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RESUMO: A Salmonella spp. é considerada uma das bactérias mais importan-
tes envolvidas em contaminacdes de alimentos a base de frango no mundo.
Métodos microbiologicos tradicionais para deteccio desta bactéria sio muito
trabalhosos e demandam um longo tempo de execucio para obtencio de re-
sultados. Varios métodos rapidos de deteccio vém sendo desenvolvidos nos
ultimos anos, porém, ainda sio necessarios adaptacdes para que estes méto-
dos sejam utilizados com eficiéncia. O presente estudo teve como objetivo
avaliar a deteccdo de Salmonella spp. utilizando-se a dgua de lavagem constitu-
ida de salina peptonada tamponada 1%, sem incubacio e apos incubacio de
24 e 48 horas, por meio do método de PCR em carcacas de frango de quatro
marcas diferentes comercializadas no municipio de Campo Mourio, Parana.
A andlise foi capaz de detectar Salmonella spp. em carcacas de frango apds
incubacio de 24 horas em apenas uma amostra das 30 pesquisadas. Apds 48
horas de incubacio, este resultado aumentou para positivacio de 5 amostras.
Os resultados alcancados demonstram que a deteccio de Salmonella spp. em
carcacas de frango por PCR foi mais eficiente quando a amostra foi submeti-
da ha uma etapa de pré-enriquecimento com incubacio de 48 horas.

PALAVRAS-CHAVE: Carne de Frango; Salmonella spp.; Reacio em Cadeia
da Polimerase.

Salmonella spp. IN CHICKEN CARCASS
WASHING WATER DETECTED BY
POLYMERASE CHAIN REACTION

ABSTRACT: Salmonella spp. is one of the most important bacteria worldwi-
de involved in the contamination of chicken-based food. Traditional micro-
biological methods for its detection are very laborious and time-spending for
obtaining results. Although several rapid detection methods have been de-
veloped recently, adjustments are still necessary for the efficient use of these
methods. Current analysis evaluated the detection of Salmonella spp. using
washing water, buffered saline peptone 1%, without incubation, and after a
24- and 48-hour incubation, by the PCR method in chicken carcasses from
four different brands marketed in Campo Mourio PR Brazil. Salmonella spp.
was detected in chicken carcasses after the 24-hour incubation in one out of
30 samples. After 48-hour incubation, 5 positive samples were detected. Re-
sults show that the detection of Salmonella spp. in chicken carcasses by PCR
is more efficient when the sample underwent a pre-enrichment stage with
48hour incubation.

KEYWORDS: Poultry; Salmonella spp.; Polymerase Chain Reaction.
INTRODUCAO
Nos tltimos anos a avicultura brasileira se desenvolveu muito e consti-

tui-se atualmente em uma atividade econdmica de grande importincia para
o pais. O cendrio atual indica um crescimento dos produtos do complexo
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avicola, tanto no consumo per capita brasileiro com aproxi-
madamente 38 kg, como nas vendas para exportacio com
aproximadamente 3,6 milhdes de toneladas por ano (BRA-
SIL, 2009; ASSOCIACAO DOS EXPORTADORES DE
FRANGO, 2009). O Brasil ocupa atualmente a terceira posi-
cdo em producio e primeira em exportacio de carne de fran-
go, sendo o estado do Parand o maior produtor do pais, com
uma producio de 2,5 milhdes de toneladas (BRASIL, 2009).

A carne de frango ¢ utilizada como matéria-prima para a
producio de diversos tipos de alimentos, devido a sua aqui-
sicio ser de baixo custo e possuir uma excelente qualidade
nutricional. As vantagens do consumo deste produto sdo inu-
meras, pois além de ser uma excelente fonte de proteinas de
facil digestio e alta qualidade biologica, apresenta um baixo
teor de gorduras, compostas por acidos graxos assimilaveis,
ser rica em vitaminas, além de ser um produto de facil aqui-
sicio e aceitdvel por todas as classes sociais (BOTTEZINI;
CORSO; VEIT, 2005). Esta intensificacio do consumo e da
producio de carne de frango contribui para a produtividade
e eficiéncia da industria avicola. Porém, este fato tem como
consequéncia o aumento do risco de disseminacio de doen-
cas causadas por bactérias presentes no produto e consequen-
te necessidade de um maior controle de qualidade. Diante
deste panorama, o mercado internacional exige um monito-
ramento sanitdrio dos plantéis avicolas, além do controle de
qualidade da carne de frango e seus derivados e o mercado
interno exige alto padrio de qualidade e seguranca nos pro-
dutos fornecidos.

A Salmonella spp. ¢ considerada por pesquisadores do
mundo todo como um dos patdgenos mais importantes en-
volvidos em contaminacdes de alimentos a base de frango,
sendo este produto uma das principais fontes desta bactéria.
Este microrganismo ¢ de fundamental importancia em satide
publica pelo fato de algumas cepas serem patogénicas ao ser
humano e de representar um dos parimetros de determina-
cio dos padroes microbioldgicos de reconhecimento mun-
dial para alimentos (VON RUCKERT, 2006).

Esta bactéria estd amplamente distribuida na natureza,
sendo o trato intestinal humano e de animais o principal
reservatorio natural (GERMANQO; GERMANO, 2008). A
salmonelose, uma das doencas causadas pela Salmonella spp.,
¢ considerada uma das zoonoses mais importantes e uma das
principais doencas transmitidas por alimentos (DTAs) (PO-
POFF; LEMINOR, 2005; TAVECHIO, 2006).

No Brasil, dados epidemiologicos da ANVISA sobre sur-
tos ocorridos entre os anos de 1999 a 2008, relataram 6.062
surtos de DTAs, provocando 117.330 doentes com 64 6bitos,
sendo que na maior parte dos surtos, a bactéria responsavel
foi Salmonella spp. (BRASIL, 2008).

Entre os anos de 1999 a 2008, dos 399 municipios que
compde o estado do Parand, 52 (13,0%) notificaram surtos
de salmonelose. No ano de 1999 em estudo no norte do Pa-
rand, Salmonella spp. foi isolada em 20,0% das carcacas de
frango comercializadas em supermercados desta regiio (GAS-
PARETTO et al., 2001). Em estudo realizado com 60 peque-
nos abatedouros do municipio de Maua, SP foram relatados
a ocorréncia de 42% das amostras de carcacas de frango con-

taminadas por Salmonella spp. (FUZIHARA; FERNADES;

FRANCO, 2000). Em pesquisa neste mesmo estado com
140 amostras positivas para Salmonella spp, dos 12 tipos de
alimentos pesquisados, a carne de frango “in natura” obteve
maior nimero de isolados, 77,1% (LIRIO et al., 1997).

Embora as salmoneloses ocorram com frequéncia em hu-
manos, sua transmissio direta de pessoa a pessoa ¢ muito
rara, sendo a maioria das infec¢des associadas ao consumo de
alimentos contaminados (TEQ; OLIVEIRA, 2005; DE SOU-
ZA, 2008). Esta infeccio estd relacionada ao manuseio de car-
ne de frango crua com outros produtos crus, juntamente com
o consumo de carne de frango mal cozida, ocasionando a
contaminacio cruzada.

Os domicilios sdo os principais locais de ocorréncia dos
surtos (49,1%) seguidos das festas comunitarias (21,5%), re-
feitorios comerciais (20,9%), escolas (4,6%), refeitorios in-
dustriais (2,6%) e de hospitais (1,3%) (KOTTWITZ, 2009).
Segundo Camargo (2001), no periodo de 1978 a 1999, no
estado do Parana, 52,1% dos surtos de DTAs ocorreram em
domicilios.

Para que se possa evitar a ingestio da carne de frango
contaminada, a deteccio da presenca de Salmonella spp. em
alimentos antes da chegada ao consumidor ¢ de extrema
importancia. Para o controle das contaminacdes por Salmo-
nella spp. se faz necessario um diagnostico rapido e preciso.
Atualmente o método mais utilizado ¢ o microbioldgico con-
vencional, sendo uma técnica demorada e trabalhosa, sendo
necessario mais de cinco dias para a emissdo de um resultado,
dificultando o monitoramento da contaminacio bacteriolo-
gica na cadeia produtiva do alimento, e ainda desfavorecendo
a adocio de medidas emergenciais para conter a liberacio de
lotes que possam estar contaminados. A necessidade de mé-
todos réapidos e menos laboriosos de deteccio tem levado a
avancos significativos no desenvolvimento de pesquisa nesta
drea. Dentre as possiveis metodologias a serem empregadas
destaca-se o uso dos métodos moleculares, como a reagio em
cadeia pela polimerase (polymerase chain reaction - PCR).
Este método é baseado na amplificacio de uma sequéncia
alvo de DNA especifica e andlise do produto de amplificacio.

A técnica de PCR ¢ considerada promissora para detec-
cio e identificacio rapida de bactérias em uma variedade de
amostras (HASSAN; VERMA; QAZI, 2004). Estes testes tém
obtido sucesso para detectar patdgenos bacterianos transmiti-
dos por alimentos, incluindo Salmonella (WAN et al., 2000).
As principais vantagens sio: aumento de sensibilidade e me-
nor tempo requerido para processar as amostras no labora-
tério quando comparado ao método tradicional de cultivo
(WHYTE et al., 2002), além de nido depender da utilizacio
de um substrato ou da expressio de antigenos, o que evita
variacdes fenotipicas em padrdes bioquimicos e falta de anti-
genos detectaveis (HOORFAR; BAGGENSEN; PORTING,
1999). Deste modo a PCR ¢ uma técnica alternativa rapida,
sensivel e especifica para deteccio de patogenos, podendo ser
utilizada como uma ferramenta em laboratérios de diagnos-
tico de surtos, como também em Controle de Qualidade de
alimentos.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a deteccao
de Salmonella spp. utilizando a d4gua de lavagem (solucio sali-
na peptonada 1%), sem incubacio e apds incubacio de 24 e

Revista Sande e Pesquisa, v. 4, n. 1, p. 35-39, jan./abr. 2011 - ISSN 1983-1870



Rissato, Borgo, Moreira, Baptista, Conti e Ribeiro

37

48 horas, por meio do método de PCR em carcacas de frango
de quatro marcas diferentes comercializadas no municipio de
Campo Mourio, Paranad.

2 MATERIAIS E METODOS

As andlises moleculares foram realizadas no Laboratério
de Biologia Molecular da Faculdade Integrado de Campo
Mourio. Foram coletadas 30 amostras de carcacas de fran-
go resfriadas disponiveis em supermercados e acougues da
cidade de Campo Mourio de quatro marcas diferentes. As
amostras foram transportadas em sua propria embalagem co-
mercial dentro de caixa isotérmica até o laboratorio.

A técnica de PCR foi realizada com a agua de lavagem
das carcacas (solucio salina peptonada 1%) sem incubacio e
com incubacio apds 24 e 48 horas. Para extracio do DNA,
foi utilizado 1 mL da 4gua de lavagem. O método de extracio
utilizado para realizacio da anilise foi o método de fenol-
-cloroformio segundo Riffon e colaboradores (2001).

Foi utilizado oligonucleotideos do gene Inv A (primers
141 e 159 - XX IDT® Integrated DNA Technologies, Coral-
ville, Iowa, E.U.A), com volume total de 25 pL para cada re-
a¢io, os quais continham 125 ng de DNA extraido, 5 pM de
cada primer , 2.5 U da Taq DNA polimerase (Invitrogen®,
Carlsbad, Califérnia, E.U.A), tampao de PCR 1X - 10 mM
Tris-HCI, pH 8 e 50 mM KCI (Invitrogen®, Catrlsbad, Cali-
fornia, E.U.A), 1,5mM de MgCl, (Invitrogen®, Carlsbad, Ca-
liférnia, E.U.A) e 400 uM de ANTP (Invitrogen®, Carlsbad,
Califérnia, E.U.A). Esta reacio de amplificacio foi executada
em termociclador (Biocycler, Sao Paulo, Brasil), com desna-
turacio inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos
com: desnaturacio a 94°C por 1 minuto, pareamento a 54°C
por 30 segundos e amplificacio a 72°C por 1 minuto; a ex-
tensdo final foi a 72°C por 7 minutos (FLORES et al., 2001;
RIFFON et al., 2001).

Apos o processo de amplificacio por PCR, foi submetido
8 pL de cada amplico a eletroforese em gel de agarose 3% (In-
vitrogen®, Carlsbad, Califérnia, E.U.A) em TBE 0.5X (25)
o qual foi corado com 10 mg/mL de brometo de etidio (In-
vitrogen®, Carlsbad, California, E.U.A). Os fragmentos am-
plificados foram visualizados em transluminador (VILBER
LOURMAT, TORCY, PARIS, FRANCA), sendo considera-

do como Salmonella spp. os fragmentos com 284pb.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na pesquisa de Salmonella spp. em carcacas de frango res-
friadas pela técnica de PCR, das 30 amostras analisadas 5
(16,7%) foram positivas para esta bactéria.

Em trabalho realizado por Von Riickert (2006), utilizando
a técnica de PCR para deteccio de Salmonella spp. em frangos
durante o abate, o autor detectou 30,0% (27/90) de amostras
contaminadas por esta bactéria. Em outro estudo publicado
por Nierop e colaboradores (2005) analisando 99 amostras
de carcacas de frango frescas e congeladas amostradas em
acougues da Africa do Sul, obtiveram 19,2% de amostras po-
sitivas para Salmonella spp., sendo estes resultados superiores
aos relatados nesta pesquisa. Em experimento realizado por

Gouveia (2008) analisando carne de frango naturalmente
contaminada pelo método de PCR, nio foi detectado nenhu-
ma amostra positiva para Salmonella spp. das 31 analisadas.

Em relagio a contaminacio das quatro marcas pesquisa-
das (Tabela 1), a marca A apresentou uma amostra positiva
para Salmonella spp. de sete amostras pesquisadas. As marcas
B e D apresentaram duas amostras positivas nas amostras
analisadas. Ja na marca C, nio foi detectado nenhuma amos-
tra contaminada de oito amostras analisadas.

Tabela 1 Resultados da deteccio de Salmonella spp. em relacdo as
diferentes marcas

Numero total de Amostras Positivas

Marca
amostras n° %
Marca A 7 1 3,33
Marca B 8 2 6,66
Marca C 8 0 0
Marca D 7 2 6,66
Total 30 5 16,66

Os resultados obtidos na pesquisa de Salmonella spp. de
acordo com os diferentes tempos de incubacio sdo mostrados
na Tabela 2, onde observou-se que a sensibilidade da técnica
de PCR utilizando a agua de lavagem (4gua salina peptonada
1%) sem incubacio foi de 0%. Apos pré-enriquecimento, ou
seja, incubacdo de 24 horas da 4gua salina peptonada 1%, a
sensibilidade foi de 3,3% (1/30). Quando realizada a analise
apds 48 horas de incubacio da agua de lavagem a sensibilida-

de aumentou para 16,7% (5/30).

Tabela 2 Resultados da deteccio de Salmonella spp. em relacio aos
diferentes tempos de pré-enriquecimento em dgua salina peptonada

1%.

Amostras Tempos de Incubacio
Zero 24 horas 48 horas
N° de amostras positivas 0 1 5
N° de amostras negativas 30 29 25
Total 30 30 30

Em estudo conduzido por Myint e colaboradores (2006)
observou-se que quando realizada a técnica de PCR sem pré-
-enriquecimento (sem incubacio da agua de lavagem), nenhu-
ma amostra positiva foi detectada para Salmonella spp. em car-
ne de frango naturalmente contaminada. Todavia, quando foi
adotada a etapa de pré-enriquecimento com dgua peptonada
1% a 37°C, a sensibilidade da técnica aumentou para 79%.
Em trabalho realizado por Croci e colaboradores (2004) os
autores relataram melhor sensibilidade da PCR em amostras
contaminadas artificialmente, apds pré-enriquecimento em
dgua peptonada tamponada de no minimo 5 horas.

Em outra pesquisa realizada por Santos e colaboradores
(2001), os autores observaram que resultados negativos foram
obtidos quando as amostras de carne foram analisadas ime-
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diatamente apds a homogeneizacio da dgua peptonada 1% e
apds incubacio de 6 e 8 horas a 37°C. Apds 24 horas de incu-
bacio em dgua peptonada a 37°C, os autores obtiveram resul-
tados positivos. Os resultados expostos pelos autores citados
acima corroboram com os resultados obtidos por este estudo.

Stone e colaboradores (1995) indicaram que a inclusio
da etapa de pré-enriquecimento apresenta vantagens para ex-
tragio direta do DNA, pois os caldos de enriquecimento sio
baratos, em comparacio aos demais reagentes utilizados, re-
querem pouca manipulacio, diluem substincias que podem
inibir a PCR e aumentam o ntimero de células bacterianas
vidveis.

Os protocolos utilizados para deteccio de Salmonella spp.
em carne de frango pela técnica de PCR sao muitos numero-
SOs € vastos, porém, existe um ponto em comum entre eles:
todos os métodos falham na deteccio de bactérias em dife-
rentes amostras, se estas nio forem submetidas, no minimo a
etapa de pré-enriquecimento em meios de cultura (MYINT et

al., 2006; MANDRELL; WACHTEL, 1999).
4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados alcancados demonstram que a deteccao
de Salmonella spp. em carcacas de frango por PCR ¢ efetiva
quando a amostra é submetida ha uma etapa de pré-enrique-
cimento com incubacio de, no minimo, 24 horas. Desta for-
ma, recomenda-se a utilizacio desta técnica para deteccio de
Salmonella spp em amostras de carcacas de frango.
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