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RESUMO

As Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAs) sdo uma crescente preocupagao
mundial. Além de acarretarem diversos problemas socioecondmicos, as DTAs
representam um sério risco a saude publica em decorréncia da morbidade e
mortalidade que provocam anualmente. No periodo de 2009 a 2018, a carne bovina
in natura respondeu por 5,4% dos surtos alimentares ocorridos no Brasil e o género
Salmonellafoi um dos principais agentes etioldgicos incriminados, sendo
responsavel por 11,2% dos casos. A carne moida, quando comparada aos demais
cortes carneos, apresenta maior risco de contaminagdo microbiolégica por possuir
maior superficie de contato, ser mais manipulada e poder ser moida em
equipamentos mal higienizados, o que facilita o carreamento de micro-organismos
patogénicos. Em casos de surtos por salmoneloses, o diagndstico microbiolégico é
considerado o padrdo ouro, entretanto, o resultado conclusivo leva
aproximadamente uma semana e tal tempo prejudica a atuacado das vigilancias
epidemioldgica e sanitaria. Dessa forma, é crescente a necessidade de desenvolver
técnicas laboratoriais que demandem menos tempo para a identificagdo bacteriana
em alimentos. Diante do exposto, este estudo teve como objetivos padronizar e
implementar uma reagdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional para
detectar Salmonella spp. em carne moida bovina e avaliar e comparar a
sensibilidade da cultura bacteriana com a técnica implementada. Para tal, 4
amostras de 90 gramas cada de carne moida in natura foram adquiridas de
estabelecimentos comerciais situados em cidades do ABC paulista (Santo André,
S&o Caetano do Sul e Sao Bernardo do Campo) e cada amostra foi dividida em 3
porcOes iguais para 1) as realizagcbes da cultura bacteriana, 2) contaminacao
experimental para verificagdo do limite de deteccdo e 3) padronizagao da técnica de
PCR e comparacdo metodolégica. A primeira porgao de cada amostra foi
encaminhada ao laboratério de Microbiologia Alimentar do Instituto Adolfo Lutz —
Centro de Laboratério Regional de Santo André/SP VIII para o processamento da
cultura bacteriana, que obteve 2 amostras com resultados positivos e 2 negativos
para Salmonella spp. Em paralelo, contaminou-se experimentalmente com cepa de
Salmonella IAL 1460 a segunda porcao das 4 amostras com 8 diluicdes seriadas a
partir da escala 0,5 de McFarland e ap6s homogeneizagcao estas foram congeladas
por 24 horas. Apos esse periodo, o descongelamento de cada uma das amostras
ocorreu utilizando-se um funil recoberto com uma malha fina de gaze, de forma que
o liquido resultante do processo se depositasse no tubo cénico acoplado ao funil.
Esse filtrado carneo foi centrifugado e utilizou-se o sedimento para extragao do
material genético, amplificagdo dos genes oriC e invA para identificar a presenca de
Salmonella spp., eletroforese e leitura, visando avaliar o limite de detecgéo da
técnica desenvolvida. Para a comparagao entre a técnica de PCR com o padrao
ouro, a terceira porcao das amostras (mantidas congeladas) foi descongelada e
adicionou-se solugao fisiolégica a 0,85% estéril em volume correspondente ao peso
de cada carne a fim de se obter o mesmo filtrado carneo produzido na etapa
anterior. Ap6s homogeneizagao, todas as amostras foram congeladas por 24 horas
e os processos de descongelamento, obtencdo do sedimento e PCR foram
realizados de acordo com a metodologia utilizada na contaminagéo experimental.
Observou-se que a técnica de PCR apresentou limite de deteccéo de 1x10% UFC/mL
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em 75% das amostras e para uma amostra (25%) o limite de deteccéo foi de 1x10°
UFC/mL. Na etapa de comparagéao da técnica de PCR com o padrao ouro, verificou-
se que todas as amostras apresentaram resultado negativo quando submetidas ao
protocolo de PCR padronizado, o que indica que provavelmente havia concentragéo
menor que 1x10°% UFC/mL nas amostras diagnosticadas pela cultura bacteriana. Os
resultados encontrados demonstram que a metodologia empregada necessita de
ajustes, de modo a aperfeigoar a detecgao de Salmonella spp. em carne moida por
PCR, contribuindo para melhorar o limite de deteccao da técnica, tornando-a mais
sensivel e permitindo a identificacdo de amostras positivas em concentragdes
bacterianas inferiores. Neste estudo, a cultura bacteriana apresentou sensibilidade
superior a PCR, porém, com algumas alteragcdes metodoldgicas, esta técnica pode
ser uma ferramenta viavel para diagnosticar com maior rapidez os surtos
alimentares provocados por salmoneloses, podendo ser empregada futuramente na
rotina dos laboratérios, especialmente os que atendem as demandas de surtos de
DTAs.
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