbes, em amostras de sobrecoxas de frango infectadas
artificialmente, e a superioridade da Separagdo Imunomagnética associada a

Bacteriéfago no quesito tempo de analise.

Palavras-chave: fago P22, Salmonella Heidelberg, Salmonella Typhimurium,

Salmonella Enteritidis, teste rapido.
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ABSTRACT

CORREA, [.M.O. Immunomagnectic Separation Assay associated with
Bacteriophage for Salmonella enterica diagnosis in poultry meat. Botucatu,
2015. 55p. Thesis (Ph.D.) — Faculdade de Medicina veterinaria e Zootecnia,

Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

We used the Immunomagnectic Separarion Assay associated with
Bacteriophage to detect the following serovars: Salmonella Enteritidis,
Salmonella Heidelberg and Salmonella Typhimurium, in poultry drumstick
samples artificially contaminated. We compared the efficiency of this technique
to the usual diagnostic tests for Salmonella in food samples: the standard
bacteriological analysis, which includes the step of pre-enrichment and selective
enrichment, biochemical and serological screening tests, and polymerase chain
reaction (PCR). To evaluate the tests capability of Salmonella detection poultry
meat samples were submitted to artificial contamination with 5, 10 and 100
CFU/25mL of bacteria, for each of the serovars listed above, totaling 270
analyzes divided into 90 tests for each of the three serovars, and so compare
the results obtained with the bacteriological analysis, PCR and
Immunomagnetic Separation Bacteriophage assay. We found that the
Immunomagnetic Separation Bacteriophage assay was comparable to
bacteriological method recommended by the Ministry of Agriculture, Livestock
and Supply (MAPA) and the PCR technique, because 99.6% of the samples
were positive to accomplish Immunomagnetic Separation Bacteriophage assay
and only a sample of Salmonella Enteritidis was negative in this test, in the
concentration of 5 CFU/25mL. The bacteriological method check 95.5%
positivity, with nine samples negative for S. Heidelberg, two negative for S.
Enteritidis and two in the test with S. Typhimurium. In PCR 98.5% positives
samples were obtained, with one S. Enteritidis negative sample in the
concentration of 5 CFU/25ml and three negative samples for S. Typhimurium.
The time for performing each test was measured and the Immunomagnetic
Separation Bacteriophage assay was the most rapid test for Salmonella

diagnosis, since 20 hours, the conventional bacteriological took 88h and PCR
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44h approximately. In this study we confirm the effectiveness of the three
methods similar with respect to the ability to detect the presence of the

pathogen, even in low concentrations in poultry drumsticks samples artificially
infected.

Key words: phage P22, Salmonella Heidelberg, Salmonella Typhimurium,
Salmonella Enteritidis, rapid methods.



1 INTRODUGAO

A salmonelose aviaria € um termo que abrange grupos de doengas que
podem ser causadas por qualquer bactéria do género Salmonella. O agente da
pulorose, Salmonella Pullorum, e do tifo aviario, Salmonella Gallinarum, s&o
classificados como hospedeiros especificos das aves e podem acarretar
grandes perdas para a avicultura, mas devido a eficiéncia dos programas de
biosseguridade adotados essas sao doengas controladas, ou erradicadas, em
muitos paises. Outros sorovares de Salmonella com potencial para causarem
problemas para as aves, ou coloniza-las, sdo os causadores do paratifo aviario,
estes sorovares estdo presentes na cadeia avicola e ocorrem em diferentes
tipos de criagdo no mundo inteiro. O sorovar Enteritidis, assim como
Typhimurium, Heidelberg, Agona, Anatum, Hadar, Cubana e Senftenberg séo
comumente isolados de aves. Devido a capacidade de colonizagdo do trato
intestinal das aves sem causar sinais clinicos, os membros do grupo paratifico
oferecem riscos a saude publica uma vez que aumentam a contaminagao da
carcaca e ovos (ANDREATTI FILHO, 2007).

Infecgbes por bactérias do género Salmonella sdo causadoras de uma
ampla gama de doencgas agudas e crénicas em aves. Estas doencgas acarretam
perdas econdmicas significativas para a grande maioria dos paises, pois
demandam dispendiosos investimentos em testes diagnodsticos e medidas de
controle e prevencao. Os plantéis de aves infectadas estdo entre os principais
reservatorios deste patdgeno para o ser humano, através da transmissao pela
cadeia alimentar por carne de frango e ovos contaminados. Este fato deve-se a
elevada prevaléncia de infeccdo por Salmonella nas aves domésticas, ao
crescente numero de frangos e perus criados comercialmente e também aos
extensivos programas de identificagdo de produtos avicolas e plantéis
infectados (GAST, 2008).

A analise de 2.679 carcacas congeladas, provenientes de 15 capitais
brasileiras, representativas de todas as cinco regides geograficas do pais,
revelou a prevaléncia de 2,7% de amostras positivas para Salmonella spp., e

destas 50,6% foram coletadas no estado de S&o Paulo. Os sorovares de maior



ocorréncia foram S. Enteritidis, S. Infantis, S. Typhimurium e S. Heidelberg
(MEDEIROS et al., 2011). Um dos principais desafios para a cadeia avicola
consiste no diagnostico deste patdgeno, especialmente no quesito tempo de
analise. O processo convencional para detec¢cdo de Salmonela spp. em
amostras de alimentos €& composto pelas seguintes etapas: pré-
enriquecimento, enriquecimento seletivo, plaqueamento em meio sdlido,
reagdes bioquimicas e sorolégicas. Desta forma o diagndstico final pode
demorar até cinco dias para sua conclusao (CUDJOE, 1999).

Uma alternativa a metodologia convencional de isolamento de
Salmonella spp. é a utilizacdo de bacteriéfagos, pois os fagos apresentam a
capacidade de infectar e se propagar em determinadas bactérias, aumentando
a especificidade do teste. Além disso, os bacteriéfagos se reproduzem dentro
das células bacterianas alvo, necessitando de células viaveis o que aprimora a
sensibilidade das analises. O desenvolvimento de testes rapidos torna-se
favoravel, porque os fagos liticos levam em torno de 1 — 2h para completar seu
ciclo, desde o reconhecimento da célula alvo, penetragao, lise da bactéria e
liberagdo da progénie fagica (BROVKO; ANANY; GRIFFITHS, 2012).

Considerando as questdes abordadas, relativas ao diagnostico de
Salmonella spp. em alimentos, o principal objetivo deste trabalho foi verificar a
eficacia do ensaio de Separacdao Imunomagnética associado a Bacteriéfago
frente aos demais testes ja consagrados na rotina laboratorial sendo eles o
exame bacteriologico convencional e a reagdo em cadeia da polimerase (PCR).
Para tanto avaliamos a proporcdo de amostras positivas e negativas obtidas
em cada teste. Também apresentamos outros quesitos de extrema importancia
para o diagndstico deste patégeno, como o tempo necessario para a obtencao

do diagndstico final e os custos necessarios para o desempenho dos testes.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doengas transmitidas por alimentos (DTA).

Em diversos paises os surtos de infecgbes alimentares sao associados
com contaminagdes por Salmonella spp. (TIRADO; SCHMIDT, 2001). No Brasil
a infeccdo humana por Salmonella Enteritidis emergiu no ano de 1993 como
problema de saude publica, e esta infecg¢ao foi correlacionada com o consumo
de ovos crus ou mal cozidos. Entre os anos de 1995 a 2008 ocorreram 167
surtos por S. Enteritidis na regido sudeste do estado de Sao Paulo, sendo a
maionese caseira o principal alimento implicado com a infec¢do (SIMOES et
al.,, 2010). Ahmed e Shimamoto (2014) realizaram estudo de isolamento e
caracterizagdo molecular de trés patdégenos bacterianos analisando 800
amostras de produtos carneos e outras 800 de produtos lacteos no Egito, o
isolamento de Salmonella spp. em produtos carneos correspondeu a 6,6% e
em produtos de origem lactea a 4,3%, os autores descrevem que a incidéncia
de Salmonella enterica, E. coli O157:H7 e Shigella spp. foi maior nos produtos
carneos.

Salmonella spp. foi o principal micro-organismo identificado em surtos de
doencgas transmitidas por alimentos (DTA) no Rio Grande do Sul, pois foi
isolada em 37% dos casos analisados nos anos de 2006 e 2007 (WELKER et
al., 2010). Ja outra pesquisa realizada no mesmo estado, demonstrou que a
maioria dos surtos por Salmonella spp. teve a participacdo de produtos da
cadeia avicola, destacando-se os alimentos preparados com ovos, em 72,2%
dos surtos, e carne de frango em 11,4% dos casos (NADVORNY;
FIGUEIREDO; SCHMIDT, 2004). Embora os ovos mal processados estejam
associados a contaminagao por Salmonella spp., Bau; Carvalhal; Aleixo (2001)
nao encontraram ovos positivos em 94 amostras, ja a analise de 124 produtos
de frangos revelou 13 amostras contaminadas.

Estudo realizado no estado do Parana, no qual se analisaram dados de
DTA entre os anos de 1978 e 2000, as infecgcbes por Salmonella spp.
corresponderam a 33,4% das ocorréncias, sendo 0 segundo micro-organismo

relacionado com infecgdes alimentares nesse periodo superado apenas por



DTA causada por Staphylococcus aureus, e o ovo foi apontado como o
alimento veiculador no caso de infeccdo por Salmonella spp. (AMSON;
HARACEMIV; MASSON, 2006). Dos 2.541 sorovares de Salmonella enterica
identificados até o momento, S. Enteritidis, S. Typhimurium e S. Heidelberg
figuram entre os cinco sorovares mais isolados de fontes humanas nos Estados
Unidos, correspondendo a 36% de todos os casos confirmados
laboratorialmente (CDC, 2009). No ano de 2012 o sorovar Heidelberg figurava
na nona posigao e S. Enteritidis e S. Typhimurium continuavam nas primeiras
colocagdes na lista dos sorovares associados com infecgcbes humanas nos
Estados Unidos (CDC, 2012).

No Brasil um estudo de prevaléncia de Salmonella em isolados de aves
identificou com maior frequéncia os sorovares S. Gallinarum, S. Pullorum, S.
Typhimurium, S. Heidelberg, S. Enteritidis e S. Infantis durante o periodo de
1962 a 1991, o que representou de 65 — 67% dos casos (HOFER; SILVA
FILHO; REIS, 1997). Um trabalho conduzido na regiao sul do Brasil avaliou a
diversidade de sorovares de Salmonella enterica isolados de frangos e do
ambiente de producao sendo o sorovar S. Heidelberg o principal associado a
carcagas de frango (PULIDO-LANDINEZ et al., 2013). Historicamente, o
isolamento de Salmonella em granjas avicolas € comum no Brasil,
especialmente nos ovos, nas proprias aves e no ambiente de criagao
(ANDREATTI FILHO et al., 2001).

Devido a grande importancia da identificagdo deste patégeno na cadeia
de produtos de origem avicola, principalmente por sua importancia na
seguranga alimentar dos consumidores, sao necessarios estudos que

aperfeicoem os métodos de deteccao de Salmonella spp. nestas fontes.

2.2 Bacteriofagos.

Também chamados de fagos, sdo virus que atacam bactérias e somente
infectam e se multiplicam dentro de seus hospedeiros especificos. Os
bacteriéfagos podem provocar a lise do micro-organismo alvo ao afetar o
metabolismo bacteriano, no caso de fagos liticos (SULAKVELIDZE; ALAVIDZE;

MORRIS, 2001). Os fagos sao particulas infecciosas, como os outros virus,



que apresentam um genoma de acido nucléico cercado por subunidades de
proteinas que formam o capsideo. Acredita-se que o capsideo desempenhe
trés fungdes no ciclo de vida do fago: proteger o genoma do bacteriéfago,
efetivar a ligagao com a bactéria susceptivel e ligagdo do genoma do fago com
o citoplasma da bactéria infectada (GILL; ABEDON, 2003).

A maioria dos bacteriofagos contem DNA fita dupla (dsDNA) em seu
genoma, mas também sao descritos bacteriofagos com RNA fita simples
(ssRNA), RNA fita dupla (dsRNA) e DNA fita simples (ssDNA). Acredita-se que
esta diversidade de genomas pode ter sido essencial na evolugdo do acido
nucléico em organismos celulares (MADIGAN et al., 2011).

Os virus bacterianos exercem papel fundamental na regulacdo do
equilibrio microbiano nos ecossistemas em que sao encontrados. Estima-se
que existam aproximadamente 1.031 fagos na biosfera, sendo assim
considerados como a forma de vida mais abundante do planeta (KUTTER;
SULAKVELIDZE, 2005). Os fagos podem ser classificados em dois tipos
relacionados com a replicagdo dentro da célula bacteriana, os virulentos ou
liticos e os fagos temperados ou lisogénicos. Fagos temperados possuem ciclo
lisogénico, no qual incorporam o DNA ao genoma bacteriano, permanecendo
integrados e replicam-se conforme a duplicagdo genbmica da bactéria
hospedeira, garantindo assim a capacidade de transferéncia para outra célula
bacteriana (CHAMBERS; GONG, 2011).

Os fagos virulentos participam do ciclo litico, no qual infectam a célula
bacteriana inibindo o metabolismo do hospedeiro e induzindo a produgao da
progénie fagica. O ciclo litico culmina na lise da bactéria e liberacao de
multiplas particulas de fagos capazes de infectar novas células. O tempo total
do ciclo dura entre 1 — 2h e o numero de fagos produzidos é variavel (KUTTER;
SULAKVELIDZE, 2005). As etapas de ligagéo, penetracéo, laténcia, maturagcao
e lise fazem parte do ciclo litico da maioria dos fagos (BROVKO; ANANY;
GRIFFITHS, 2012).

Antes da descoberta e da fabricagcdo em larga escala dos antibiéticos, foi
proposto que a administragdo de bacteriéfagos poderia prevenir ou ser usada
como tratamento de infeccbes bacterianas. Apesar de algumas pesquisas
comprovarem seus efeitos benéficos, o advento dos antibidticos fez com que

os estudos fossem abandonados na maioria dos paises. Entretanto, com o



aumento de bactérias resistentes a drogas antimicrobianas, foi retomado o
interesse pelo desenvolvimento de projetos relacionados com bacteriéfagos
(SULAKVELIDZE; ALAVIDZE; MORRIS, 2001).

Os bacteriofagos possuem caracteristicas favoraveis para a aplicagao
tanto na forma de tratamento quanto para diagndstico, pois possuem alta
capacidade de multiplicagcdo, especificidade para agentes bacterianos e
auséncia de toxicidade, além de serem encontrados facilmente na natureza
(GARCIA; LOPEZ, 2002).

2.3 Desafios no diagnéstico do género Salmonella.

E indispensavel que o diagndstico seja feito de forma rapida e eficaz
para minimizar os riscos de transmissao entre os lotes e a contaminagédo de
produtos para consumo humano. Varias fontes podem ser utilizadas para o
isolamento e identificagcdo de infec¢des paratificas como: tecidos, 6rgaos e
materiais oriundos do ambiente onde as aves vivem (cama aviaria, suabes de
arrasto, agua de bebida e ragao) (GAST, 2008).

A técnica oficial recomendada para pesquisa de Salmonella spp. em
amostras de alimentos de origem animal, ragdes e ingredientes € por meio de
exame bacterioldogico com o isolamento e identificacdo do agente (BRASIL,
2003). Este método de diagnéstico, embora eficaz e confiavel, apresenta
limitagdes, podendo levar até cinco dias para a obtencdo do resultado final
(FLORES et al., 2001). Em alguns casos a sensibilidade do teste é afetada por
tratamentos com antibidticos, coletas inadequadas e baixo numero de micro-
organismos viaveis, mesmo assim continua sendo preconizado pelas agéncias
regulatérias em todo o mundo, pois sdo considerados “gold standards”
(ZADERNOWSKA; CHAJECKA, 2012).

Em determinadas situacdes nao é possivel isolar a bactéria utilizando os
métodos microbioldgicos oficiais, pois ao compararmos Salmonella spp. com
outros micro-organismos da mesma familia notaremos que esta bactéria é
pouco competitiva quando semeada em meios de cultura convencionais
podendo ocorrer resultados falso-negativos, tornando-se um grande problema

para a saude coletiva (FLORES, 2011). A detecgao de um patégeno especifico



em uma amostra que contém inumeras espécies de bactérias € um processo
que demanda muito tempo, isto pode prejudicar o diagnostico e tratamento de
infeccbes bacterianas (CRANE; MARTIN; HIRSH, 1984).

Devido a possibilidade de contaminagcao por Salmonella spp. nos
produtos de origem aviaria, como carne e ovos, fez-se necessario o
investimento em pesquisas de novos métodos que tornassem mais rapido, e ao
mesmo tempo confiavel, o diagnédstico final, buscando assim minimizar os
riscos para o consumidor. Para verificar se os testes disponiveis
comercialmente atendiam as exigéncias, foi realizado um levantamento
bibliografico e nenhum dos métodos correspondeu as exigéncias,
principalmente em relacdo ao tempo de realizagao da analise (EIJKELKAMP;
AARTS; VAN DER FELS-KLERX, 2009).

Segundo Eijkelkamp; Aarts; Van Der Fels-Klerx (2009) testes rapidos
para deteccdo de Salmonella spp. em carne de frango devem ser
desenvolvidos e aprimorados para aplicagdo em abatedouros de aves, pois a
presenca desta bactéria em carne fresca destinada ao consumo humano esta
proibida. Os principais critérios adotados na escolha de um teste rapido sao:
capacidade de detecgédo de até 1 UFC/25¢g, tempo de analise inferior a 24h,
sensibilidade, especificidade e validagdo do método.

Pesquisas que visam o desenvolvimento de testes rapidos para a
deteccao de Salmonella estdao sendo conduzidas, com o propésito de reduzir o
tempo de analise e com potencial para automacdo. Um destes exemplos
incluem kits ELISA que apesar das vantagens estdo sujeitos a falhas na
sensibilidade, pois comumente demandam 10° células alvo/mL para a
deteccao, além de requererem meios de enriquecimento tradicionais para que
as bactérias alvo se multipliquem até niveis detectaveis pelo teste. Alguns
testes rapidos podem sofrer interferéncia de micro-organismos competidores
ou de debris alimentares. Os micro-organismos competidores também podem
mascarar a detecgdo do patdogeno alvo e também causar reagdes cruzadas,
fornecendo resultados falso-positivos (BENNETT et al., 1997). Alguns
constituintes dos alimentos podem inibir a amplificacdo do DNA alvo na reagao
de PCR (ROSSEN et al., 1992; LANTZ et al., 1994).



2.3.1 Separagao Imunomagnética.

O ponto critico na analise bacteriolégica convencional para detecgao de
Salmonella spp. € o enriquecimento seletivo, pois pode inibir sorovares atipicos
de Salmonella (CUDJOE, 1999). A aplicagado de tecnologias de separacgéo e
concentracado tem sido pesquisada para alcangar o isolamento e deteccdo em
um curto periodo de tempo, mas com o maximo de confiabilidade. As técnicas
de separagao sao capazes de separar 0os micro-organismos alvo de debris
alimentares e de micro-organismos competidores. A técnica de concentragéo
permite que a bactéria alvo seja suspendida em um pequeno volume, o que
aumenta a concentragado celular permitindo a detecgdo por métodos rapidos
(BENNETT et al., 1997). A separagao imunomagnética utiliza o principio de
atracdo das células bacterianas por anticorpos especificos impregnados em
esferas magnéticas (beads). Entdo o complexo formado pode ser isolado de
suspencdes heterogéneas através da aplicagdo de um campo magnético. Apos
o isolamento, o complexo bead/bactéria € lavado em solugdo tampéo para
posterior transferéncia para o meio sdlido seletivo de escolha, ou outros
sistemas de deteccao de Salmonella spp. A etapa de pré-enriquecimento é
necessaria, podendo ser breve (entre 5 — 6h) ou estendida (16 — 24h).
Tratando-se de amostras com niveis elevados de bactérias contaminantes,
como carne crua, pode-se submeter o complexo bead/bactéria ao
enriquecimento seletivo aumentando a sensibilidade e especificidade do
método (CUDJOE, 1999).

Comprovou-se que a separagdao imunomagnética com uso de
Dynabeads®anti-Salmonella foi tido eficiente quanto os caldos de
enriquecimento seletivo utilizados, Selenito — Cistina, Tetrationato Muller —
Kauffmann e Rappaport — Vassiliadis, na rotina de isolamento de Salmonella
spp., bem como a recuperagado de células bacterianas injuriadas foi superior
aos caldos de enriquecimento seletivo, reduzindo desta forma o numero de
resultados falsos negativos (MANSFIELD; FORSYTHE, 1996). Em outros
trabalhos demonstrou-se que a separacdo imunomagnética pode ser
empregada como alternativa ao método tradicional de enriquecimento seletivo,
eliminando um periodo de incubacédo, o que diminui em 24h o tempo para o
resultado final (CONCEICAO et al., 2008; CUDJOE; KRONA; OLSEN, 1994).



Para comparar as técnicas de separagdo imunomagnética automatizada
utilizando Dynabeads® anti-Salmonella, com o método convencional de cultivo
bacterioldgico, foram coletadas 240 amostras do ambiente avicola de granjas
de poedeiras e inoculadas artificialmente. Os resultados comprovaram a
similaridade entre os testes. Ambos apresentaram especificidade idéntica, mas
a sensibilidade para deteccdo de Salmonella foi 15,5% mais elevada no
método de separagcdo imunomagnética. Outra vantagem descrita foi a

diminuicdo do uso de meios seletivos (LYNCH et al., 2004).

2.3.2 Bacteriofagos para diagnodstico de Salmonella spp.

A extrema especificidade dos bacteri6fagos fazem destes virus
bacterianos candidatos ideais tanto para desenvolvimento de testes diagnostico
de diversos patdégenos, quanto para o aumento da segurancga alimentar durante
o processo de producdo (HAGENS; LOESSNER, 2007).

O emprego de bacteriofagos em testes rapidos para diagnostico de
Salmonella spp. e outras enterobactérias, vem sendo explorado. A substituicdo
de anticorpos por fagos em testes ELISA para a detecgao de cepas bacterianas
tem apresentado resultados promissores sendo capaz de detectar cepas
especificas de Salmonella enterica e Escherichia coli (GALIKOWSKA et al.,
2011). Os fagos também podem ser empregados em técnicas que visem a
separagao e concentragao de Salmonella em amostras de alimento. Pesquisa
realizada por Bennett et al. (1997) demonstrou que o emprego de biosorbente
especifico para Salmonella utilizando bacteriéfago foi capaz de remover as
bactérias em meio de cultura fluido, além de separar Salmonella de
suspencdes que continham outros membros da familia Enterobacteriaceae.
Uma das vantagens descritas encontra-se a facilidade de producéo dos fagos,
alta afinidade do fago pela bactéria alvo e a habilidade do bacteriofago em
infectar as células alvo mesmo em ambientes heterogéneos.

Entre os métodos rapidos para diagndstico de Salmonella spp. em
alimentos o ensaio de separagdo imunomagnética utilizando bacteriéfagos para
detectar Salmonella Enteritidis, demonstrou ser uma técnica rapida, simples e

sensivel, além de detectar somente bactérias viaveis, nao detectando bactérias
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mortas por desinfetantes ou outros processos bactericidas (FAVRIN; JASSIM,;
GRIFFITHS, 2001). Este método utilizou particulas magnéticas revestidas por
anticorpos policlonais anti-Salmonella para o isolamento das células
bacterianas de interesse e posterior infecgdo destas por um bacteriéfago litico.
A progénie fagica resultante deste ciclo foi recuperada e analisada com
utilizacdo de Sinal de Amplificacdo Celular (SAC), constituido de cultura pura
de Salmonella spp. Nas amostras negativas o SAC se multiplicou devido
auséncia do bacteriéfago e nas amostras positivas o crescimento do SAC foi
retardado em relacdo as amostras negativas (FAVRIN; JASSIM; GRIFFITHS,
2003).

Favrin; Jassim; Griffiths (2003) contaminaram artificialmente carne de
frango, leite em pd e carne moida com Salmonella Enteritidis e obtiveram éxito
na deteccdo deste patdgeno utilizando o método de separagao
imunomagnética associada ao bacteriéfago litico SJ2. O ensaio foi capaz de
detectar até 3 UFC de S. Enteritidis em 25g ou mL de amostra e o tempo total
de processamento, incluindo a etapa de pré-enriquecimento foi de 20h.

Estudo para detectar baixas concentragdes de Escherichia coli O157:H7
em carne moida, utilizou técnica semelhante a separagdo imunomagnética
associada a bacteriéfago, mas além de tratamento com fago foi realizada etapa
com luciferina-luciferase (Fastrak'™). Um total de 74 isolados de E. coli foram
previamente testados para andlise de susceptibilidade ao fago de eleicao,
destes 53 foram susceptiveis ao bacteriéfago. Entdo 15 cepas foram
selecionadas para contaminacado das amostras de carne (3 — 8UFC/25g), assim
os autores encontraram apenas uma amostra negativa e sugeriram que um
pool de bacteriéfagos poderia aumentar a susceptibilidade das amostras de E.
coli (KANNAN et al., 2010).

O ensaio de amplificacdo de bacteriofago € outro método em
desenvolvimento para detec¢cao de patdgenos bacterianos. Esta técnica é
baseada na especificidade dos fagos pelas células alvo, em conjunto com a
utilizacdo de agente virucida com potencial para destruir as particulas
bacteriofagicas exdgenas sem causar danos a bactéria. Os bacteridfagos que
infectaram as células bacterianas estardo protegidos do agente virucida e
continuardo a replicacdo. Devido a progénie fagica ndo ser imediatamente

detectavel foi recomendado adicdo de bactérias auxiliares para uma melhor
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visualizagdo das placas virais. O numero de placas virais pode ser
correlacionado com o numero de células da amostra original, sendo
considerada uma estimativa semi-quantitativa (MOLE et al., 1999).

Utilizou-se o teste de amplificagdo de bacteriéfago para detectar isolados
de Salmonella Typhimurium, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus
aureus, nesta técnica foi empregado extrato de casca de roma como agente
virucida. Os dados obtidos demonstraram alta sensibilidade e obtengcdao do
resultado em 4h (STEWART et al., 1998). Esta metodologia foi utilizada para
diagndstico de Salmonella Typhimurium em carne de frango e obtiveram-se
resultados positivos, com a observacdo de placas virais que indicaram a
presenga de células de S. Typhimurium nas amostras avaliadas e posterior
correlagdo com o exame bacterioldgico convencional que constatou a presenca
de colbnias tipicas e confirmagao soroldgica destas (SIQUEIRA; DODD; REES,
2003).
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3 CAPITULO 1 - Trabalho Cientifico 1

“Trabalho a ser enviado para a revista Applied and Environmental

Microbiology”

Técnica de Separacao Imunomagnética Associada a Bacteriéfago para

diagnéstico de sorovares de Salmonella enterica em carne de frango.

RESUMO

Utilizamos o método de Separagcdao Imunomagnética associada a
Bacteriéfago para deteccdo dos seguintes sorovares de Salmonella:
Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Heidelberg (S. Heidelberg),
Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Enteritidis (S. Enteritidis) e
Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium (S. Typhimurium), em
amostras de sobrecoxas de frango contaminadas artificialmente com 5, 10 e
100 UFC/25mL de bactéria. Para certificarmo-nos da eficiéncia do método,
comparamos esta técnica com os testes de diagnostico usuais para este
patdgeno: a analise bacteriologica padrdo, que inclui a etapa de
enriquecimento seletivo, realizacdo de testes bioquimicos de triagem e
sorologia, e a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Com este estudo
confirmamos a eficacia do teste de Separagdo Imunomagnética associada a
Bacteriofago, pois foi capaz de detectar 99,6% das amostras positivas para

Salmonella destes trés sorovares testados.
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INTRODUGAO

Salmonellas do grupo paratifico figuram como um dos principais
patdogenos envolvidos nas doengas transmitidas por alimentos, também sao a
principal causa de hospitalizagao (35%) e morte (28%) devido o consumo de
produtos contaminados nos Estados Unidos (1). Dos 2.541 sorovares de
Salmonella enterica identificados até o momento, S. enterica subsp. enterica
sorovar Enteritidis (S. Enteritidis), S. enterica subsp. enterica sorovar
Typhimurium (S. Typhimurium) e S. enterica subsp. enterica sorovar Heidelberg
(S. Heidelberg) estdo entre os cinco sorovares mais isolados de fontes
humanas nos Estados Unidos, correspondendo a 36% de todos os casos
confirmados laboratorialmente (2). Na regido de Washington (EUA) a
porcentagem de amostras positivas para Salmonella foi de 3% e a carne de
frango apresentou a maior taxa de contaminacéo (4,2%) (3). A prevaléncia de
Salmonella em carne de frango na Colédmbia foi estimada em 27% em estudo
que envolveu a analise de diversos fatores, como tipo de producéo de frango e
condicbes de estocagem (4). No Brasil a prevaléncia de Salmonella em
carcagas de frango foi de 2,7% e os principais sorovares identificados foram S.
Enteritidis, S. Infantis, S. Typhimurium e S. Heidelberg (5). Na regido nordeste
do Brasil 9,6% das carcagas de frango avaliadas bacteriologicamente foram
positivas para este patdogeno (6). J& no estado de S&ao Paulo estudo detectou
2,5% de amostras positivas para Salmonella em carcagas de frango
industrialmente processadas no ano de 2008 (7), em contrapartida outra
pesquisa realizada no ano 2000 no mesmo estado, com carcagas de frango
congeladas, detectou 32% de amostras positivas (8).

Historicamente, o isolamento de Salmonella em granjas avicolas é
comum no Brasil, especialmente nos ovos, nas proprias aves € no ambiente de
criagdo (9). O método bacteriolégico preconizado para diagndstico de
Salmonella spp. é trabalhoso, além de requerer entre 4 a 5 dias para o
diagndstico final, entdo o desenvolvimento de testes rapidos € simples torna-se
essencial para o diagnéstico e controle (10). O diagnéstico tradicional para
determinar a sanidade dos alimentos continuara em uso por um longo periodo
de tempo por ser uma técnica consagrada e eficiente, embora demorada. As

técnicas moleculares estdo sendo utilizadas com uma maior frequéncia na



14

rotina laboratorial e em conjunto com as técnicas tradicionais proporciona
diagnosticos mais precisos em um periodo de tempo inferior (11). Mesmo
assim ha a necessidade de investimento em pesquisa para desenvolver ou
aprimorar testes rapidos para detecgao de Salmonella spp. em carne de frango,
buscando assim minimizar os riscos para o consumidor (12).

Os bacteriéfagos possuem caracteristicas favoraveis ao emprego em
testes de diagnosticos de patdgenos bacterianos, entre elas podemos citar a
alta capacidade de multiplicacédo, especificidade para agentes bacterianos e
auséncia de toxicidade, além de serem encontrados facilmente na natureza
(13).

Com este estudo pretendemos avaliar a viabilidade de aplicagcao do teste
de Separagdo Imunomagnética associado a bacteriofago para a analise de
Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium e Salmonella Heidelberg, em
carne de frango. Para isso contaminamos artificialmente sobrecoxas de frango
com trés dosagens diferentes de in6culo bacteriano, e concomitantemente a
este teste, também analisamos a carne de frango através do exame

bacteriolégico convencional e reagdo de PCR.
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MATERIAIS E METODOS

Amostras bacterianas. Um total de 30 amostras bacterianas de cada
sorovar, sendo estes, Salmonella enterica sorovar Heidelberg (S. Heidelberg),
Salmonella enterica sorovar Enteritidis (S. Enteritidis) e Salmonella enterica
sorovar Typhimurium (S. Typhimurium), totalizando 90 cepas bacterianas
distintas, foram utilizadas para contaminar artificialmente sobrecoxas de frango.
As sobrecoxas foram submetidas a analises bacteriolégicas convencionais que
incluiam testes bioquimicos de triagem e sorologia, ao teste de Separacao
Imunomagnética associada a Bacteriéfago e a técnica de PCR. As cepas
bacterianas eram provenientes da bacterioteca do Laboratorio de
Ornitopatologia da FMVZ/UNESP, estavam estocadas em agar nutriente (AN;
HiMedia, Mumbai, india), refrigeradas a 4°C e foram previamente sorotipadas
pelo Instituto Adolfo Lutz/SP.

Preparo do inéculo bacteriano. Para determinagcdo do indculo
utilizamos o método de contagem de unidades formadoras de colbnia
(UFC/mL), realizando a técnica de spread-plate, que consiste em diluicdes
seriadas e plaqueamento em agar sélido. Utilizamos 10mL de caldo Tryptone
Soya Broth (TSB; HiMedia, Mumbai, india), no qual foi adicionado entre 3 — 5
coldénias puras, em fase estacionaria de crescimento, da amostra desejada,
para entdo realizar-se as diluicdes em série, em solucdo salina fosfatada
tamponada (PBS) até 10° e plaqueamento em Agar Verde Brilhante (AVB;
Sigma — Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos). Apds incubacdo em estufa
bacteriolégica por 24 horas a 37° era realizada a contagem das colbnias.
Nesse periodo mantinha-se o inéculo refrigerado a 4°C para impedir que as
bactérias se multiplicassem. Entdo o indculo bacteriano era diluido para
alcancgar as seguintes concentragdes: 5, 10 e 100 UFC/25mL e nova contagem

realizada, como descrito anteriormente.

Preparo das amostras. Sobrecoxas de frango, adquiridas na rede de
supermercados do municipio de Botucatu/Sdo Paulo, foram pesadas em
balanca analitica e separadas em porgdes de 25g. As 25g eram
acondicionadas em stomacher bag, estéreis e com filtro total, entdo foram
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adicionados 225mL de TSB para proceder-se com a mistura em
homogeneizador de amostras tipo Stomacher, durante 2 minutos. Apos,
aliquotas de 25mL do homogeneizado foram transferidas, para tubos tipo
Falcon de 45mL estéreis e inoculadas com Salmonella. Para cada amostra
bacteriana prepararam-se trés concentragcdes de inoculo, sendo elas: 5, 10 e
100 UFC as quais foram inoculadas nos 25mL do homogeneizado das
sobrecoxas de frango. Com isto o total de analises para cada sorovar
bacteriano foi de 90 testes e o total geral, incluindo todos os trés sorovares, foi

de 270 analises.

Etapa de enriquecimento. Esta etapa foi comum para todos os testes
realizados e constituiu-se da adigdo dos 25mL do homogeneizado inoculado
em 250mL de caldo TSB suplementado com 20ug/mL de novobiocina (Inlab,
Diadema, SP, Brasil), e incubagdo durante 16h a 37°C em estufa

bacterioldgica.

Separagao Imunomagnética associada a Bacteriéfago. Este teste é
composto de quatro fases distintas: captura, ligacdo e amplificagédo, incubagao
e detecgao, e foi realizado como descrito por Favrin, Jassim, Griffiths (14), com

algumas modificacoes.

Amostras controle. Em todas as analises foram incluidas amostras
controle positivo, constituidas por cultura pura de Salmonella Typhimurium em
caldo TSB submetida a todos as fases do ensaio citadas. Os controles
negativos utilizados foram: cultura pura de Escherichia coli em caldo TSB e
uma aliquota do lavado das sobrecoxas de frango ndo inoculada com
Salmonella, sendo esta amostra submetida a todas as fases descritas

anteriormente.

Bacteriéfago. O fago de eleicdo para este estudo foi o bacteriéfago
litico P22 (ATCC 19585B1). Antes de cada ensaio, o fago foi amplificado em
cultura pura de Salmonella Typhimurium cultivada em caldo TSB 2X em estufa
bacterioldgica a 37°C, 2mL deste cultivo foi adicionado em 5mL de caldo TSB

juntamente com 1mL do fago em fase estacionaria, apés 12h de incubacéao a
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37°C procedeu-se a centrifugagdo das amostras por 10 minutos a 7.000 x g,
posteriormente o sobrenadante foi filtrado com auxilio de filtro de seringa de
0.22um Minisart (Sartorius Intec, Goettingen, Alemanha) e a solugao resultante
estocada a 4°C. Para a quantificacdo do bacteriéfago amplificado utilizou-se o
ensaio em placa, onde se realizaram diluicdes seriadas do fago até 107°, entéo
100uL do fago diluido foi acrescentado a 300uL de seu hospedeiro bacteriano
susceptivel, no caso uma amostra de Salmonella Typhimurium em fase de
crescimento exponencial, e apos 15 minutos desta etapa de pré-adsorcéo, a
suspengao fago/bactéria foi adicionada em tubos contendo 5mL de soft
Soyabean Casein Digest Agar (TSA; HiMedia, Mumbai, india) e vertidas em
placas aquecidas de TSA. Apos 18 - 24h de incubagao a 37°C procedeu-se
com a contagem das placas virais e determinagcdo da concentragao do fago na
amostra (15,16).

Captura. Aliquotas de 1mL do caldo de enriquecimento foram
acrescentadas em microtubos, juntamente com 20uL de esferas magnéticas de
anticorpo (Dynabeads®anti-Salmonella, AppliedBiosystems™, Foster City, CA,
Estados Unidos). Entdo as aliquotas foram submetidas a rotacdo em mixer
durante 30 minutos (Dynal® MX4 mixer, Invitrogen, Oslo, Norway) em
temperatura ambiente. Posteriormente as amostras foram transferidas para
separador de particulas magnéticas (Dynal Magnetic Particle Concentrator®
MPC-S, Invitrogen, Oslo, Norway) durante 3 minutos, onde ocorreu a
separacgao dos beads do caldo de enriquecimento. O sobrenadante foi aspirado
e descartado e as esferas magnéticas lavadas duas vezes em solugao tampao
de PBS (Phosphate Buffered Saline) Tween-80 (PBST; [100mL de PBS 10x,
1,37M NaCl, 27mM KCI, 100mM Na,HPO,4, 20mM KH,PO4; 900mL de agua
destilada estéril e 5mL de Tween80]) a 0,1% e suspendidos em 250uL de TSB.

Ligacao e amplificagao. Foi adicionado aos microtubos 100uL do
bacteriéfago P22, com aproximadamente 108PFU/mL, e procedeu-se com
incubagdo em estufa bacteriolégica durante 10 minutos a 37°C. Em amostras
positivas é nesta etapa em que ocorre a ligagao do bacteri6fago com os beads.
Apés a incubagéao as particulas magnéticas foram novamente transferidas para

o MPC-S® e lavadas com solugdo de PBST, para a remocéo dos fagos nao
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ligados. Suspenderam-se os beads em 100uL de TSB e incubou-se por 30

minutos a 37°C para a liberagédo da progénie fagica.

Incubacao e Detecgao. Nesta fase foi adicionado, em um novo
microtubo, o sobrenadante de todas as amostras acrescido de 1mL do Sinal de
Amplificacdo Celular (SAC). Nesta ultima etapa a progénie fagica e o SAC
foram incubados durante 2h a 37°C, para que pudéssemos identificar a

expressao da lise nas amostras positivas.

Sinal de Amplificagao celular (SAC). O SAC era constituido por uma
cultura pura de Salmonella Typhimurium, em caldo TSB incubado por 20h a
37°C. Este caldo foi submetido a leitura em espectrofotdbmetro e realizaram-se
diluicbes para que obtivéssemos, em todas as leituras, a densidade 6ptica de

aproximadamente 0,075 quando lido em 600nm.

Leitura dos resultados. Para a leitura dos resultados transferimos 1mL
do caldo para uma cubeta plastica descartavel e a leitura foi realizada em

espectrofotdmetro (GeneQuant™

pro, Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, Inglaterra, UK). Consideramos positivas as amostras que
apresentaram uma densidade Optica 70% menor que a média dos valores
obtidos nas amostras controle negativas. Estes valores foram estabelecidos em

estudos realizados por outros pesquisadores (14).

Analise Bacteriolégica. Foram adicionados 1000uL do caldo de
enriquecimento em caldo Tetrationato (Acumedia, Lansing, Michigan, Estados
Unidos), acrescido de 200uL de solugéo de iodo e 100uL verde brilhante, para
o caldo Rappaport-Vassiliadis (Acumedia, Lansing, Michigan, Estados Unidos)
foi utilizado 100uL do caldo de enriquecimento, apds incubagao de ambos em
estufa bacteriologica por 24h a 41°C, os caldos de enriquecimento seletivo
foram estriados em placas de AVB e Agar Xilose-Lisina-Desoxicolato (XLD;
Sigma — Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos) e incubados a 37°C durante
24h. As placas que apresentaram colénias com morfologia semelhante a
Salmonella spp. eram selecionadas para realizagdo de triagem bioquimica,

constituida dos seguintes meios: Agar Triplice Agucar Ferro (TSI; HiMedia,
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Mumbai, india), Agar Lisina Ferro (LIA; Difco, Maryland, Estados Unidos), caldo
Ureia (Difco, Maryland, Estados Unidos), meio Sulfeto Indol Motilidade (SIM,;
HiMedia, Mumbai, india) e Citrato de Simmons (Difco, Maryland, Estados
Unidos). Posteriormente as amostras foram submetidas ao teste de
soroaglutinagdo com antissoro polivalente “O” para Salmonella (PROBAC DO
BRASIL, S&do Paulo, SP, Brasil). Consideramos positivas as colénias com
morfologia semelhante a Salmonella e que apresentassem bioquimico de
triagem correspondente a esta bactéria, bem como reagao positiva no teste de

soroaglutinagdo com antissoro polivalente “O”.

Extracao do DNA. As aliquotas utilizadas para PCR foram obtidas na
etapa de enriquecimento seletivo para Salmonella durante o processamento
destas na analise bacteriolégica, foram acondicionados 1000uL do caldo
Rappaport-Vasidialis em microtubos de 1,5mL livres de DNase, RNase e
pirogénios e congelados a - 20°C para posterior analise. O DNA das amostras
foi extraido por tratamento térmico. O protocolo consistiu de trés lavagens com
1mL de PBS seguidas por centrifugacdo a 8.000 x g durante 5min a 10°C e
apos a ultima lavagem o pellet era ressuspendido em 600uL de TE (10mM Tris-
HCl e 1mM EDTA, pH 8.0) e aquecido em banho-maria 95°C durante 10min.
Por fim centrifugado a 8000rpm durante 5min a 10°C, sendo coletado 200uL do

sobrenadante e armazenado -20°C (17,18).

Técnica de PCR. Para a reacgéao foi utilizado o primer para o gene invA
(Fw: 5-TTGTTACGGCTATTTTGACCA - 3 ; Rv: 5-
CTGACTGCTACCTTGCTGATG -37) (19) na concentracao de 20pmol/uL. Para
amplificacdo no volume final de 25uL, contendo 5uL de cada amostra, 1uL de
cada primer, 12.5uL do mix de amplificacdo Go Taq® Green Master Mix
(PROMEGA, Madison, USA), e 5.5 pyL de agua ultrapura. A mistura foi
processada no termociclador (Eppendorf AG Mastercycler Gradient)
consistindo de: 5 min a 94°C, 35 ciclos de amplificagdo (30 seg a 94°C, 30 seg
a 60°C e 30 seg a 72°C) seguido de extenséo final por 4 min a 72°C (20).

Os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose 1.5% corado
com GelRed (BIORAD) e a Vvisualizagdo realizada com auxilio de
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transiluminador. Foram considerados positivos os produtos resultantes com

tamanho esperado de 521pb.

Anadlise Estatistica. Utilizamos o teste de associagcdo de Goodman
complementado com as comparacdes multiplas entre populagdes binomiais

(21), considerando o nivel de 5% de significancia.
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RESULTADOS

Salmonella Heidelberg. Todas as amostras deste sorovar utilizadas
para contaminar artificialmente sobrecoxas de frango foram identificadas como
positivas pelo método de Separagdo Imunomagnética associada a Bacteriofago
e também pela reacdo de PCR. Ao realizarmos a pesquisa bacterioldgica, 81
amostras (90%) foram positivas. Os resultados obtidos em cada concentragéao

inoculada estao descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Amostras positivas para Salmonella Heidelberg obtidas
nos testes: Separagao Imunomagnética associada a Bacteriofago, Teste
Bacteriologico e PCR utilizando trés concentragdoes de inéculo em

sobrecoxas de frango contaminadas artificialmente.

Concentragdo de  Separacdo Imunomagnética o
Bacteriolégico PCR

S. Heidelberg associada a Bacteriéfago

5 UFC/25mL 30 27 30
10UFC/25mL 30 25 30
100 UFC/25mL 30 29 30

Porcentagem de
- 100% 90% 100%
Positivos

Salmonella Enteritidis. As sobrecoxas de frango contaminadas
artificialmente com Salmonella Enteritidis exibiram o mesmo padrao na analise
por PCR e Separagdo Imunomagnética associada a Bacteriéfago, pois
obtivemos 89 amostras positivas (98,8%) nos dois testes e a unica amostra
negativa, em ambos os testes, correspondeu a concentragdo de 5 UFC/25mL.
Ja no exame bacteriolégico convencional encontramos 88 amostras positivas
(97,7%), sendo as negativas detectadas nas concentracbes de 100 e 5
UFC/25mL (Tabela 2).
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Tabela 2. Amostras positivas para Salmonella Enteritidis obtidas
nos testes: Separagao Imunomagnética associada a Bacteridéfago, Teste
Bacteriologico e PCR utilizando trés concentragdoes de inéculo em

sobrecoxas de frango contaminadas artificialmente.

Concentragao de Separacao Imunomagnética . .
Bacteriologico PCR

S. Enteritidis associada a Bacteriofago

5 UFC/25mL 29 29 29
10 UFC/25mL 30 30 30
100 UFC/25mL 30 29 30

Porcentagem de
N 98,8% 97, 7% 98,8%
Positivos

Salmonella Typhimurium. No experimento realizado com Salmonella
Typhimurium constatamos uma maior deteccdo das amostras positivas ao
executar o teste de Separacdo Imunomagnética associada a Bacteriofago em
comparagao com os outros testes, uma vez que através dele fomos capazes de
determinar a presenga de todas as 90 amostras positivas (100%). Ja no teste
de PCR encontramos 87 amostras positivas (96,6%), sendo uma negativa na
concentragcédo de 10 UFC/25mL e duas no indculo de 5 UFC/mL. Na analise dos
resultados obtidos pelo exame bacteriolégico convencional verificamos 88
amostras positivas (97,7%), as duas amostras negativas estavam distribuidas
nas concentragcdes de 100 e 5 UFC/25mL (Tabela 3).
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Tabela 3. Amostras positivas para Salmonella Typhimurium obtidas
nos testes: Separagao Imunomagnética associada a Bacteriéfago, Teste
Bacteriologico e PCR utilizando trés concentragdoes de inéculo em

sobrecoxas de frango contaminadas artificialmente.

Concentragédo de  Separagdo Imunomagnética . .
Bacteriologico PCR

S. Typhimurium associada a Bacteridfago

5 UFC/25mL 30 29 28
10 UFC/25mL 30 30 29
100 UFC/25mL 30 29 30

Porcentagem de
. 100% 97, 7% 96,6%
Positivos

Tempo total de diagnéstico final. A metodologia que combina a
Separagdao Imunomagnética com o bacteriofago P22 foi capaz de detectar a
presenca de células viaveis de Salmonella em sobrecoxas de frango em

aproximadamente 19 horas, incluindo a etapa de enriquecimento (Tabela 4).

Tabela 4. Etapas realizadas no teste de Separagao Imunomagnética
associada a Bacteriéfago, com o respectivo tempo de duragao para o

diagnéstico final de Salmonella spp. em sobrecoxas de frango.

Etapa Tempo Decorrido
Enriquecimento 16 horas
Captura 35 minutos
Ligacao e Amplificagao 40 minutos
Incubacéo e Detecgao 2 horas
Tempo Total 19h15min

No teste bacteriolégico o tempo total para diagnéstico final foi de
aproximadamente 88 horas, incluindo as etapas de enriquecimento,
enriquecimento seletivo, plaqueamento em agares solidos, triagem bioquimica

e sorologia (Tabela 5).
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Tabela 5. Etapas realizadas no teste bacteriolégico convencional,
com o respectivo tempo de duragdo para o diagnéstico final de

Salmonella spp. em sobrecoxas de frango.

Etapa Tempo Decorrido (horas)
Pré — Enriquecimento 16
Enriquecimento Seletivo 24
Plaqueamento em meios o4
solidos
Bioquimico de Triagem e o4
Sorologia
Tempo Total (horas) 88

Na técnica de PCR o diagnéstico de Salmonella spp. foi realizado em
aproximadamente 43 horas, pois foi necessario incluir a etapa de
enriquecimento seletivo em caldo Rappaport-Vassidilis para melhor deteccéo

das amostras positivas (Tabela 6).

Tabela 6. Etapas realizadas na reagao em cadeia da polimerase
(PCR), com o respectivo tempo de duragdo para o diagnéstico final de

Salmonella spp. em sobrecoxas de frango.

Etapa Tempo Decorrido
Enriquecimento 16 horas
Enriquecimento Seletivo 24 horas
Extracao DNA 1 hora
Reacédo de PCR 2 horas
Eletroforese 40 minutos
Tempo Total 43h40min

Nao houve diferenga estatistica significativa ao analisarmos a
capacidade de deteccdo dos trés sorovares de Salmonella pelo ensaio de
Separagdo Imunomagnética associada a Bacteriéfago, bacteriolégico

convencional e PCR.
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DISCUSSAO

O desenvolvimento de testes rapidos para o diagndéstico de patdégenos
alimentares € essencial para a segurancga alimentar e atendimento da demanda
crescente de produtos de origem animal, principalmente de carne de frango e
seus subprodutos. Para verificar se os testes disponiveis comercialmente
atendiam as exigéncias, foi realizado um levantamento bibliografico e nenhum
dos métodos correspondeu as exigéncias, principalmente em relagao ao tempo
de realizagdo da analise (12). No teste de Separagcdo Imunomagnética
associada a Bacteriéfago constatamos uma diminuicdo substancial no tempo
para obtengao do resultado final, superando inclusive o tempo necessario para
a realizagao do diagnodstico por PCR.

O método de Separacdo Imunomagnética associado a Bacteriofago foi
proposto por Favrin e colaboradores, utilizando o fago litico SJ2 para detectar
Salmonella em caldo. O teste detectou com eficiéncia as cepas do sorogrupo D
de Salmonella Enteritidis sem apresentar reagdo cruzada com outros
sorogrupos, com excegdao de uma cepa de Salmonella Typhimurium, as
principais vantagens encontradas neste ensaio foram a rapidez, sensibilidade,
especificidade e a facilidade de execucdo (14). Em outro experimento os
autores utilizaram o ensaio de Separacdo Imunomagnética associado a
Bacteriofago para detectar Salmonella Enteritidis e Escherichia coli O157:H7
em amostras de alimentos artificialmente contaminados com um sorovar de
cada bactéria em diferentes concentragdes de indculo. Todos os alimentos
contaminados com Salmonella Enteritidis, que incluiam leite em pd desnatado,
frango e carne moida, foram detectaveis pelo teste inclusive nas menores
concentragdes de indculo que eram de aproximadamente 2 — 3 UFC/mL ou g
(22).

O bacteriéfago de eleicao para a realizagdo do ensaio de Separagcao
Imunomagnética associada a Bacteriéfago foi o fago P22, pois possui atividade
litica contra diferentes sorovares de Salmonella, entre eles S. Enteritidis, S.
Typhimurium e S. Heidelberg, tendo sua acdo comprovada em ensaios de
deteccao deste patdégeno em alimentos (23). O bacteriéfago P22 reconhece o
antigeno O na membrana lipopolissacaridica externa de sorovares de

Salmonella que pertencem aos sorogrupos A, B e D1 (24). Com este
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experimento podemos comprovar a agao do fago P22 nos trés sorovares de
Salmonella empregando-se o teste de Separagdo Imunomagnética associada a
Bacteriéfago, pois todas as concentragbes de Salmonella Heidelberg e
Salmonella Typhimurium analisadas foram positivas neste ensaio. Apenas uma
amostra, na menor concentragédo (5 UFC/25mL), de Salmonella Enteritidis foi
negativa. Estes resultados comprovam a capacidade do teste em detectar até
mesmo baixissimas concentragdes de Salmonella spp. em amostras de carne
de frango contaminadas artificialmente e com a presenca de flora bacteriana
competitiva.

Com relacdo a etapa de incubacéo e deteccido do teste de Separagao
Imunomagnética associada a Bacteriéfago na qual acrescentamos uma cultura
pura de Salmonella Typhimurium, denominada SAC, reiteramos que o Sinal de
Amplificacdo Celular é essencial para a recuperagdo da progénie fagica, pois
ao adicionarmos uma cultura com células saudaveis de Salmonella o
bacteriéfago ira expressar amplamente seu poder lise, sendo detectado pela
determinacao da densidade 6ptica. Em resumo, na leitura dos resultados por
espectrofotbmetro as amostras positivas apresentam decréscimo na densidade
Optica, uma vez que o fago se ligou nos beads impregnados com Salmonella e
expressou seu ciclo litico ao ser exposto a uma nova cultura bacteriana (SAC).
Ja nas amostras negativas, detectamos uma elevada densidade Optica, pois
nao houve Salmonella ligada aos beads, entao o bacteridfago néo se ligou as
particulas magnéticas e foi removido com as lavagens. Assim, ao adicionar o
SAC, nédo havia fagos capazes de combater as novas células de Salmonella
presentes no SAC.

Na analise por PCR também detectamos todas as 90 amostras de
Salmonella Heidelberg inoculadas, ja no sorovar Enteritis identificamos uma
amostra negativa, na concentragdo de 5 UFC/25mL, sendo esta a mesma cepa
que nao foi detectada no ensaio de Separacdo Imunomagnética associada a
Bacteriéfago. No método de PCR para Salmonella Typhimurium encontramos
87 porgdes de sobrecoxas de frango positivas e trés negativas, das quais duas
das amostras negativas foram da concentragcdo de inoculagdo mais baixa (5
UFC/25mL) e uma pertencia a inoculagao de 10 UFC/25mL. As 90 sobrecoxas,
representantes dos trés sorovares testados, inoculadas com a concentragcéo de

100 UFC/25mL foram identificadas como positivas no ensaio de PCR. Estudo
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realizado para comparar a detecgcao de Salmonella spp. entre as técnicas de
exame microbioléogico padrao e a reagdo de PCR combinada com
enriquecimento seletivo em caldo Rappaport-Vassiliadis, também detectou trés
amostras negativas para Salmonella, sendo uma do sorovar Typhimurium, no
PCR e estas foram positivas no teste bacteriologico, mesmo assim a técnica de
PCR detectou 54 amostras positivas, e o exame bacterioloégico apenas 42 (25).
Em estudo de validagdo multicéntrica da acuracia do método de PCR para
Salmonella os pesquisadores encontraram alguns isolados ndo detectaveis
pelo PCR e atribuiram este fato a uma possivel degradagéo parcial da amostra
de DNA por atividade de DNase, pois a extracdo de DNA utilizada foi pelo
método de lise térmica das células (26). Acreditamos que as quatro amostras
negativas obtidas no PCR ocorreram devido a degradagcao do DNA e também a
baixa concentracdo do patégeno na amostra, pois trés amostras pertenciam a
menor concentragdo de indculo (5 UFC/25mL) e uma na concentragdo
intermediaria (10 UFC/25mL). Os mesmos isolados negativos nessas
concentracdes citadas foram positivos para as outras concentragdes testadas,
o que reforga a hipotese descrita anteriormente, e o fato de todas as amostras
com concentragao de 100 UFC/25mL terem sido detectaveis pelo método de
PCR.

No exame bacteriolégico convencional para Salmonella Heidelberg
(90%) apenas 81 amostras foram positivas e nos sorovares Typhimurium e
Enteritidis o numero de positivos foi 0 mesmo, 88 amostras (97,7%). No total
detectamos 13 amostras negativas, sendo estas mesmas cepas recuperadas
como positivas no PCR e pela Separacdao Imunomagnética associada a
Bacteriofago. Estudo comparativo entre a técnica de PCR e o exame
bacteriolégico convencional para detecgcdo de Salmonella em ovos néao
encontrou diferenca estatistica entre os dois métodos, além disso, o PCR pode
detectar duas amostras a mais que o exame bacteriolégico (27). Outro estudo
comparou as técnicas de PCR, ensaio imunoenzimatico (ELISA) com o método
bacteriolégico convencional, para isso contaminou artificialmente 300 amostras
de carcagas de frango e compararam os resultados de cinco laboratérios, o
meétodo bacterioldgico recuperou o menor numero de amostras totalizando 170
(56,67%), enquanto o ELISA e PCR recuperaram respectivamente 213 (71%) e

225 (75%) das amostras avaliadas. Os autores afirmaram que estas técnicas
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foram superiores na detecgao de Salmonella em amostras de carne de frango
artificialmente contaminadas recomendando-as como testes de triagem, pois
detectam mais rapidamente as amostras negativas, mas reiterando que o
isolamento do agente € necessario para sorotipificacdo dos isolados (28). A
acuracia, sensibilidade, especificidade, valor preditivo negativo e valor preditivo
positivo de dois métodos de cultura e PCR para detecgao de sorovares moveis
e nao-moveis de Salmonella foi estimada em estudo utilizando ragao para aves
contaminada artificialmente e encontrou resultados similares para os sorovares
moveis de Salmonella, ja para os sorovares imoveis de Salmonella o teste de
PCR melhorou os parametros avaliados (29).

Com relacado ao tempo total para analise das sobrecoxas de frango, a
Separacao Imunomagnética Associada a bacteriofago apresentou os melhores
resultados, pois o tempo do ensaio foi de 20h incluindo a etapa de pré-
enriquecimento, sendo o mesmo tempo relatado por outro trabalho (22). Ja
outros testes rapidos utilizando bacteriéfagos, que nao incluiam a etapa de pré-
enriquecimento, obtiveram resultados entre 4 — 5h (14, 23, 30). Em nosso
trabalho optamos por incluir a etapa de enriquecimento por nao estarmos
trabalhando com culturas puras que nao sofrem a interferéncia de flora
bacteriana competitiva, simulamos a situagdo real encontrada na rotina
bacterioldgica que recebe amostras de campo, na maioria das vezes com flora
mista bacteriana e células injuriadas, fazendo-se necessaria a incluséo do pré-
enriquecimento para recuperar as células lesadas e aumentar a concentracao
bacteriana a niveis detectaveis nos testes, caso a amostra apresente baixos
niveis de contaminacao.

Com a técnica de PCR em 44h obtivemos o resultado, a inclusdo da
etapa de enriquecimento seletivo em caldo Rappaport-Vassidilis foi necessaria
devido a baixa concentragao do indculo de Salmonella e presenca de bactérias
competidoras nas amostras. Alguns autores relatam que um dos limitantes para
a técnica de PCR é a inibicao da enzima Taq polimerase pelos componentes
presentes em amostras de alimentos e a presengca de baixo numero de
bactérias alvo por grama de alimento (31). O exame bacteriolégico foi 0 método
com maior tempo de analise encontrado, pois o resultado final foi obtido com
88h. O exame bacterioldgico € considerado no mundo todo como gold standard

para a deteccdo de Salmonella em amostras de alimentos para consumo
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humano e para a alimentag&o animal, cada local segue sua propria legislagao
para o isolamento deste patdégeno, por exemplo, ISO 6579:2002 ou European
gold standard (DIN EN 12824:1998), mas as etapas principais para detecgéo
de Salmonella em alimentos sdo basicamente as mesmas: pré-enriquecimento
nao seletivo, enriquecimento seletivo, isolamento em agar solido seletivo e
confirmacgédo bioquimica e soroldgica. O tempo gasto em cada legislagcado
adotada é variavel, bem como os meios liquidos e sdélidos empregados, um
resultado positivo seguindo a metodologia da ISO 6579:2002 pode levar até
seis dias, enquanto pela metodologia preconizada pela DIN EN 12824:1998 o
resultado sera obtido em oito dias, ja os resultados negativos poderdo ser
emitidos entre quatro e seis dias (32, 33, 34).

Com estes resultados podemos concluir que os testes possuem
excelente equivaléncia em relacdo a deteccdo de amostras positivas de
Salmonella Enteritidis, Salmonella Heidelberg e Salmonella Typhimurium em
carne de frango. O ensaio de Separagdo Imunomagnética associada a
Bacteriofago foi o método mais rapido para obtencao do diagndstico final, 20h,
tornando-se aplicavel para utilizacdo na rotina laboratorial como teste de

triagem.
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4 CAPITULO 2 - Trabalho Cientifico 2

“Trabalho a ser enviado para a revista Acta Scientiae Veterinariae”

Custos de dois Métodos Rapidos e o Exame Bacteriolégico Convencional

para a Deteccao de Salmonella enterica em Carne de Frango.

ABSTRACT

Background: Um dos principais desafios para a cadeia avicola consiste no
diagnostico de Salmonella nos plantéis aviarios e também em seus produtos,
como carne e ovos, isto acarreta em perdas econémicas significativas para a
maioria dos paises, pois requerem investimentos em medidas de controle e
prevengdo. O objetivo principal deste estudo foi descrever os custos, as
vantagens e desvantagens do uso de dois testes rapidos, Separacao
Imunomagnética associada a Bacteriéfago e PCR, e do exame bacterioldgico
convencional para a detecgao de Salmonella Heidelberg, Salmonella Enteritidis

e Salmonella Typhimurium em amostras de carne de frango.

Materials, Methods & Results: Foram contaminadas artificialmente 270
amostras de lavado de sobrecoxas de frango, destas 90 amostras
corresponderam ao sorovar Heidelberg, 90 ao sorovar Enteritidis e 90 ao
sorovar Typhimurium. As sobrecoxas foram submetidas a trés testes
diagndsticos, o teste bacteriolégico convencional, reacdo de PCR e Separacéao
Imunomagnética associada a Bacteridfago. Os meios de cultura, reagentes e
demais materiais necessarios para realizacdo dos testes foram descritos, bem
como a metodologia empregada em cada ensaio. Apos a realizagéo dos testes,
foram calculados os valores dos materiais utilizados, através de consulta de
precos com os fornecedores, para determinagdo dos custos para a obtencao
do resultado final. Os valores foram apresentados em reais, dolares e euros
para facilitar a comparacdo com trabalhos de outros paises. As amostras de
Salmonella foram recuperadas pelos testes propostos, totalizando 258
amostras positivas no exame bacterioloégico convencional, 269 amostras

positivas no teste de Separagdo Imunomagnética associada a Bacteriéfago e
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266 de positividade no PCR. Com relagdo aos custos de cada teste
encontramos um valor médio por amostra de R$5 (correspondendo a US$1.43
ou €1.31) para o exame bacteriolégico. No teste de Separacéo
Imunomagnética associada a Bacteriéfago o valor por amostra foi de R$6,80
(US$1.94 e €1.78). Ja o valor das amostras pelo método de PCR foi de R$4,60
(US$1.31 ou €1.21). A etapa de pré-enriqguecimento foi considerada comum a
todos os testes, e seu custo aproximado foi de R$9,10 (o valor convertido em
dolares foi de US$2.60 e em euros €2.39).

Discussion: As doengas transmitidas por alimentos (DTA) s&o uma
preocupagao mundial e a questdo principal visa o desenvolvimento de
estratégias que permitam o seu controle garantindo a oferta de produtos
seguros para o mercado consumidor. Salmonella spp. € um dos principais
patdogenos associado a DTA, e a carne de frango e seus subprodutos sao
frequentemente relatados em surtos de salmonelose em humanos. O
isolamento deste patdégeno continua sendo um desafio para a cadeia produtiva
que necessita de rapidez e ao mesmo tempo confiabilidade para a liberacido de
seus produtos. O exame bacterioldgico convencional ainda é considerado gold
standard para detecgdo de Salmonella em alimentos, as desvantagens deste
meétodo sdo o tempo necessario para a realizacdo de todas as etapas, que
dependendo da metodologia seguida pode chegar até a oito dias. Os testes
rapidos avaliados apresentaram como vantagens a agilidade de diagnostico e
equivaléncia nos resultados com o teste padrédo, sendo promissoras opg¢des na
rotina laboratorial para a triagem das amostras positivas. Mas existem poucos
trabalhos descrevendo o custo/beneficio das técnicas existentes para a
detecgdo de patdogenos alimentares. A avaliagdo dos custos para utilizagdo de
um novo agar cromogénico no diagndstico de Salmonella comparou 0s pregos
necessarios para a sua implantagcdo com os meios rotineiramente utilizados
nos laboratérios. As etapas de inoculagao, subculturas, triagem e confirmacéao
foram estimadas, para 4.600 amostras, em €24.150, €42, €5.015, e €6.181,
totalizando €35.388 utilizando meios de cultura tradicionais. Sendo que o custo
unitario de cada amostra foi de €7,69, em reais o valor por amostra seria de
R$29,45. As diferencas encontradas, ao compararmos estes custos com os

valores descritos em nosso trabalho, devem-se ao fato das marcas dos meios
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de cultura serem diferentes, e também por ndo termos incluido em nossa
pesquisa os custos de manutengao de equipamentos e das pessoas envolvidas

no processamento das amostras.

Keywords: Salmonella Enteritidis, Salmonella Heidelberg, Salmonella

Typhimurium, separa¢ao imunomagnética, bacteriofago, PCR.

INTRODUGAO

Infecgbes por bactérias do género Salmonella sao causadoras de
doencgas agudas e crbnicas em aves, isto acarreta em perdas econémicas
significativas para a maioria dos paises, pois requerem investimentos em testes
diagnosticos e medidas de controle e prevencdo. Os plantéis de aves
infectadas estdo entre os principais reservatérios deste patdgeno para o ser
humano, através da transmissao pela cadeia alimentar por carne de frango e
ovos contaminados. Este fato deve-se a alta prevaléncia de infeccdo por
Salmonella nas aves domésticas, ao elevado numero de frangos e perus
criados comercialmente e também aos extensivos programas de identificagdo
de produtos avicolas e plantéis infectados [6].

Um dos principais desafios para a cadeia avicola consiste no diagndstico
deste patdégeno. O método bacteriolégico convencional é recomendado pela
maioria dos oOrgaos regulatorios, pois é considerado “gold standard” para
analises de patdogenos em alimentos, este aspecto € importante para o
comércio internacional, mas a maior desvantagem € a exigéncia de grandes
volumes de meios liquidos, solidos e reagentes, além de que sua execugao &
laboriosa e, por consequéncia, ocorre inevitavel demora na obtencdo dos
resultados, por isso métodos rapidos de diagndstico estdo sendo desenvolvidos
para acelerar a deteccédo de patdbgenos em alimentos [14].

O objetivo deste estudo foi descrever os custos, as vantagens e
desvantagens do uso de dois testes rapidos, Separagdo Imunomagnética
associada a Bacteriofago e PCR, e do exame bacteriolégico convencional para
a deteccdo de Salmonella Heidelberg, Salmonella Enteritidis e Salmonella

Typhimurium em amostras de carne de frango.
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MATERIAIS E METODOS

Foram contaminadas artificialmente 270 amostras de sobrecoxas de
frango, adquiridas na rede de supermercados da cidade de Botucatu — SP, com
trés concentragdes de inoculo, 100, 10 e 5 UFC/25mL, destas 90 amostras
corresponderam ao sorovar Heidelberg, 90 ao sorovar Enteritidis e 90 ao
sorovar Typhimurium. As sobrecoxas foram submetidas a trés testes
diagnosticos, o teste bacteriolégico convencional, reacédo de PCR e Separacéo
Imunomagnética associada a Bacteridfago, segundo metodologias descritas
abaixo, bem como os meios de cultura, reagentes e demais materiais

necessarios para realizagao dos testes.
Exame bacteriolégico Convencional

Para o exame bacterioldgico seguimos a metodologia recomendada pela
legislagdo brasileira [3], para isto 25g de sobrecoxas de frango foram pesadas
em balanca analitica e transferidas para stomacher bags com filtro total,
juntamente com 225mL de caldo Tryptone Soya Broth (TSB)', e
homogeneizadas durante 2min em homogeneizador de amostras tipo
Stomacher. Aliquotas de 25mL do lavado foram transferidas para tubos de
45mL e inoculadas com a concentracéo de interesse.

Posteriormente a inoculagdo, os 25mL foram adicionados em stomacher
bag com 250mL de caldo TSB suplementado com 20ug/mL de novobiocina?,
para entao dar-se inicio a etapa de pré-enriquecimento com a incubagao em
estufa bacteriolégica durante 16h a 37°C. Em seguida foi realizado o
enriquecimento seletivo, onde 0,1mL do caldo de pré-enriquecimento foi
adicionado em 9mL de caldo Rappaport-Vassiliadis®, e outra aliquota de 1mL
foi transferida para o 9mL do caldo Tetrationato® acrescido de 0,2mL de
solucdo de iodo e 0,1mL de verde brilhante, ambos foram incubados a 41°C
por 24h. Entédo, os caldos foram estriados em placas de Petri com agar sdlido,
os agares de eleigdo foram o Agar Verde Brilhante (AVB)4 e Agar Xilose-Lisina-
Desoxicolato (XLD)* que eram incubadas a 37°C durante 24h. A triagem
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bioquimica foi realizada com as placas que apresentaram crescimento de
coldénias compativeis morfologicamente com Salmonella spp.

Os meios utilizados para a triagem bioquimica foram Agar Triplice
Acucar Ferro (TSI)'!, Agar Lisina Ferro (LIA)®, caldo Ureia®, meio Sulfeto Indol
Motilidade (SIM)" e Citrato de Simmons®. Também foi realizado o teste de
soroaglutinacdo com antissoro polivalente “O” para Salmonella. As amostras
que apresentaram colonias morfologicamente semelhantes a Salmonella,
bioquimico de triagem equivalente e reagdo positiva no teste de

soroaglutinagdo com antissoro polivalente eram consideradas positivas.
Reacgdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a realizacdo do PCR utilizamos aliquotas de 1mL do caldo
Rappaport-Vasidialis para extrair o DNA das amostras. A técnica de extragao
escolhida foi o tratamento térmico, para tanto foram realizadas trés lavagens
com 1mL de Phosphate Buffered Saline (PBS) seguidas por centrifugacéo a
8.000 x g durante 5min a 10°C e apd6s a ultima lavagem o pellet era
ressuspendido em 600uL de TE (10mM Tris-HClI e 1mM EDTA, pH 8.0) e
aquecido em banho-maria 95°C durante 10min. Por fim centrifugado a 8000rpm
durante 5min a 10°C, sendo coletado 200uL do sobrenadante e armazenado a
-20°C [4,2].

Utilizamos o} primer para o] gene invA (Fw: 5'-
TTGTTACGGCTATTTTGACCA — 3" ; Rv: 5- CTGACTGCTACCTTGCTGATG
-3") [12] na concentragdao de 20picomol/pL. Para amplificagcdo no volume final
de 25uL, contendo 5uL de cada amostra, 1uL de cada primer, 12.5uL do mix
de amplificagdo GoTaq® Green Master Mix’, e 5.5 pL de agua ultrapura. A
mistura foi processada em termociclador®, consistindo de: 5 min a 94°C, 35
ciclos de amplificagéao (30 seg a 94°C, 30 seg a 60°C e 30 seg a 72°C) seguido
de extensao final por 4min a 72°C [8].

Os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose 1.5% corado
com GelRed® e a visualizacdo realizada em transiluminador. Foram
considerados positivos os produtos resultantes com tamanho esperado de
521pb.
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Separagdo Imunomagnética associada a Bacterioéfago

Para este teste rapido utilizamos protocolo descrito por [5] com
modificagdes, onde aliquotas de 1mL do caldo de pré-enriquecimento apds o
periodo de 16h de incubacdo. Estas eram acondicionadas em tubos tipo
Eppendorf com adigdo de 20uL de Dynabeads®anti-Salmonella' e submetidas
a rotacdo de 30rpm por 30min em aparelho Dynal®MX4 mixer'', apds este
periodo os tubos foram transferidos para o separador de particulas magnéticas
Dynal Magnetic Particle Concentrator®MPC-S'" durante 3min, para separar os
beads do caldo de enriquecimento. Entdo o sobrenadante era aspirado e
descartado e os beads eram lavados em solucao tampao de PBS Tween-80 a
0,1% (PBST), e ressuspendidos em 250uL de TSB. Esta primeira etapa é
denominada captura.

Ja na seguinte etapa, de ligacdo e amplificagdo, ocorre a incorporagéo
de 0,1mL do bacteriéfago P22 a amostra e subsequente incubacéo por 10min a
37°C em estufa bacteriolégica. Entao foi realizada outra etapa no separador de
particulas magnéticas com novas lavagens com PBST e novamente as
particulas foram ressuspendidas em 0,1mL de TSB e incubadas durante 30min
a 37°C.

Na ultima etapa, de incubacido e detecgao, adicionou-se em um novo
microtubo o sobrenadante das amostras juntamente com 1mL de cultura pura
de Salmonella Typhimurium, denominada (SAC), e foram incubados durante 2h
a 37°C para que pudéssemos detectar a expressdo da lise pelo fago em
amostras positivas. A leitura dos resultados foi realizada em espectrofotdmetro

Mpro'2,

GeneQuan

Consideramos positivas as amostras que apresentaram uma densidade
optica 70% menor que a média dos valores obtidos nas amostras controle
negativas. Estes valores foram estabelecidos em estudos realizados por [5].
Em resumo, as amostras positivas apresentaram decréscimo na densidade
Optica, uma vez que o fago se ligou nos beads impregnados com Salmonella e
expressou seu ciclo litico ao ser exposto a uma nova cultura bacteriana (SAC).
Ja nas amostras negativas, detectamos uma elevada densidade O6ptica, pois
nao havia Salmonella ligada aos beads, entdo o bacteriéfago néo se ligou as

particulas magnéticas e foi removido com as lavagens. Desta forma, ao
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adicionarmos o SAC, no caso de amostras negativas, n&o existiam
bacteriéfagos capazes de combater as novas células de Salmonella presentes
no SAC.

Determinacgéo de Custos

ApOs a realizagao dos testes descritos, bem como o detalhamento dos
reagentes e meios de cultura necessarios para a realizagao de cada método,
foram calculados os valores dos materiais utilizados em cada teste, através de
consulta de precos com os fornecedores, e entdo foi determinado o custo por
amostra para cada teste. Os valores serdo apresentados em reais, dolares e

euros para facilitar a comparagao com trabalhos de outros paises.

RESULTADOS

As amostras de Salmonella foram recuperadas pelos testes propostos,
totalizando 258 amostras positivas no exame bacteriolégico convencional, 269
amostras positivas no teste de Separagdo Imunomagnética associada a
Bacteriofago e 266 de positividade no PCR.

Com relacao aos custos de cada teste encontramos um valor médio por
amostra de R$5 (com valor correspondente em dolares de US$1.43 e em euros
€1.31) para o exame bacterioldgico. No teste de Separagdo Imunomagnética
associada a Bacteriéfago o valor por amostra foi de R$6,80 (sendo US$1.94 e
€1.78). Ja o valor das amostras pelo método de PCR foi de R$4,60 (US$1.31 e
€1.21). A etapa de pré-enriquecimento foi considerada comum a todos os
testes e incluia a utilizagao de sacos tipo stomacher, caldo TSB e o antibiotico
novobiocina, e seu custo aproximado foi de R$9,10, sendo o valor convertido
em délares de US$2.60 ou em euros €2.39 (Tabela 1).
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Tabela 1. Valores aproximados do custo por amostra, em real, dolar

e euro, para trés métodos de diagndstico para Salmonella em amostras de

alimento.
Teste Diagnéstico Real R$ Dolar US$ Euro €
Bacteriologico 14,10 4.03 3.70
PCR 13,70 3.91 3.60
Separagao Imunomagnética associada a 15,90 4.54 417
Bacteriofago
DISCUSSAO

As doengas transmitidas por alimentos (DTA) sdo uma preocupagao
mundial devido seus crescentes numeros de casos, € a questao principal visa o
desenvolvimento de estratégias para permitirem o seu controle, garantindo
desta forma a oferta de produtos seguros para o mercado consumidor [11].
Salmonella spp. € um dos principais patdogenos associado a DTA, e a carne de
frango e seus subprodutos sdo frequentemente relatados em surtos de
salmonelose em humanos [9]. O isolamento desta bactéria continua sendo um
desafio para a cadeia produtiva que necessita de rapidez e ao mesmo tempo
confiabilidade para a liberagao de seus produtos.

O exame bacteriolégico convencional ainda ¢é considerado “gold
Standard” para deteccdo de Salmonella em alimentos, as etapas que o
constituem s&o um pré-enriquecimento nao seletivo, seguido pelo
enriquecimento seletivo, isolamento em agar sélido, confirmagao bioquimica e
sorologica. As desvantagens deste método sdo o tempo necessario para a
realizacéo de todas as etapas, que dependendo da metodologia seguida pode
chegar até em oito dias no caso do padréo europeu (DIN EN 12824:1998), e
alguns autores relatam seu custo elevado [10, 7]. Em nosso trabalho também
citamos como principal desvantagem o tempo de analise, seguindo a
metodologia preconizada pela legislagao brasileira demoramos quatro dias a
confirmacéao do resultado, mas em relagdao aos custos observamos um padrao

intermediario, ao compara-lo com os outros dois métodos, concordando com
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outros autores que afirmam que o exame bacteriologico ndo exige uma
infraestrutura cara e os materiais de consumo necessarios sao relativamente
baratos [14].

Embora testes rapidos venham sendo desenvolvidos, as informacgdes a
respeito de seus custos reais e beneficios sdo escassos, um estudo descreveu
que o custo de uma amostra pelo teste de PCR para Campylobacter,
Salmonella e E. coli seria de £18,85, £15,66 ao utilizar imunoensaio e £15,01
com o método bacterioldgico [1]. Convertendo estes valores teriamos R$102,
US$12.08 e €13.46 no teste de PCR, para o imunoensaio o custo sairia
R$84,70, US$10.03 e €11.1, j4 o exame bacterioldgico padrdo para estes
patégenos seria de R$81,24, US$9.62 e €10.72 euros. Estes valores diferem
dos encontrados em nosso trabalho, mas supomos que se deva ao fato da
analise incluir trés patégenos alimentares.

Outro trabalho avaliou os custos para utilizagdo de Agar Cromogénico no
diagnostico de Salmonella e comparou 0s pregos necessarios para a sua
implantacdo com os meios rotineiramente utilizados nos laboratoérios. As etapas
de inoculagéo, subculturas, triagem e confirmagao foram estimadas, para 4.600
amostras, em €24.150, €42, €5.015, e €6.181, totalizando €35.388 com o uso
de meios de cultura tradicionais [13]. O custo unitario de cada amostra foi de
€7,69, em reais o valor por amostra seria de R$29,45. As diferencas
encontradas, ao compararmos estes custos com os valores descritos em nosso
trabalho, devem-se ao fato das marcas dos meios de cultura serem diferentes
das empregadas por nds, e também por ndo termos incluido em nossa
pesquisa os custos de manutengao de equipamentos e das pessoas envolvidas
no processamento das amostras.

O ensaio de Separagao Imunomagnética associado a Bacteriéfago foi o
teste para Salmonella com maior custo de execugdo, mesmo assim a diferenga
por amostra foi de R$1,80 a mais que o teste bacteriolégico padrdo. O custo do
anticorpo magnético anti-Salmonella o que elevou o valor da analise, pois os
custos com reagentes neste teste foram irrisérios. As vantagens deste teste
sao a rapidez na obtencdo dos resultados, pois sdo obtidos em 20h
computando a etapa de pré-enriquecimento, e a deteccdo de amostras

positivas apenas na presencga de bactérias viaveis, uma vez que o bacteriéfago
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precisa de células bacterianas vivas para se ligar e expressar seu poder de
lise.

Uma das vantagens constatadas na técnica de PCR foi o menor custo
por amostra e resultados rapidos, em torno de 40h. Como desvantagens
podemos citar a necessidade de um laboratério bem equipado e com equipe
habituada com a técnica, por ser um teste que detecta o DNA bacteriano nem

sempre apresenta a situagao real da amostra.
CONCLUSAO

Concluimos que os custos dos reagentes e meios de cultura por
amostras, nao incluindo os valores de manutencdo do laboratério e
funcionarios, sdo semelhantes, sendo estes R$13,70, R$14,10 e R$15,90, o
mais barato o diagnostico por PCR, seguido do bacteriolégico convencional e
entdo a Separagcdao Imunomagnética associada a Bacteriofago. O exame
bacteriologico € um método consagrado e recomendado pela legislagdo de
diversos paises, mas demanda tempo. Os testes rapidos avaliados apresentam
como vantagens a agilidade de diagndstico e equivaléncia nos resultados com
o teste padrao, sendo promissoras opg¢des na rotina laboratorial para a triagem

das amostras positivas.

Manufacturers

! HiMedia, Mumbai, india.

? Inlab, Diadema, SP, Brasil.

3 Acumedia, Lansing, Michigan, Estados Unidos.
* Sigma — Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos.
® Difco, Maryland, Estados Unidos.

® PROBAC DO BRASIL, Sao Paulo, SP, Brasil.

" PROMEGA, Madison, USA.

8 Eppendorf AG Mastercycler Gradient.

° BIORAD

1% AppliedBiosystems™, Foster City, CA, Estados Unidos.
" Invitrogen, Oslo, Norway.

'2 Amersham Biosciences, Buckinghamshire, Inglaterra, UK.
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5 DISCUSSAO GERAL

A escolha dos sorovares para os experimentos realizados nesta tese foi
baseada em dados da literatura que relatam a incidéncia frequente destes em
lotes de aves, produtos de origem avicola como carne e ovos e também a
ocorréncia de surtos de DTA em humanos com alguns destes sorovares
envolvidos.

Pandini et al. (2014) avaliaram o perfil de resisténcia e os principais
sorovares de Salmonella spp. isolados em aviarios no estado do Parana, para
isto coletaram 342 suabes de arrasto, destes 39 foram positivos (11,4%) para
Salmonella com 19 sorovares diferentes. O sorovar com maior isolamento foi
Salmonella Heidelberg (12,82%), a frequéncia de Salmonella Mbandaka e
Salmonella Newport foi de 10,25% e S. Schwarzengrund, S. Enteritidis, S.
Livingstone e S. Orion corresponderam a 7,70%, a susceptibilidade aos
agentes antimicrobianos foi constatada em 51,3% das cepas que apresentaram
resisténcia a um ou mais principios. Andreatti Filho et al. (2009) também
utilizaram suabes de arrasto em camas de aviario, totalizando 806 amostras,
para verificar a ocorréncia de Salmonella em granjas de frangos de corte no
estado de Sao Paulo. Foram encontradas 22 amostras positivas para
Salmonella, correspondendo a 2,7%, o sorovar com maior incidéncia foi o Give,
com 50% dos isolados e Salmonella Enteritidis obteve 9,1% do total.

Outra pesquisa determinou a diversidade de gendtipos e sorovares de
82 isolados de Salmonella spp. de granjas de frangos de corte utilizando o
método bacterioldgico convencional e a eletroforese em gel de campo pulsado
(PFGE) e os sorovares mais frequentes foram Minessota (40,24%), Infantis
(14,63%), Heidelberg (7,31%), Senftenberg (6,09%) e Mbandaka (6,09%)
(VOSS-RECH et al., 2015). Ahmed e Shimamoto (2014) analisaram produtos
carneos, entre eles carne de frango, e lacteos através de isolamento bacteriano
e técnica de PCR no Egito o total de produtos submetidos as analises foi de
1600 amostras, e em 69 (4,3%) amostras houve a detecgdo de Salmonella
enterica, os sorovares Typhimurium, Enteritidis e Infantis foram os mais
prevalentes no total de isolamentos, mas ao avaliarmos apenas a detecgéo em
produtos carneos de origem aviaria este quadro se inverte, pois o sorovar

Infantis foi o mais detectado (com seis amostras positivas), seguido por
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Salmonella Enteritidis (cinco amostras positivas) e entdo o sorovar
Typhimurium (com a detecgc&o de duas amostras).

Os sorovares de Salmonella detectados em plantéis avicolas e em
pesquisas com alimentos possuem diferencas entre as regides onde sao
executadas as coletas e também possuem variagao temporal, pois dependendo
do ano em que foi realizada a analise encontramos maior prevaléncia de
determinado sorovar. Mesmo assim podemos constatar que, na maioria dos
trabalhos, Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium sdo relatadas,
embora a ocorréncia seja variavel.

Os alimentos de origem animal sdo associados, com frequéncia, na
epidemiologia em casos de salmonelose em humanos, mesmo com os avangos
tecnolégicos, a carne de frango e seus subprodutos sdo passiveis de
contaminagdo por micro-organismos do género Salmonella (CARVALHO;
CORTEZ, 2005). O diagnéstico rapido e preciso deste patdogeno alimentar
atualmente é considerado um desafio, o método bacteriolégico convencional é
0 mais utilizado para analise desta bactéria, mas requer mais de cinco dias
para emissdo de um resultado positivo. A possibilidade de variacbes
bioquimicas e mutagcbdes genéticas que a bactéria Salmonella pode apresentar
tém colocado em questionamento sua sensibilidade e especificidade, além
disto, a demora na emissao de laudos pode comprometer as medidas de
controle de frigorificos ou a liberacdo de produtos carneos para o mercado
consumidor (DICKEL et al. 2005).

Mundialmente a maioria das legislagdes ndo permite a comercializagao
de carne de frango contaminada por Salmonella, e é essencial que os testes
utilizados tenham alta sensibilidade, com capacidade de identificar quantidades
minimas deste patdgeno nas amostras. A industria necessita de resultados em
curtos periodos de tempo para cumprirem a crescente demanda de produtos
avicolas pelo mercado consumidor, por isso as pesquisas estao voltadas para
suprir esta caréncia, para desenvolverem testes mais rapidos e aplicaveis a
realidade encontrada.

Segundo Stone et al. (1994) os testes rapidos para identificacdo dos
sorovares de Salmonella nao substituirdo as técnicas bacteriolégicas
convencionais para o diagndstico deste patdégeno, mas servirdo como um

complemento para o diagndstico. Pois € necessario cultivar o micro-organismo
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para a realizagcdo de antibiogramas, estudos epidemiolégicos e sorotipagem.
Ao combinarmos as técnicas havera um incremento dos resultados positivos e

consequente reducgao dos resultados falso-negativos.
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6 CONCLUSOES GERAIS

Podemos concluir que a Separagdao Imunomagnética associada ao
Bacteriéfago P22 € um método promissor para o diagndstico de Salmonella em
carne de frango, pois foi capaz de detectar baixas concentragdes de trés
sorovares, Salmonella Enteritidis, Salmonella Heidelberg e Salmonella
Typhimurium, em um curto espago de tempo sendo necessario apenas 20h
para o resultado. Este teste, além de possuir extrema especificidade devido a
associagao com o bacteriofago, foi bastante sensivel com 99,6% de amostras
Salmonella detectaveis. A capacidade do bacteriéfago de infectar somente
células bacterianas viaveis € um ponto positivo para a seu emprego em testes
de diagnostico bacteriano.

A desvantagem constatada foi o custo, que comparado com os demais
testes foi um pouco maior, este foi avaliado em R$6,80 por amostra. Néo
constatamos diferenca estatistica em relagao a deteccdo de Salmonella pelos
trés testes, confirmando a equivaléncia entre eles. Com o método
bacteriologico conseguimos recuperar 95,5% de amostras positivas e com a

técnica de PCR obtivemos 98,5% de positivos.
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