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Analise da contaminacio por Salmonella em ovos do tipo colonial
através da reacao em cadeia da polimerase

Analysis of Salmonella in free-range eggs through polymerase
chain reaction
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RESUMO

A identificagdo de poedeiras comerciais infectadas
por salmonelas tem sido um dos pontos fortes da profilaxia e
conseqiiente redugdo de surtos de salmonelose em humanos
associados ao consumo de ovos, sendo que a andlise dos ovos
pode ser mais um dos pontos de detec¢do da infec¢do, que,
muitas vezes, cursa sem sinais clinicos. A Rea¢ao em Cadeia
da Polimerase (PCR) parece ser uma estratégia util para
detec¢do de Salmonella, pois varios autores tém utilizado a
PCR para verificar a presenga da bactéria em carnes, fezes,
tecidos, sangue, leite e ovos, com diferentes metodologias de
manipulag¢do das amostras. Foram analisados 360 ovos,
procedentes de dez propriedades rurais, produtoras de ovos
tipo colonial, no distrito de Camobi, em Santa Maria - RS. Os
ovos foram divididos em grupos de seis, totalizando sessenta
amostras. O exame bacteriolégico foi realizado conforme
metodologia preconizada pelas normas técnicas e a
metodologia de extragdo de DNA pelo fenol-cloroférmio. A
PCR foi realizada para a amplificagdo de um fragmento de
DNA de 284 pb. A andlise dos resultados nao demonstrou
diferenga significativa entre a PCR e o bacteriolégico. Todas
as amostras positivas ao bacteriolégico foram positivas na
PCR, sendo que essa ultima detectou duas amostras a mais,
devido a sua alta sensibilidade e especificidade, especialmente
quando é sabido que os ovos apresentam uma populag¢do
microbiana mista que, muitas vezes, impede o isolamento

adequado das salmonelas no bacteriologico pela competi¢do
com a flora bacteriana normalmente presente.

Palavras-chave: Salmonelas, ovos coloniais, PCR.
ABSTRACT

The identification of salmonella infection in
commercial poultry has been one of the strong points of
prophylaxis and consequent reduction of salmonellosis
outbreaks in humans associated to consumption of eggs,
considering that the analysis of the eggs can be one more point
of detection of infection, which for many times appear without
clinical signs. The Polymerase Chain Reaction (PCR) seems to
be a useful strategy for Salmonella detection, because various
authors have used the PCR to verify the presence of bacteria in
meat, feces, tissues, blood, milk and eggs, with different methods
of manipulation of samples. We have analyzed 360 eggs from
ten farms, producers of free range-eggs, in the district of
Camobi, in Santa Maria — RS — Brasil. The eggs were grouped
in pools of six, totaling sixty samples. The bacteriological exam
was done in compliance with the method preconized by the
technical rules and the method for extraction of DNA was by
phenol-chloroform. The PCR was performed for the
amplification of a 284 bp DNA fragment. The analysis of the
results do not show significant difference between the PCR and
the bacteriological exam. All positive samples in the
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bacteriological exam were also positive by PCR, however the
PCR detected more two samples due to higher sensitivity and
specificity, specially when it is known that the eggs show a
mixed population of germs that many times difficult isolation
of salmonellas in the bacteriological exam because of the
competition with normal flora bacteria.

Key words: Salmonellas, free-range eggs, PCR.

INTRODUCAO

A aplicacdo da metodologia da reagdo em
cadeia da polimerase (PCR), na deteccéo de alimentos,
animais e pessoas infectadas, ¢ uma estratégia
atualmente utilizada e citada por muitos autores como
eficiente e rapida. Métodos para detecgdo rapida de
Salmonella tém sido desenvolvidos, nos ultimos anos,
tais como ELISA, imunodifuséo, hibridizagdo do DNA,
aglutinagdo em latex e imunofluorescéncia, porém,
muitos desses métodos apresentam problemas de
sensibilidade e/ou especificidade, que limitam a sua
aceitagdo (BLACKBURN, 1993).

A Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR) ¢
uma estratégia util para detec¢do de Salmonella em
carnes, fezes, tecidos, sangue e leite, com diferentes
metodologias de manipulacdo das amostras para
inativar possiveis inibidores da reagdo, como sais
biliares, hemoglobina e componentes sangiiineos
(AABOetal.,1993; COHEN et al., 1994; FADL et al.,
1995). Os resultados de WOODWARD & KIRWAN,
(1996), MC ELROY et al. (1996) e RIJPENS et al. (1999)
demonstram que a PCR pode ser usada para detecgao
de salmonelas em ovos experimentalmente infectados.

PERESI et al. (1998), estudando os fatores
epidemiolégicos envolvidos em 23 surtos de
salmoneloses ocorridos no estado de Sao Paulo,
observaram que o agente foi veiculado em 22 (95,7 %)
deles por alimentos contendo ovos. Nos relatorios das
enfermidades transmitidas por alimentos da Divisdo
de Vigilancia Sanitaria da SSMA/RS, 32,3 % das
toxinfec¢des alimentares envolveram, direta ou
indiretamente, os ovos. Do total de 136 surtos, em 35,3%
houve identificacdo de Salmonella sp. (PINTO, 1999).

Em 1.050 ovos de aves contaminadas
artificialmente com S. Enteritidis e o virus da doenga de
Gumboro, PHILLIPS & OPTIZ (1995) isolaram a bactéria
em 88 (8,3 %) cascas, 5 (0,48 %) albuminas e 2 (0,16 %)
gemas. As taxas de infeccdo observadas por
FEHLHABER & JANETSCHKE (1995), em 5.339 ovos,
foram de 4,19% na casca e 0,20% no interior de ovos
provenientes de aves infectadas. Por outro lado, em
22.766 ovos de mercado analisados pelos mesmos
autores, 0,47% foram positivos na casca e 0,22% no
seu interior.

Usando um par de oligonucleotideos do
gene invA, RAHN et al. (1992) detectaram com sucesso
626 cepas de Salmonella, de 630 amostras testadas,
valendo-se de uma colonia isolada e incorporada direto
na PCR, com uma sensibilidade de 99,4% e
especificidade de 100%. Da mesma forma, SCHARANK
et al. (2000) referem-se a elevada sensibilidade e
especificidade quando usaram a técnica para identificar
a presenca de Salmonella em produtos avicolas.

O objetivo deste trabalho foi aplicar a técnica
de PCR na deteccdo de salmonelas em ovos comerciais,
do tipo colonial, obtidos diretamente de produtores
rurais de Santa Maria - RS, comparando-a com o exame
bacterioldgico convencional.

MATERIAL E METODOS

A execugdo deste trabalho ocorreu junto aos
laboratorios de Bacteriologia e de Biologia Molecular
do Centro de Diagnoéstico e Pesquisa em Patologia
Aviaria (CDPA), da Faculdade de Veterinaria— UFRGS.
Foram analisados 360 ovos procedentes de dez
propriedades rurais, produtoras de ovos tipo colonial,
no distrito de Camobi, em Santa Maria RS. Esses foram
divididos em grupos de seis, previamente desinfetados
com alcool iodado, abertos e coletados apenas seu
conteudo, pois, conforme FLORES et al (2001), a casca
pode determinar influéncia na técnica da PCR.

O exame bacterioldgico foi realizado,
conforme metodologia preconizada pelas normas
técnicas (BRASIL, 1995; BRASIL, 1997). Paraa PCR,
foram utilizadas aliquotas de amostras coletadas apos
24 horas de incubag@o em agua peptonada (AP) e apos
24 horas de incubagdo em caldo Rappaport-Vassiliadis
RV).

A extracdo do DNA, para analise por PCR,
foi realizada utilizando-se o protocolo de fenol-
cloroférmio, descrito por SAMBROOK et al. (1989),
modificado por SANTOS et al. (1999). O par de
oligonucleotideos iniciadores utilizados para
amplificagdo do DNA foi sintetizado com base nas
seqiiéncias 5 GTG AAA TTA TCG CCA CGT TCG
GCG CAA 3’ (primer 1)e 5’ TCATCG CAC CGT CAA
AGG AAC C 3’ (primer 2), proposta por RAHN et al.
(1992) para amplificar um fragmento de 284 pb do gene
invA de Salmonella sp.

A PCR foi realizada em tubos conicos de
polipropileno de 0,5mL contendo 1pL da amostra, no
volume total de 25L, com concentragdes finais de
1,5mM de MgCl, (MERCK); 0,4mg de BSA
(Cenbiottsmas/UFRGS); 0,IlmM  de cada
deoxinucleotideos (dAATP, dCTP, dGTP e dTTP; Gibco
BRL); 0,2pmol de cada oligonucleotideo iniciador
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(Gibco BRL); e 0,5uL de 7Tag DNA Polimerase
(CenbiotE#ms/UFRGS) de um frasco contendo 1U/mL.
O protocolo de amplificacdo foi realizado
em termociclador Perkin Elmer Gene Amp PCR System
2400 (Perkin Elmer, New Jersey, USA) utilizando-se uma
etapa de desnaturagdo inicial de 94°C, por 5 minutos,
seguida de trinta ciclos consecutivos de 94°C, por 1
minuto para desnaturagdo, 54°C, por 30 segundos, para
o anelamento, e 72°C, por 1 minuto na extensao, com
uma etapa de extensao final a 72°C por 7 minutos.

A andlise dos fragmentos amplificados foi
executada por eletroforese durante 40 a 45 minutos a
90 V e 43mA, em gel de agarose a 2% preparado em
TBE (Tris base, acido borico, EDTA), corado com
brometo de etidio (0,5ug/mL). O marcador de peso
molecular utilizado foi DNA Ladder 100pb (Gibco BRL).
A observacdo de fragmentos de DNA na altura de
284pb, apos a migragdo em eletroforese, foi realizada
em aparelho transiluminador (Pharmacia LKB,
Macrovue) quando os resultados foram fotografados
com camara polaroide.

Os resultados foram analisados
estatisticamente pelos testes do Qui-quadrado e de
Correlagao segundo o programa SAS (1996),
considerando-se um nivel de significdncia de 5%.
Ainda, os resultados foram avaliados segundo
metodologia preconizada por CORTES (1993) quanto
a analise quantitativa da sensibilidade, especificidade
e coeficiente global do teste.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas tabelas 1,2 e 3, podem ser observados
os resultados das analises bacteriologicas e da PCR,
em amostras de ovos obtidos diretamente em
propriedades de ovos do tipo colonial. A analise das
tabelas mostra que as taxas de contaminag@o obtidas
ficaram abaixo do esperado, ao redor de 10%, pois se
tratavam de ovos provenientes de poedeiras criadas

Tabela 1 — Resultados das Reagdes em Cadeia da Polimerase
realizadas em 60 grupos de seis ovos coloniais,
coletados ap6s 24 horas de incubagdo em agua
peptonada (AP) e apds 24 horas em caldo Rappaport-
Vassiliadis (RV), submetidas a extragdo do DNA
pelo método do fenol-cloroformio.

AP RV
Resultado
N % n %
Positivo 2 3,32 3 4,98
Negativo 58 96,68 57 95,02
Total 60 100,00 60 100,00

sem normas sanitarias adequadas, em locais nos quais
ndo havia controle ambiental, permitindo o contato
estreito das aves e ovos com fatores de contaminagao.

HUMPHREY & PATH (1997) citam que a
freqiiéncia de produgdo de ovos infectados é baixa em
poedeiras comerciais e que, quando infectados, eles
contém poucas salmonelas. Ainda, ZEIDLER (1996)
observou que o nimero de ovos infectados ¢ muito
baixo e que nunca ultrapassaria 5% dos ovos
produzidos em granjas sabidamente contaminadas.
LANGONI et al. (1995) encontraram 3,92% de amostras
positivas examinando ovos comerciais no Municipio
de Botucatu — SP.

Os dados demonstram a deteccao de 1,66 %
amostras contaminadas através do bacterioldgico
(Tabela 2), ou seja, apenas uma amostra em sessenta
apresentava salmonela, que foi identificada como
Salmonella Gallinarum, através de bioquimismo e
sorologia convencional. Esta taxa é concordante com
os dados relatados por ZEIDLER (1996).

A PCR mostrou-se mais eficiente e mais
rapida para o monitoramento de propriedades
infectadas, permitindo identificar o dobro de
propriedades que o bacterioldgico. Este fato ¢ suficiente
para recomendar-se esta metodologia, especialmente
em granjas com varios galpdes, onde a enfermidade
pode espalhar-se rapidamente sem sinais claros. Com
o uso de PCR, pode-se identificar os lotes infectados
com rapidez, sem coletas de sangue, que podem facilitar
a difusdo das salmonelas.

Independente dos meios de pré-
enriquecimento utilizados antes da extragdo de DNA
(Tabela 1), ndo houve diferenga significativa no niimero
de amostras positivas detectadas na PCR, podendo-se
recomendar uma pré-incubacdo de 24 horas em agua
peptonada 1% como eficiente para a obtengdo da
maioria das amostras de ovos positivas. A recuperagio
de um numero maior de amostras positivas, ao
prolongar-se a incubag¢@o em mais 24 horas (ou menos
de 24 horas), em caldo Rappaport-Vassiliadis, deve ser
utilizado na medida que o bacteriologico esteja
ocorrenda em paralelo, permitindo o acesso facil de
mais uma amostra para a PCR. Para uma analise mais
precisa da diferenca entre utilizar apenas a incubagao
por 24 horas em AP1% ou incluir algumas horas de
incubacdo em caldo RV, o nimero de amostras deve, na
medida do possivel, ser aumentado, pois as diferengas
aqui observadas ndo permitiram nenhuma conclusdo
definitiva.

A analise da tabela 2 demonstra que a PCR
detectou trés vezes mais amostras que o bacteriologico
em ovos naturalmente infectados, concordando com
as observacdes de BURKHATLER et al. (1996) e
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Tabela 2 — Resultados das provas bacteriologicas em comparagdo com a
analise por Reagdo em Cadeia da Polimerase realizadas em 60
grupos de seis ovos coloniais, de dez (10) propriedades
distintas, coletados apds 24 horas de incubagdo em agua
peptonada (AP) e em 24 horas em caldo Rappaport-Vassiliadis
(RV), submetidas a extragdo do DNA pelo método do fenol-

cloroférmio.

populagdo microbiana mista, que, muitas vezes,
impede o isolamento adequado das salmonelas
no bacterioldgico pela competigao.

O importante é que a PCR foi tdo
eficiente quanto o bacterioldgico, com custo e
tempo significativamente menores. Uma vez que

Resultado Bacteriologico PCR

ndo ha necessidade de ter células viaveis para
obter a PCR positiva (COHEN et al., 1994), pode-

Prop. Amostra % Prop. Amostra

%

se aumentar o niimero de amostras positivas em

Positivo 1 1 1,66 2 3
Negativo 9 59 98,33 8 57
Total 10 60 100,00 10 60

4,98
95,02
100,00

relagdo as obtidas no bacterioldgico, sem
necessariamente serem falsos positivos.

CONCLUSAO

RIJPENS et al. (1999), os quais salientaram que os
indices reais de contaminagdo podem estar sendo
subestimados quando ¢é usada apenas a metodologia
bacteriologica convencional.

Com esses dados, se fosse calcular os riscos
para o consumidor com apenas 1,66% de ovos positivos,
considerando o consumo anual de 97 ovos per capita/
ano, no Brasil, poder-se-ia dizer que a cada 97 ovos
consumidos 1,61 estardo contaminados; porém, se for
considerado o valor de 4,98 % positivos (Tabela 2), o
risco de ingerir ovos contaminados aumentara para 4,83
ovos com salmonelas em cada 97. A andlise ndo ¢ tao
simples, pois os resultados da tabela 2 foram obtidos
de grupos de seis ovos. Nao ¢ possivel saber quantos
dos seis ovos eram positivos e o risco de ndo serem
detectados todos os positivos usando apenas a
técnica bacteriologica € uma realidade.

A andlise dos resultados ndo demonstrou
diferenca significativa entre a PCR e o bacterioldgico
(Tabela 3). Todas as amostras positivas ao
bacteriologico foram positivas na PCR, sendo que essa
metodologia detectou duas amostras a mais devido a
sua alta sensibilidade e especificidade, especialmente
quando ¢é sabido que os ovos apresentam uma

Tabela 3 — Comparagdo entre as técnicas de diagnostico, Reagdo
em Cadeia da Polimerase com extragdo pelo Fenol-
cloroformio e bacteriologico, de 60 amostras
provenientes de ovos do tipo colonial, analisadas pelo
teste McNemar.

Bacteriologico PCR (fenol-cloroférmio)
Positivo Negativo Total
Positivo 1 0 1
Negativo 57 59
Total 3 57 60
p=0,1573 Kappa = 0,487

A anélise dos resultados ndo demonstrou
diferenga significativa entre a PCR e o bacteriologico
para a deteccdo de Salmonella em ovos, havendo
concordancia de diagnostico entre as metodologias.
Todas as amostras positivas ao bacteriologico foram
também positivos na PCR, sendo que essa detectou
duas amostras a mais.
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