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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



carnes, valor nutricional, facilidade de preparo e versatilidade de cortes e de
produtos semipreparados e prontos para consumo (CARDOSO, 2015).

Para atingir melhores niveis de produtividade e pela caracteristica de
producdo em confinamento, os plantéis, em sua grande maioria, possuem alta
densidade de aves, facilitando a instalacédo e disseminacédo de doencas. Dentre
elas destaca-se Salmonella spp., que acarreta prejuizos econémicos como
perda de peso e mortalidade das aves e, também traz riscos para a saude
publica, como por exemplo no caso das Doencas Transmitidas por Alimentos
(DTA’s) (ZANINELLI et al., 2019; MENDONCA, 2011).

No Brasil, o Programa Nacional de Sanidade Avicola — PNSA apresenta
medidas para prevencao, controle e erradicacdo de doencas de importancia na
avicultura e na saude publica, seguindo o preconizado pelo Cddigo Sanitario
para Animais Terrestres da Organizacdo Mundial de Saude Animal (BRASIL,
2020). No PNSA séao estabelecidas medidas de controle e monitoramento dos
sorotipos de Salmonella Pullorum, Gallinarum, Enteritidis e Typhimurium nas
granjas e nos demais estabelecimentos processadores de produtos avicolas.
Para tanto, estéo disponiveis trés instru¢cdes normativas:

* Instrucao Normativa SDA n° 78, de 3 de novembro de 2003, que
aprova as Normas Técnicas para Controle e Certificacdo de Ndcleos e
Estabelecimentos Avicolas como livres de Salmonella Gallinarum e de
Salmonella Pullorum e Livres ou Controlados para Salmonella Enteritidis e para
Salmonella Typhimurium (BRASIL, 2003);

* Instrugdo Normativa MAPA n° 56, de 04 de dezembro de 2007, que
estabelece o0s procedimentos para registro, fiscalizagdo e controle de
estabelecimentos avicolas de reproducdo, comerciais e de ensino ou pesquisa
(BRASIL, 2007); e

* Instrugcdo Normativa SDA n° 20, de 21 de outubro de 2016, que
estabelece o controle e 0 monitoramento de Salmonella spp. nos
estabelecimentos avicolas comerciais de frangos e perus de corte e nos
estabelecimentos de abate de frangos, galinhas, perus de corte e reproducéo,
registrados no Servico de Inspecao Federal (SIF), com objetivo de reduzir a
prevaléncia desse agente e estabelecer um nivel adequado de protecédo ao
consumidor (BRASIL, 2016).
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A ANVISA, por meio da Instru¢cdo Normativa n° 60 de 23 de dezembro de
2019, estabelece padrdoes microbioldgicos para diversos alimentos prontos para
oferta ao consumidor, dentre eles a carne de aves, sendo o padrao em 25
gramas, auséncia de Salmonella spp (BRASIL, 2019).

Mesmo com todo o investimento em sanidade, Salmonella spp. ainda hoje
se faz presente na avicultura. Segundo YAMATOGI et al. (2016), em seu estudo a
prevaléncia de Salmonella em produtos de frango destinados ao consumo variou de
39,3 a 86,7%. Outros autores demonstram a presenca desta bactéria nos mais
diversos pontos das cadeias produtivas de aves. Por exemplo, WALDMAN et al.
(2020) identificaram por meio de analises moleculares a presenca em amostras
de pool de orgaos, visceras, suabes de arrasto e botas, fezes e racéo
provenientes de granjas de frangos de corte. Ainda, SILVEIRA et al. (2019)
detectaram a presenca de Salmonella spp. em cortes de filé de frango destinado

a alimentacao escolar.
2.2. Doencgas de Origem Alimentar

Doencas de origem alimentar sdo aquelas causadas pela ingestdo de
alimentos ou agua contaminados com bactérias, virus, fungos, prions, parasitos,
toxinas e substancias toxicas, tais como agrotoxicos (BRASIL, 2019). Os
produtos de origem avicola estdo expostos a uma vasta gama de agentes
contaminante nas mais diversas etapas da producédo de aves. Desta forma, os
programas sanitarios de monitoramento e controle nos incubatoérios e granjas e
0s programas de higiene e autocontrole de abatedouros e entrepostos séo uma
ferramenta para garantir a satde do consumidor.

Bactérias do género Salmonella sdo hoje um dos principais agentes
envolvidos nas DTHA e estdo frequentemente associados ao consumo de carne
de aves, ovos, produtos carneos e produtos frescos tais como frutas, verduras e
legumes (MORGADO et al., 2021; BARANCELLI et al., 2012). Entretanto cabe
destacar que diversos tipos de produtos de origem animal, tais como leite, carne
bovina e suina e até mesmo a agua sao importantes veiculos de transmissdo do
patégeno ao ser humano (MEGID et al, 2016).

Nos [Estados Unidos estima-se que anualmente ocorram
aproximadamente 1,2 milhdes de casos de salmonelose nao tifoide, com 450
mortes (CDC, 2019). J& no Brasil, segundo dados do Ministério da Saude, entre
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0s anos de 2012 e 2021 foram registrados 6.347 surtos de DTHA, com 610.684
expostos, 104.839 doentes, 13.446 hospitalizados e 9 Obitos, sendo a
Salmonella spp. o terceiro agente mais identificado em 11,2% dos casos, atras
apenas da Escherichia coli em 29,6% e do Staphylococcus aureus em 12,9%
(BRASIL, 2022). Os sinais e sintomas de uma infec¢cdo por Salmonella n&o
tifoidal sdo muito semelhantes aos de outras gastroenterites. Além disso, muitas
vezes as doencas evoluem para a cura sem a necessidade de hospitalizacao e
identificacdo do agente, 0 que leva a crer que 0 nimero de casos seja
subestimado (SHINOHARA et al., 2008).

Salmonelas séo habitantes do trato gastrointestinal dos animais e apesar
de todo o investimento tecnolégico e da adocao de programas de autocontrole
no abate de aves, ainda ndo ha uma ferramenta eficaz que garanta a eliminacéo
da bactéria nas carcacas de frangos. No abate de frangos de corte ha pontos
criticos onde a chance de contaminacdo sdo maiores, como na escaldagem,
depenagem, evisceracéo e principalmente as etapas de resfriamento (CORREA,
2021; VON RUCKERT et al., 2009). Sendo assim, 0 monitoramento por meio da
identificacdo e quantificacdo deste agente nos alimentos é importante para a
dimensionar a carga microbiana na superficie das carcacas e verificar a
eficiéncia das acdes nos pontos de controle destas etapas, a fim de garantir a
seguranca do consumidor (SANTOS, 2014; RISTORI et al., 2008), uma vez que
o ambiente residencial € o principal local de ocorréncia de surtos por DTHA
(BRASIL, 2022). BLANC e AZEREDO (2014) observaram em sua pesquisa
comportamentos inadequados dos consumidores quanto a manipulacdo e
conservacdo de alimentos, que podem levar a contaminacdo cruzada no

ambiente residencial e a riscos aos grupos mais vulneraveis.
2.3. O género Salmonella spp.

Bactérias do género Salmonella pertencem a familia Enterobacteriaceae.
Morfologicamente sdo caracterizadas por bacilos Gram negativos, anaerdbios
facultativos, méveis por flagelos peritriquios, a exce¢ao dos sorotipos Gallinarum
e Pullorum, que séo imoéveis; podendo ou n&do ser capsulados e ndo formadoras
de esporos. Sdo fermentadoras de glicose (com producao de acido e géas), além
de arabinose, maltose, manitol, manose, ramnose, sorbitol, trealose, xilose e

dulcitol; entretanto ndo fermentam lactose, sacarose, malonato e salicina. Sao
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consideradas oxidase negativa e catalase positivas. Nas provas de indol, Voges
Proskauer, vermelho de metila e ureia, sdo negativas. Ainda, realizam
descarboxilagéo de lisina e ornitina, reduzem nitrato a nitrito e utilizam citrato
como fonte Unica de carbono. Sua temperatura de crescimento est4 na faixa de
5 a 46°C, sendo 38°C a temperatura 6tima. Por ndo formarem esporos, estas
bactérias sdo termosensiveis, ou seja, sao destruidas a temperaturas superiores
a 60°C, entre 15 e 20 minutos (BRASIL, 2011; GAST et al., 2020).

Atualmente estéo divididas em duas espécies geneticamente distintas: S.
bongori, e S. enterica, sendo esta, dividida em seis subespécies: enterica,
salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica. Existem mais de 2600
sorovares, que sao classificados segundo o esquema de Kaufmann & White,
com base em seus antigenos somaticos (O), flagelares (H) e capsulares (Vi).
Desta maneira, a nomenclatura se da pelo género Salmonella e o sorotipo, por
exemplo, Enteritidis. (MCVEY et al., 2016; TRABULSI e ALTERTHUM, 2015;
FORSYTHE, 2013).

A Salmonella spp. possui distribuicdo cosmopolita e o principal
reservatorio é o sistema gastrointestinal de animais de sangue quente e frio. Os
principais veiculos sdo o solo, agua, vegetais e alimentos de origem animal
contaminados com a bactéria. A principal forma de transmisséo é pela via fecal-
oral, quando ha ingestdo de agua ou alimentos contaminados. A ocorréncia da
doenca depende de diversos fatores tais como a dose infectante, o status imune

do hospedeiro e o sorotipo envolvido (MCVEY et al., 2016).
2.3.1. Salmoneloses em aves

A principal via de entrada da Salmonella no organismo é a oral, por meio
de alimentos ou agua contaminados. ApOs atravessar a barreira acida do
estbmago, a bactéria migra para o intestino, preferencialmente para as regides
do ceco e das juncdes ileocecais, onde realiza a adesado ao epitélio por meio de
suas fimbrias. O processo de invasdao pode ocorrer em enterécitos e células
caliciformes. Entretanto, as salmonelas demonstram certa preferéncia pelas
células M das microvilosidades intestinais. Cabe salientar que este tipo celular
recobre estruturas linfoides, como por exemplo as placas de Peyer, além de
serem especializadas na apresentacdo de antigenos. Uma vez dentro da célula

M, ela alcanga submucosa, onde encontra os fagocitos. A invasao também pode
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ocorrer em ceélulas dendriticas ou por meio de rompimento de tight junctions.
ApoOs atravessar o epitélio, sdo fagocitadas por macréfagos, e por meio de
mecanismos moleculares bacterianos, sdo capazes de sobreviver dentro dos
macréfagos, causando a morte celular e o recrutamento de mais macréfagos, o
que facilita a disseminacdo para outros 6rgdos, como o figado e o baco
(SANTOS e ALESSI, 2016; TRABULSI e ALTERTHUM, 2015).

O processo de invasao de Salmonela produz mudancas morfolégicas nos
enterécitos e o desequilibrio eletrolitico, que leva a morte celular. A perda da
camada mucosa associada a transmigracdo de células de defesa leva ao
processo de diarreia, resultando em contaminacédo do ambiente e disseminacédo
da doenca (TRABULSI e ALTERTHUM, 2015; SANTOS e ALESSI, 2016; GAST
et al., 2020).

Nas aves esta bactéria pode causar trés doencas distintas. As
hospedeiro-especificas, representadas pelos sorovares imoéveis Gallinarum e
Pullorum, causam respectivamente o tifo aviario e a pulorose. Ja os agentes do
paratifo aviario englobam os outros sorotipos que néo os supracitados, moveis,
como por exemplo a S. Enteritidis e a S. Typhimurium. Os agentes do paratifo
eventualmente podem causar doencas nas aves, mas comumente estdo
relacionados a surtos de DTHA (BERCHIERI et al., 2009; GAST et al., 2020).

A pulorose tem como agente patogénico a Salmonella Pullorum e afeta
comumente as aves mais jovens, com sinais clinicos mais evidentes nas trés
primeiras semanas de vida, geralmente com alta mortalidade nos plantéis. Aves
que sobrevivem a infeccdo acabam tornando-se portadoras, disseminando a
doenca, principalmente por via transovariana. Os pintinhos infectados podem
apresentar sonoléncia, asas caidas, penas arrepiadas, amontoamento,
fraqueza, perda de apetite, retardo no crescimento, fezes esbranquicadas e
dificuldade respiratéria seguida da morte do animal. O curso da doenca em aves
adultas é breve, e geralmente sdo manifestados sinais clinicos inespecificos ou
pouco evidentes (BERCHIERI et al., 2009; GAST et al., 2020).

O tifo aviario possui como agente etioldégico a Salmonella Gallinarum e é
mais presente em aves adultas, mas também pode acometer aves jovens e
confundir-se com a pulorose. As matrizes comerciais S80 mais comumente
afetadas, embora a doenca também ocorra em matrizes de corte. A transmissao

ocorre principalmente de maneira horizontal, por contato direto de aves sadias e



14

doentes, presenca de aves mortas, canibalismo e auséncia de controle das
condicGes de higiene da granja. Ha relatos de transmisséo vertical, entretanto
estas sdo menos frequentes. Os principais sinais clinicos sdo prostracao,
fraqueza, diarreia amarelo-esverdeada, queda de postura, perda de peso e
dispneia seguida de morte (BERCHIERI et al., 2009; ZANINELLI et al., 2019).

O paratifo aviario pode ser causado por varios sorotipos de Salmonella
(exceto Gallinarum e Pullorum), sendo os mais comuns S. Typhimurium e S.
Enteritidis. A transmisséo se da de maneira vertical, pela contaminacao do ovo
no trato reprodutivo e ao passar pela cloaca; e horizontal, no contato entre aves
sadias e infectadas, por inalacdo, pela conjuntiva ocular e pela ingestao de agua
ou alimentos contaminados. As aves mais jovens sdo mais acometidas e
apresentam apatia, penas arrepiadas, perda de peso e diarreia. Nas aves adultas
0s sinais clinicos sdo mais brandos e podem surgir ap6s situacdes de muito
estresse. A importancia desse grupo de salmonelas esta na saude publica, uma
vez que podem persistir nos alimentos de origem animal, neste caso ovos e
carnes, ocasionando surtos de DTHA (BERCHIERI et al., 2009; ZANINELLI et
al., 2019).

2.4. Diagnostico

2.4.1. Microbiologia Convencional

O isolamento de Salmonella spp. segue procedimentos padrao, como por
exemplo o0 ISO 6579 (FORSYTHE, 2013). Segundo a Instrucdo Normativa n°20,
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), a andlise deve
ser feita em 25 gramas de amostra contendo pele e musculo, das regides
pericloacal, asa e pescoc¢o (BRASIL, 2016). O método convencional de cultivo
de Salmonella spp. de amostras de alimento consiste em 5 etapas, sendo elas
pré-enriquecimento em caldo ndo seletivo, enriquecimento seletivo, semeadura
em agar seletivo, confirmagdo bioquimica e confirmacdo soroldgica por
soroaglutinacao rapida em placa (BRASIL, 2004; FORSYTHE, 2013).
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Figura 1. Esquema da microbiologia convencional para isolamento de Salmonella spp. Fonte: Autora.

2.4.2. Método do Numero Mais Provavel (NMP)

Também chamada de técnica dos multiplos tubos, o namero mais
provavel permite estimar a concentragao de bactérias viaveis presentes em uma
determinada amostra de alimento ou dgua. Para Salmonella spp. s@o coletadas
amostras de pele, que séo acrescidas de caldo de enriquecimento e entdo séao
distribuidas em trés tubos para a realizacdo das diluicbes em série, resultando
em nove tubos. Em seguida sdo transferidas aliquotas para meios de
enriquecimento seletivo. Posteriormente, ocorre a semeadura das amostras em
agar especifico, seguida da confirmacéo bioquimica e da confirmacéo sorologica
por soroaglutinacdo rapida em placa, conforme demonstrado ne esquema
abaixo. Comparando os resultados com os da tabela padréo, é possivel obter o
namero mais provavel de Salmonella spp. na amostra (FORSYTHE, 201;
ANVISA, 2004; DUFRENNE,2001).
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Figura 2. Esquema da técnica de Numero Mais Provdvel utilizada para detec¢do e quantificagdo de Salmonella spp.
neste estudo. Fonte: Autora.

2.4.3. Métodos moleculares: Extracdo de DNA para andlises

moleculares de Salmonella spp.

Com o avanco das técnicas de diagnostico molecular observa-se que a
guantidade e qualidade dos reagentes disponiveis tém permitido que sejam
alcancados resultados mais acurados na identificacdo do DNA de Samonella. A
extracdo € uma etapa primordial para obter alta eficiéncia na amplificacdo
(OLIVEIRA et al., 2007, OBERACKER et al., 2019). Os protocolos para obtencéo
do DNA variam de acordo com o tipo de amostra e podem ser adaptados e
otimizados conforme com a necessidade e a disponibilidade de recursos. O
processo de extrag&do passa por algumas etapas essenciais que séo a lise celular
para liberacdo do material genético; os processos de lavagem, para separacéo
do DNA de restos celulares e proteinas; e a eluicédo ou purificacéo, etapa na qual
h& a separacédo ou liberacdo do material genético a ser utilizado no diagndstico
(COSTA e MOURA, 2001; OLIVEIRA et al., 2007).

A técnica de extracao por fervura € um método amplamente utilizado em
estudos (LOFSTROM et al, 2012; BUNDIDAMORN et al, 2018;
AHADUZZAMAN et al., 2021), de baixo custo e facil execucdo, uma vez que
necessita de apenas um reagente (aAgua nuclease free) e poucos equipamentos
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(banho-maria e centrifuga). Entretanto possui como desvantagem a dificuldade
na automatizacao, devido as diversas etapas de centrifugacéo e fervura.

Recentemente, 0 processo de extracdo com beads magnéticas surgiu
como alternativa aos kits de extracdo com colunas e aos reagentes téxicos, como
por exemplo o fenol. As beads sdo nano ou microparticulas que possuem a
habilidade de se ligar de maneira reversivel aos acidos nucleicos e que na
presenca de um ima forte podem ser carreados ao longo das etapas da extracao.
Os protocolos com beads possuem a vantagem de serem facilmente
automatizaveis, além de necessitarem de materiais mais baratos, quando
comparados aos kits comerciais (OBERACKER et al., 2019).

2.4.4. Métodos moleculares: Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
e PCR em tempo real (QPCR)

Desenvolvida por Kary Mullis em 1983, técnica de PCR convencional
permite a deteccao e amplificacdo das sequéncias de interesse de uma amostra
contendo DNA ou RNA. Apds a extracdo do material genético, a amostra €
adicionada a um mix contendo os primers, a enzima termoestavel Taq
polimerase, cloreto de magnésio, que funciona como co-fator para a enzima, os
desoxinucleotideos (ANTPs) e agua nuclease free para o ajuste do volume final.
Este conjunto é entdo levado para um termociclador. A reacdo acontece em 3
etapas. A primeira € a desnaturacdo, que ocorre em uma temperatura de 94-
95°C por 10 a 15 minutos, pela qual ha a abertura da fita pela quebra das pontes
de hidrogénio. Em seguida, a temperatura baixa para 60°C e ocorre a
hibridizacdo, quando os primers se ligam a sequéncia. Esta etapa dura de 30
segundos a um minuto. Por fim, a temperatura se eleva a 72°C e a extenséao
acontece. Nesta etapa, a Taq comeca a adicionar os nucleotideos, formando
novamente uma dupla fita. Este ciclo se repete por 30 a 40 vezes, dependendo
do tipo de amostra, produzindo cerca de 10° cépias. Ao fim, é possivel realizar
uma analise em gel de eletroforese para que os resultados sejam observados.
Ja a gqPCR é uma técnica muito semelhante a PCR convencional. A diferenga
entre elas € que na gPCR ha a adicdo de substancias fluorescentes, como
SYBR® Green ou sondas TagMan® para permitir a leitura do tubo em cada ciclo

da reacdo. Além disso, esta técnica € quantitativa e € possivel observar os
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resultados em tempo real, em um programa de computador (NELSON e COX,
2011; BARROS, 2008).

Diversos estudos mostram a aplicabilidade destas técnicas na deteccao e
quantificacdo do DNA em amostras de alimentos. Contudo, estes métodos
podem estar sujeitos a falsos positivos, no caso da presenca de bactérias
inativadas (RICHTER et al., 2018; HUANG et al., 2021).

2.4.5. Métodos moleculares: Amplificacdo Isotérmica Mediada por

Alcas — Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP)

Desenvolvida por Notomi et al. (2000), a técnica de LAMP pode ser
considerada inovadora, pois se trata de uma reacao isotérmica, de curta duracéo
e alta especificidade. Esta técnica utiliza uma polimerase com alta atividade de
deslocamento de fita juntamente com dois primers internos (FIP e BIP), dois
primers externos (B3 e F3) e dois primers formadores do loop (LF e LB). Estes
primers reconhecem seis a oito regides especificas da sequéncia de interesse,
tornando o teste altamente especifico. A reacdo ocorre basicamente em duas
etapas uma denominada nédo-ciclica, na qual ha a formacdo dos loops, e a
ciclica, em que estes fragmentos “loops” serdo amplificados exponencialmente
(GONCALVES, 2014). O tempo de reacdo também é curto e em cerca 30
minutos a uma hora € possivel obter 10° cépias (NUNES, 2013) do alvo. Outra
vantagem desta técnica é que os resultados podem ser observados a olho nu,
pela simples adicdo de SYBR® Green ou até mesmo um indicador de pH, como
o vermelho fenol. Nas amostras positivas ha mudanca de cor. No caso do
SYBR® Green, as amostras positivas apresentardo uma cor esverdeada, com
emissao de fluorescéncia quando expostas a luz ultravioleta. Ja o vermelho fenol
apresentara mudanca da cor vermelha para amarela, pela acidificacdo do meio
devido a producéo de pirofosfato (NOTOMI et al., 2000; TANNER et al, 2015).
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Figura 3. Esquema da reagdo de LAMP. 1. A reagdo se inicia quando a porgéo F2 do primer interno FIP se liga a regido
F2c do DNA alvo e comecga a sintese da fita complementar. Em seguida, o primer externo F3 se liga a regido F3c do
DNA, deslocando a fita complementar formada anteriormente.2. Devido a complementariedade das regibes F1 e Fic
na extremidade 5’ a fita se dobra, formando uma estrutura em “lago” (loop). A fita contendo esta estrutura serve de
molde para o primer interno BIP. A porg¢do B2 entdo se liga a regido B2c do alvo e inicia-se a sintese da fita
complementar. O primer externo B3 entdo se liga a regido B3c e faz com que a fita se solte. 3. Pela
complementariedade nas duas extremidades, hd a formagdo de uma estrutura em “haltere”. A enzima Bst DNA
polimerase adiciona os nucleotideos na extremidade 3’ da porgéo F1, que estende a fita e abra o loop na porgdo 5°.
Esta nova estrutura serve para iniciar a fase exponencial da LAMP. Os primers Loop (F e B) podem ser adicionados
para acelerar a fase exponencial.4. Os produtos obtidos sGo uma mistura entre halteres e lagos (loops), com diversos
comprimentos. Adaptado de XU et al., 2019.
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2.4.6. Custos dos insumos para diagndsticos

Além da rapidez no diagndstico a busca por reducao de custos também é
ardua. Ainda mais no contexto da pandemia, no qual os insumos foram em sua
grande maioria, destinados ao combate da COVID-19, se tornando assim
escassos e mais caros.

Analises microbiologicas baseadas em cultivos, como o NMP, além de
muito laboriosas, demandam muito tempo (dias ou até mesmo semanas) e
apresentam alto custo, uma vez que utilizam muitos insumos na sua realizacao.
As técnicas moleculares tais como a PCR e LAMP surgiram como alternativa
para deteccdo de patbgenos em alimentos, pela rapidez em se obter resultados
e por usar menos insumos, além da sua alta sensibilidade e especificidade.
Entretanto, estas técnicas ainda possuem algumas limitacdes, como a
dificuldade em diferenciar células viaveis de ndo viaveis e a presenca de
inibidores nos alimentos, dificultando a analise (BOUKHAROUBA et al., 2022;
XU et al., 2019; ZENG et al., 2016).

3. Objetivo

O objetivo principal do presente trabalho foi padronizar um teste rapido e
de baixo custo para detectar e quantificar Salmonella spp. em carcacas de
frango, por meio da unido da técnica de Niumero Mais Provavel e LAMP (NMP-
LAMP).

3.1. Objetivos especificos
e Comparar os métodos de extracdo de DNA por fervura e por beads
magnéticas.
e Testar da reacdo de LAMP.
e Testar do Numero Mais Provavel associado a LAMP.

e Estimar o custo entre NMP convencional e NMP-LAMP.

4. Materiais e Métodos

4.1. Comparacao entre os métodos de extragcdo de DNA por fervura e

por beads magnéticas

Quatro isolados de Salmonella previamente identificados foram

ressuspendidos em caldo LB (Invitrogem, EUA) e submetidos a dois métodos de
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extracdo de DNA. O método de extracdo por fervura foi o descrito por
AHADUZZAMAN et al. (2021). Paralelamente, as amostras foram extraidas com
um protocolo in house, utilizando beads magnéticas, adaptado de POSSEBON
et al., 2022.

Para a extracdo com fervura 1 ml de cada amostra foi transferido para um
tubo de 1.5 ml. Em seguida, os tubos foram centrifugados por 10 minutos a
13.000 x g. O sobrenadante foi descartado com cuidado e foram adicionados
300 pl de &gua nuclease free para ressuspender o pellet. Logo apos os tubos
foram centrifugados por cinco minutos a 13.000 x g. Novamente o sobrenadante
foi cuidadosamente descartado e o pellet foi ressuspendido em 200 pl de agua
nuclease free. As amostras foram entéo incubadas a 100°C por 15 minutos e
imediatamente colocadas em gelo por mais 15 minutos. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas por cinco minutos a 13.000 x g. O sobrenadante
foi transferido para um novo tubo, incubado a 100°C por 10 minutos e resfriado
por mais 10 minutos.

A extracdo com beads foi realizada com 1 ml de amostra, que foi
centrifugada a 13.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi cuidadosamente
descartado e o pellet foi ressuspendido em 740 pl de solucdo de lise contendo
350 ul de tampéo de lise (isotiocianato de guanidina - GITC a 5,5 M, TRIS-CI pH
8 a 50 mM, EDTA pH 8 a 20 mM, N-Lauroylsarcosine a 2% e antiespumante a
0,1%), 350 ul de isopropanol e 40 ul de beads. Apés a homogeneizacéo, os tubos
foram incubados por 5 minutos em rack magnética. O sobrenadante foi
descartado com cuidado para nao perturbar as beads. Em seguida foram
adicionados 500 ul da primeira solucao de lavagem, que continha 250 pl de GITC
e 250 pl de isopropanol. As amostras foram colocadas na rack magnética e
incubadas por cinco minutos. Em seguida o sobrenadante foi retirado. Depois foi
adicionada a segunda solucéo de lavagem que continha 500 pl de etanol 80%.
Os tubos foram novamente incubados em rack magnética por 30 segundos. O
sobrenadante foi retirado cuidadosamente e os tubos ficaram abertos até o
etanol evaporar totalmente. As amostras foram eluidas em 200 pl de agua
nuclease free. Por fim, foram colocadas em rack magnética e o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo.

Para comparar os resultados das extracbes as amostras foram

submetidas a qPCR. Foram utilizados 10 pul GoTag® gPCR Master Mix
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(Promega, EUA), 0.6 ul de primers foward e reverse (tabela 1), 3.8 pl de agua e
5 ul de amostra, totalizando 20 ul. As reacdes foram realizadas no equipamento
AriaMx Real-time PCR System (Agilent, EUA) nas condi¢cdes de um ciclo de
desnaturacao a 95°C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos de 15 segundos a 95°C
e 60 segundos a 60°C. A fluorescéncia foi lida ao final de cada ciclo de extenséao.

Como controle negativo foi utilizada agua nuclease free.

Tabela 1. Primers INVA5 utilizados na gPCR para detecg¢éo de Salmonella.

Tamanho de

Primers gPCR Referéncia
produto
INVASF GATTTGAAGGCCGGTATTATTG BARBAU-
INVASR ATAAACTTCATCGCACCGTCA 107 pb P'EP’\gg'lF; et

4.2. Teste dareacao de LAMP.

A reacao de LAMP para Salmonella foi realizada como descrito por XU et
al. (2019). O volume final da reacédo foi de 25 pl e continha os seguintes
reagentes: 2.5 pl de 10X Isothermal Amplification Buffer (New England BioLabs,
EUA), 1.4 mM de dNTPs (Promega, EUA), 3 mM de MgSO4 (New England
BioLabs, EUA), 1 pl (8U) da enzima Bst 2.0 WarmStart® DNA Polymerase (New
England BioLabs, EUA), 2 ul de amostra e agua nuclease free até completar o
volume. Os primers utilizados (tabela 2) foram desenhados por XU et al. (2019).
As concentracdes foram 1.6 uM de FIP e BIP, 0.2 uM de F3 e B3, e 0.8 uM de
Loop-F e Loop-B. O tempo de reacao foi de 60 minutos a temperatura de 65°C,
seguida de incubacdo a 85 °C por 5 minutos. Por fim, adicionou-se 1 pl de
SYBR® Green | (Sigma — Aldrich, EUA) diluido a 1:100 para observacéo dos
resultados. As amostras, sob luz UV, que apresentaram coloracdo verde
fluorescente foram consideradas positivas, jA as de coloracdo alaranjada,
negativas.

Em uma segunda etapa, foi realizado um teste com o WarmStart®
Colorimetric LAMP 2X Master Mix (DNA & RNA) (New England BioLabs, EUA).
O protocolo seguido foi o disponibilizado pela empresa. Para uma reagéo de 25
ul foram utilizados 12.5 pl de WarmStart® Colorimetric LAMP 2X Master Mix, 1.6
UM de FIP e BIP; 0.2 uM de F3 e B3; e 0.8 uM de Loop-F e Loop-B, 1 ul de
amostra e agua nuclease free até completar o volume. O tempo de incubacéao foi

de 30 minutos a 65°C, seguidos por mais 5 minutos a 85°C. O master mix contém
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indicador de pH, que Ihe proporciona uma coloracéo rosa. Decorrida a reacao,
as amostras que apresentaram coloracdo amarelada indicaram mudanca no pH
e, portanto, foram consideradas positivas. J& as que permaneceram com a cor
rosa, negativas.

Para ambos os testes foram utilizadas diferentes cepas de Salmonella
spp., Escherichia coli, Pseudomonas spp., como controles de especificidade, e

agua nuclease free como controle negativo.

Tabela 2. Primers utilizados para reagdo de LAMP para detecgdo de Salmonella, conforme descrito por XU et al., 2019.

Primers LAMP

FIP GACGACTGGTACTGATCGATAGTTTTTCAACGTTTCCTGCGG
BIP CCGGTGAAATTATCGCCACACAAAACCCACCGCCAGG
F3 GGCGATATTGGTGTTTATGGGG
B3 AACGATAAACTGGACCACGG
Loop-F GACGAAAGAGCGTGGTAATTAAC
Loop-B GGGCAATTCGTTATTGGCGATAG

4.3. Teste do Niumero Mais Provavel (NMP) associado a LAMP

Para realizar este teste foram utilizadas dez amostras de pele de frango
artificialmente contaminadas com Salmonella Typhimurium, proveniente do
Laboratério de Inspecdo Sanitaria de Alimentos do Servico de Orientacdo a
Alimentacdo Publica da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(SOAP/FMVZ), da UNESP — Botucatu. Inicialmente foi utilizada uma aliquota do
cultivo com concentracdo estimada de 102 na escala Nefelométrica de Mc
Farland. Em seguida, foram realizadas diluicbes seriadas até obter as
concentracdes estimadas de 10°, 10°, 102, 10° UFC/ml.

Para comparar as duas técnicas foi realizado o NMP convencional e em
cada etapa foram coletadas aliquotas de 5 ml para realizacdo da extracdo de
DNA e, em seguida a LAMP. Para isso, aliquotas dos caldos de enriquecimento
foram coletadas em quatro momentos: antes e apds a incubacdo do caldo Agua
Peptonada Tamponada e ap6s a incubacgao dos caldos Tetrationato e Rappaport

Vassiliadis, conforme descrito na figura 4.
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Figura 4. Esquema das etapas do NMP. Como descrito, aliquotas de 5 ml foram coletadas antes de depois da
incubagdo do caldo APT (1) e apds a incubagdo dos caldos TT e RV (2). Fonte: Autora.

Para realizar o NMP, foram pesados 25g de pele de frango, sabidamente
negativa, em sacos tipo Stomacher. Em seguida foram adicionados 2.5 ml de
in6culo e apos leve homogeneizacdo, a amostra foi incubada por 30 minutos.
Transcorrido o tempo, foram adicionados 225 ml de Agua Peptonada
Tamponada — APT (Merck) seguido de homogeneizagdo por 2 minutos. Uma
aliquota de 5 ml foi retirada neste momento para a realizacdo da LAMP. Em
seguida, trés aliquotas de 50 ml foram transferidas para tubos cénicos estéreis
denominados 1A, 1B e 1C. Posteriormente, foram retirados 5 ml do tubo 1A e
transferidos para um novo tubo (2A), contendo 45 ml de APT, que foi
homogeneizado por vortex. Por fim, foram transferidos mais 5 ml do tubo 2A para
o tubo 3A que continha 45 ml de APT. O mesmo procedimento foi realizado com
as outras repeticoes (B e C). Os tubos foram entédo incubados a 36°C por 24
horas. Transcorrida a incubacao, foram retidas aliquotas de todas as diluicbes e
repeticdes para a realizagdo da LAMP. Também foram transferidos 100 pl para
9,9 ml de caldo Rappaport Vassiliadis — RV (Thermo Scientific™ Oxoid™) e 1000
pl para 9 ml do caldo Tetrationato — TT (BD). As amostras foram entdo incubadas

a 42°C por 24 horas. Apoés o periodo de incubacgao foram retiradas aliquotas de
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5 ml para LAMP-TT e LAMP-RV e os caldos foram plagueados em agar de
desoxicolato-lisina-xilose — XLD (Thermo Scientific™ Oxoid™), que foram
incubadas a 36°C por 24 horas. Apos este periodo, as placas foram analisadas
em buscar de coldnias vermelhas com centro preto, que sdo caracteristicas de
Salmonella spp.

Para um resultado positivo no NMP convencional as placas deveriam
indicar a presenca de Salmonella na diluicdo correspondente, podendo ser
positiva para TT, RV ou ambos. Ja no NMP-LAMP, os tubos que apresentassem
mudanca na coloracdo de rosa para amarelo eram considerados positivos. O
namero de replicatas positivas em cada diluicdo foi confrontado na tabela de
determinacdo do NMP, conforme descrito por BLODGETT (2010) (tabela 3).

As amostras foram extraidas por beads magnéticas no rob6 KingFisher™
Flex Purification System (Thermo Fisher Scientific, EUA) e em seguida foi
realizada a técnica de LAMP com o WarmStart® Colorimetric LAMP 2X Master

Mix (DNA & RNA), conforme descrito anteriormente.

Tabela 3. Tabela para andlise do Numero Mais Provdvel (NMP). Para 3 séries de 3 tubos, contendo cada série 0.1, 0.01
e 0.001g de indculo, correlacionados com a tabela de NMP/g e com intervalos de confianca de 95%. Traduzido de
BLODGETT (2010).

- Int. - Int.
Tubos positivos . Tubos positivos .
MPN/g | _Confianca MPN/g | Confianca
0.10 | 0.01 | 0.001 Min. | Max. | 0.10 | 0.01 | 0.001 Min. | Max.
0 0 0 <> - 9,5 2 2 0 21 4,5 42
0 0 1 3 015 96 2 2 1 28 8,7 94
0 1 0 3 015 11 2 2 2 35 8,7 94
0 1 1 6,1 1,2 18 2 3 0 29 8,7 94
0 2 0 6,2 1,2 18 2 3 1 36 8,7 94
0 3 0 9,4 3,6 38 3 0 0 23 4,6 94
1 0 0 3,6 017 18 3 0 1 38 87 110
1 0 1 7,2 1,3 18 3 0 2 64 17 180
1 0 2 11 3,6 38 3 1 0 43 9 180
1 1 0 7,4 1,3 20 3 1 1 75 17 200
1 1 1 11 3,6 38 3 1 2 120 37 420
1 2 0 11 3,6 42 3 1 3 160 40 420
1 2 1 15 4,5 42 3 2 0 93 18 420
1 3 0 16 4,5 42 3 2 1 150 37 420
2 0 0 9,2 1,4 38 3 2 2 210 40 430
2 0 1 14 3,6 42 3 2 3 290 90 1000
2 0 2 20 4,5 42 3 3 0 240 42 1000
2 1 0 15 3,7 42 3 3 1 460 90 2000
2 1 1 20 4,5 42 3 3 2 1100 180 4100
2 1 2 27 8,7 94 3 3 3 >1100 420 -
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4.4. Andalise estatistica

Os dados de NMP obtidos pelas diferentes técnicas foram tabulados e foi
feita a andlise da distribuicdo, com testes de normalidade (Shapiro-Wilk) e
analises graficas (histograma e grafico Quantil-Quantil). O teste de Kruskal-
Wallis foi utilizado para comparar as medianas do NMP obtidas com as diferentes
técnicas. Foram consideradas diferengas estatisticas quando P<0,05. Para a

analise, os sinais de maior que (>) ndo foram considerados.
4.5. Estimativa de custo das técnicas

Uma estimativa do custo entre as técnicas de NMP e NMP-LAMP (kit
comercial e in house) foi realizada a fim de obter valor por amostra, em reais.
Foram pesquisados os valores médios dos meios e reagentes utilizados que
entdo foram multiplicados pelo volume empregado em cada andlise. Ao fim os
valores foram somados e obteve-se 0 custo por amostra. N&o foram

considerados valores de insumos como tubos, placas e ponteiras.

5. Resultados

5.1. Teste da extracdo com fervura

A gPCR demonstrou que os valores de Cq (Ciclo de Quantificacéo) entre
os dois tipos de extracdo foi semelhante para todas as amostras, como é

possivel observar na tabela e figura 5.

Tabela 4. Valores de Cq na gPCR de isolados de Salmonella spp. com DNAs extraidos por diferentes métodos (Beads
magneéticas e fervura).

Método de Extracao

Isolado Beads Fervura
1 13,22 10,92
2 12,39 12,98
3 12,03 13,02
4 13,36 13,45
CN No Cq No Cq

CN=Controle negativo
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Fluorescence (4R)
3

5 10 15 20 25 30 35
Cycles
1 Beads @ 1 Fervura 2 Beads @ 2Fervursa @ 3 Baads ® 3 Fervurs D 4 Baads 4 Fervura | CH Baads @ CM Fervura

Figura 5. Grdfico das curvas de amplificagéo para o alvo INVAS.

5.2. Teste dareacédo de LAMP

Todas as amostras de Salmonella spp. testadas foram positivas em
ambos os protocolos. Ja o controle negativo e as amostras de E. coli e
Pseudomonas permaneceram sem mudancas, caracterizando os resultados

como negativos. Os resultados estdo contemplados nas imagens 6 e 7.

Figura 6. Resultado da reagdo de LAMP, como descrito por XU et al. (2019). Apds a adigcdo do SYBR® Green I, as
amostras negativas apresentaram colora¢Go alaranjada. Jd as amostras positivas, coloragdo verde. A direita, os
mesmos tubos foram expostos a luz ultravioleta. As amostras positivas exibiram fluorescéncia.
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Figura 7. Resultado da reagdo de LAMP utilizando o WarmStart® Colorimetric LAMP 2X Master Mix. Os tubos negativos
apresentam coloragdo avermelhada. Jd os positivos, coloragéo amarelada.

5.3. Teste do NUumero Mais Provavel (NMP) associado a LAMP

Na tabela 5 estéo dispostos os valores de nimeros mais provaveis das
diferentes técnicas. A partir da andlise estatistica, observou-se que ndo houve
diferenca entre o NMP convencional e o0 NMP-LAMP realizado a partir dos
diferentes meios de cultura.

Apenas a amostra 5 apresentou um valor discordante, considerando o
intervalo de confianca de 95% para o NMP-LAMP realizado a partir do caldo APT
e o NMP convencional.

A LAMP realizada a partir do caldo APT antes da incubacao de 24 horas

nao apresentou nenhum resultado positivo.
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Tabela 5. Comparacao do NMP obtido através de diferentes técnicas em amostras de carcaca de frangos artificialmente contaminadas com Salmonella. Entre parénteses, 0s

intervalos de confianca de cada resultado obtido.

Amostra  NMP convencional NMP LAMP APT NMP LAMP TT NMP LAMP RV NMP LAMP TT/RV

1 >1100 (420 - -) >1100 (420- -) >1100 (420- -) >1100 (420- -) >1100 (420- -)
2 >1100 (420 - -) >1100 (420- -) >1100 (420- -) >1100 (420- -) >1100 (420- -)
3 >1100 (420- -) 1100 (180 - 4100) >1100 (420- -) >1100 (420- -) >1100 (420- -)
4 >1100 (420 - -) >1100 (420 - -) >1100 (420 - -) 290 (90 - 1000) >1100 (420 - -)
5 1100 (180-4100) 38 (8,7-110) 1100 (180-4100) 1100 (180-4100) >1100 (420- -)
6 1100 (180 - 4100) 210 (40 - 430) 1100 (180 - 4100) 1100 (180 - 4100) 1100 (180 - 4100)
7 460 (90-2000) 460 (90-2000) 460 (90-2000) 36 (8,7-94) 460 (90-2000)
8 460 (90-2000) 150 (37-420) 460 (90-2000) 460 (90-2000) 460 (90-2000)
9 460 (90-2000) 460 (90-2000) 460 (90-2000) 460 (90-2000) 460 (90-2000)
10 460 (90-2000) 28 (8,7-94) 28 (8,7-94) 28 (8,7-94) 28 (8,7-94)
11 460 (90-2000) 150 (37 - 420) 460 (90-2000) 460 (90-2000) 460 (90-2000)
12 240 (42-1000) 1100 (180-4100) 1100 (180-4100) 460 (90-2000) 1100 (180-4100)
13 210 (40 - 430) 21 (4,5 - 42) 210 (40 - 430) 35 (8,7 -94) 210 (40 - 430)
14 150 (37 - 420) 93 (18 - 420) 150 (37 - 420) >1100 (420—) >1100 (420—)
15 93 (18 - 420) 35 (8,7 -94) 43 (9-180) 43 (9-180) 43 (9-180)
16 43 (9-180) 9,2 (1,4-38) 9,2 (1,4-38) 9,2 (1,4-38) 9,2 (1,4-38)
17 23 (4,6-94) 7,4 (1,3-20) 3,6 (0,17-18) 3,6 (0,17-18) 3,6 (0,17-18)
18 3,6 (0,17-18) 11 (3,6-38) 28 (8,7-94) 20 (4,5-42) 35 (8,7-94)
19 3,6 (0,17-18) 3,6 (0,17-18) 3,6 (0,17-18) 3,6 (0,17-18) 3,6 (0,17-18)

Mediana 460 150 460 460 460

NMP = Namero Mais Provavel convencional, NMP LAMP APT= Nimero Mais provavel associado a técnica de LAMP realizada a partir do caldo Agua Pepetonada Tamponada,

NMP LAMP TT = NUmero Mais provavel associado a técnica de LAMP realizada a partir do caldo Tetrationato, NMP LAMP RV = NUmero Mais provavel associado a técnica de

LAMP realizado a partir do caldo Rappaport Vassiliadis, NMP LAMP TT/RV = NUmero Mais Provavel associado a técnica de LAMP considerando os resultados de TT e RV,

similar a técnica convencional. Valor P = 0,7587.
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5.4. Estimativa de custo

Nas tabelas 10, 11 e 12 encontram-se os valores estimados para cada
metodologia. O NMP convencional obteve o custo mais baixo, com R$41,20 por
analise, seguida pelo NMP-LAMP “in house”, com R$ 55,38. O NMP-LAMP com
o kit comercial apresentou o maior valor dentre as técnicas, com um valor de

R$143,22 para cada andlise realizada.

Tabela 6. Estimativa de custo para andlise de uma amostra no NMP convencional. (ref. abril de 2022)

NMP Convencional

Reagente Preco por analise
APT R$4,21
CaldoTT R$3,89
Caldo RV R$1,93
Agar XLD R$6,63
Agar trés acucares e ferro (TSI) R$2,63
Agar Lisina Ferro (LIA) R$2,74
Caldo Ureia R$1,60
Soropolivalente R$17,58
Total R$41,20

Tempo para obtenc¢do de resultado: entre 5 e 7 dias.

Tabela 7.Estimativa de custo para andlise de uma amostra no NMP-LAMP utilizando o kit comercial (colorimétrico).

NMP-LAMP (kit comercial)

Reagente Preco por analise
APT R$4,21
Master Mix R$127,13
Primers R$5,76
Extracdo (beads)* R$ 6,12
Total R$143,22

*0 custo da extragdo foi estimado a partir de POSSEBON et al. (2022). Tempo para obtencéo

de resultados: até 48 horas.

Tabela 8. Estimativa de custo para andlise de uma amostra no NMP-LAMP “in house”.

NMP-LAMP “in house” (XU et al. 2019)

Reagente Preco por analise
APT R$4,21
Isothermal Amplification Buffer R$0,91
Bst 2.0 Warm Start DNA Polymerase R$31,02
Sulfato de Magnésio (MgS0O4) R$0,62
Betaina R$2,59
Primers R$5,76
dNTP R$0,89
SYBR Green R$3,27
Extracdo (beads)* R$6,12
Total R$55,38

*0 custo da extracdo foi estimado a partir de POSSEBON et al. (2022). Tempo para obtencéo

de resultados: até 48 horas.



31

6. Discussao

Os dois métodos de extragcdo de Salmonella spp. apresentaram
resultados semelhantes. A extrag&o por fervura apresenta a vantagem de ser um
meétodo barato, ja que requer menos equipamentos no laboratorio (somente
banho-maria e centrifuga) e néo requer reagentes de alto custo, apenas agua
nuclease free (YAMAGISHI et al., 2016). Entretanto, por apresentar varias
etapas de centrifugacdo e aquecimento se torna um método laborioso,
principalmente para o processamento de muitas amostras, sendo também mais
dificil de ser automatizado. Ja o protocolo com beads utilizam mais reagentes e
outros equipamentos como racks magnéticas, mas pode ter seu protocolo
facilmente inserido em rob@s, agilizando o processo de extracdo (BARBOSA et
al., 2016). A escolha do método dependerd do niamero de amostras e dos
recursos laboratoriais disponiveis.

A técnica de NMP associada a LAMP mostrou bons resultados e néo
houve diferenca estatistica entre o0 NMP convencional e o NMP-LAMP a partir
dos diversos meios de cultura. Outros autores foram bem-sucedidos na unido
das duas técnicas para pesquisa de patébgenos em amostras de agua.
KANITKAR et al. (2017) desenvolveram um sistema de baixo custo e facil
utilizacdo para quantificacdo de genes de desalogenase redutiva por meio da
unido entre o NMP e a LAMP, demonstrando que a unido das duas técnicas €
eficaz. J& Ahmad et al., 2016, foram capazes de quantificar patogenos em
amostras de agua em menos de 25 minutos.

A discordancia na amostra 5 entre o NMP convencional e o NMP-LAMP
APT pode ser explicada pelo fato deste caldo ser um meio de enriquecimento
nao seletivo, o que pode néao ter permitido a recuperacao integral da Salmonella,
ja que este caldo permite também o crescimento de outros microrganismos
competidores, presentes na microbiota da pele. Produtos crus possuem uma
carga microbiana elevada e a recuperacéo de Salmonella nestes casos pode ser
prejudicada, pois a competicao por nutrientes é acirrada (ZHENG et al., 2013).

Os dados sugerem que € possivel realizar a técnica a partir do caldo APT,
diminuindo o tempo para obtencdo de resultados em pelo menos trés dias.
Entretanto, para resultados mais acurados, recomenda-se a realizacéo a partir

dos caldos de enriqguecimento seletivo, como o0 RV e o TT, uma vez que néo
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houve discordancia entre os resultados do NMP-LAMP a partir deles. Os meios
de enriguecimento seletivo contém substancias, como selenito e verde brilhante,
gue limitam o crescimento de outros microrganismos (PRABHAKAR et al., 2021;
RALL et al.,2005). Em seu estudo, OLIVEIRA et al., 2003 demonstram que a
utilizacdo de meios de enriquecimento seletivo (RV e TT) resultaram em uma
maior sensibilidade na PCR. O mesmo nao foi observado em caldos nédo
seletivos.

Os resultados negativos na LAMP antes da incubagao podem ser
explicados pela baixa quantidade de microrganismos na amostra coletada e pela
complexidade da matriz alimentar, que possui inibidores tais como, proteinas e
gorduras. Sendo assim, se faz necessaria uma etapa de pré enriquecimento a
fim de recuperar 0s microrganismos e aumentar a sua quantidade na amostra
analisada (BARBOSA et al., 2016).

Ao comparar os efeitos dos protocolos de pré enriquecimento na
sensibilidade e especificidade da PCR na deteccédo de Salmonella em carne de
frango crua, MYINT et al. (2006) ndo foram capazes de detectar a bactéria em
amostras sem enriquecimento prévio. O mesmo resultado ja havia sido
encontrado por GOUWS et al. (1998). A deteccdo por PCR de Salmonella
diretamente das amostras de alimentos (sem pré enriquecimento) pode ser
limitada pela presenca de substéancias inibidoras (MYINT et al., 2006).

A técnica de LAMP é amplamente utilizada na deteccdo de patdgenos em
alimentos (XIE et al., 2022; NIESSEN et al., 2013; ZHAO et al., 2010). Entretanto,
a unido entre a técnica de NMP e a LAMP ainda carece de estudos, ainda mais
por se tratar de uma metodologia promissora para a industria de alimentos.

A partir da anélise de custos foi possivel observar que a técnica de NMP
convencional apresentou o menor valor dentre as metodologias analisadas.
Entretanto, a diferenca entre a técnica convencional e a de NMP com a LAMP
“in house” foi de apenas R$ 14,18. O que justificaria o uso do NMP-LAMP, uma
vez que o tempo para a obtencéo do diagndstico seria muito menor. A escolha
de qual metodologia utilizar (kit colorimétrico ou in house) fica a critério da

indUstria, quanto aos seus recursos e necessidades.
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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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