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Resumo

A carne é um dos alimentos mais importantes da
dieta da populacédo e possui alto impacto na econo-
mia do Brasil. Atualmente o Brasil € o maior expor-
tador de carne bovina do mundo e esta nessa lide-
ranca desde 2008. Porém, a carne e seus derivados
sao considerados um dos principais responsaveis
pela veiculacdo de patégenos aos seres humanos
(RHOADES et al., 2009), ocasionando as chamadas
Enfermidades Transmitidas por Alimentos (ETAs).

A contaminacao microbiolégica das carcacas bovi-
nas ocorre principalmente durante o processamento
e manipulacdo, como esfola, evisceracao, cortes,
embalagem, estocagem e distribuicdo (JAY, 2000;
BORCH; ARINDER, 2002). A esfola é considerada
um ponto critico do abate, devido a possibilidade
de contaminacao da superficie da carcaga com
microrganismos presentes na pele, pelos e cascos
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dos animais (LAMBERT et al., 1991). As fezes sao
consideradas uma das principais fontes de contami-
nacao da carcaca, que pode ocorrer por deposicao
direta pela pele ou por contato indireto (BORCH;
ARINDER, 2002).

Outra forma de contaminacéao € a infeccao cruza-
da de bactérias patogénicas por meio de utensilios
utilizados na manipulacao dos alimentos, reconhe-
cidos como importantes veiculos de contamina-
cado ao longo da cadeia produtiva da carne e fator
importante para o desenvolvimento das doencas de
origem alimentar. A contaminacao sequencial dos
produtos carneos por meio da transferéncia de bac-
térias patogénicas ap6s a contaminacao inicial com
diferentes niveis de in6culos bacterianos entre dife-
rentes utensilios e equipamentos de processamento
(PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2010; PAPADOPOULOU
et al., 2012).
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Segundo a Oorganizacao Mundial da Ssalde, Sal-
monella sp. € um dos microrganismos patogénicos
de maior relevancia na carne bovina, sendo sua
presenca indicativa de risco ao consumidor (WHO,
2005). De acordo com a Autoridade Europeia para
a Seguranca dos Alimentos, Sa/monella ser. Typhi-
murium foi o sorovar mais frequentemente associa-
do ao consumo de carne de aves, suinos e bovinos
contaminada (EFSA, 2006).

Para producéao e exportacao de produtos carneos de
qualidade, é fundamental o desenvolvimento de es-
tudos quantitativos e qualitativos relacionados a se-
guranca microbioldgica. A identificacao da presenca
de microrganismos potencialmente patogénicos,
como Sa/monella, nas carcacas de bovinos durante
as operacoOes de abate e nos produtos carneos, vem
contribuir de forma significativa com a implantacao
de programas de monitoramento da qualidade e de
medidas preventivas e consequentemente, com a
reducao de riscos a saude do consumidor.

Os mercados importadores dos produtos carneos
brasileiros sdo bastante exigentes quanto a quali-
dade e seguranca microbiolégica dos produtos. Os
Estados Unidos exigem a realizacao diaria de testes
microbiolégicos para pesquisa de Escherichia coli e
Salmonella spp., enquanto a Unido Europeia exige a
enumeracao de microrganismos mesofilos aerdbios
e enterobactérias, além da pesquisa de Sa/lmonella
spp. (COMMISSION REGULATION - EU, 2007).

No Brasil, segundo os padrées microbiolégicos atu-
ais da ANVISA, a exigéncia é apenas para carnes
resfriadas, ou congeladas, in natura, de bovinos
(carcacas inteiras ou fracionadas, quartos ou cor-
tes), devendo apresentar auséncia de Sa/monella
spp. (BRASIL, 2001)

O objetivo desta pesquisa foi investigar a presenca
de Salmonella spp. em carcacas de bovinos em dois
abatedouros-frigorificos em Mato grosso do Sul.

Métodos de deteccao de Sa/monella
em carcacas

A metodologia oficial disponivel para deteccao de

enterobactérias em carcacas de bovinos pelo méto-
do microbioldgico tradicional envolve etapas de cul-
tura onerosas e bastante trabalhosas, e necessitam
de até sete dias para a confirmacao dos resultados.

Atualmente, paises importadores estdo impondo
restricOes a mercados que nao realizam controle e
diagnéstico efetivo de Sa/lmonella em carcacas bo-
vinas. E, por isso, a deteccao rapida e direta de Sal-
monella spp. em carcacas bovinas é uma demanda
do sistema oficial de defesa, que ja vem solicitando,
com instituicbes governamentais, novas tecnologias
de controle.

Nos ultimos anos, a validacédo e padronizacao de pro-
tocolos de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
pelo método convencional ou em tempo real (QPCR)
tém sido relatados, a fim de facilitar a aplicacéao de
métodos mais rapidos para a deteccao de patégenos
de origem alimentar (DELIBATO et al., 2014).

A utilizacdo da qPCR para a pesquisa de microrga-
nismos em alimentos tem obtido muito sucesso na
identificacdo rapida e de véarios patégenos, simul-
taneamente (CHEN et al., 2012). O uso de qPCR
oferece vantagens, quando comparada com a bacte-
riologia classica, em termos de acurécia, velocidade,
limite de deteccao, automatizacao e, algumas vezes,
custo. Entretanto, existem desafios associados com
o uso de PCR, como a deteccao de baixos niveis de
patégenos contaminantes, a baixa habilidade para di-
ferenciar células mortas de viadveis e a ocorréncia de
componentes inibitérios da reacao (IBRAHIM et al.,
2014). Esses desafios podem ser superados utilizan-
do caldos de enriquecimentos (CHEN et al., 2012).

A utilizacado de sequéncias caracteristicas dos
microrganismos alvos revela a alta especificida-

de desses testes. Os genes mais frequentemente
utilizados para a deteccao especifica de Sa/monella
incluem: invA (gene da invasao proteica), fimA
(gene que codifica a maior subunidade fimbrial), spv
(gene da viruléncia), stn (gene da enterotoxina), fliC
(gene da flagelina) e hilA (ativador transcricional do
gene da invasao) (IBRAHIM et al., 2014).

Outro grande avanco na deteccado de patégenos em
alimentos pode ser o uso de estudos protedmicos
para diagndstico rapido, através da utilizacdo da
espectrometria de massa para caracterizar o micror-
ganismo caracteristico. A técnica de espectrometria
de massas com fonte de ionizacdo e dessorgcéao a
laser assistida por matriz —-MALDI (Matrix Assisted
Laser Desorption/ lonization) e analisador de massas
do tipo tempo-de- voo (TOF) permite a reprodutibi-
lidade de espectros, podendo comparar o espectro
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de massas, obtido em poucos segundos, com os de
referéncia de cepas conhecidas, podendo proporcio-
nar a deteccao do patégeno com mais rapidez do
que os métodos convencionais (SIUZDAK, 20086).

Deteccao de Sa/monella spp. em
carcacas de bovinos durante o
processamento em abatedouros-
frigorificos

Foram realizadas, até o momento, coletas em dois
abatedouros-frigorificos de Campo Grande, sendo
coletadas amostras de cinco carcagas por semana
durante seis semanas consecutivas, conforme esta-
belecido pela Unido Europeia para testes microbio-
I6gicos em carcacas (COMMISSION REGULATION
- EU, 2007).

As amostras foram coletadas em trés pontos di-
ferentes da linha de abate: apés a esfola, apds a
lavagem e apds a refrigeracao. Para a coleta foram
utilizadas esponjas hidratadas com agua peptonada
tamponada (APT) a 1%. As esponjas foram fric-
cionadas no peito, no vazio e na regidao préximo ao
lagarto, utilizando um molde de aco inox esterilizado
(Figura 1), com 10 x 10 cm, totalizando 400 cm?
de superficie amostrada, e armazenadas em bolsas
plasticas esterilizadas.

Figura 1. Coleta de amostra de carcaca na regido do peito (a) e do lagarto
(b), utilizando esponja estéril hidratada e molde de aco inox esterilizado.

Para deteccao de Sa/lmonella spp. nas amostras de
carcaca, foi utilizada a metodologia descrita no /n-
ternational Organization for Standardization (ISO
6579:2002) com modificacdes.

As colbnias suspeitas isoladas dos meios de culti-
vos padrao (Figura 2) foram submetidas as provas
bioquimicas complementares, compostas pelas
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provas de Indol, ureia, motilidade, producao de
HZS, vermelho de metila, Voges-Proskauer, citrato e
B-galactosidase. Foram consideradas como reacdes
tipicas para Salmonella spp. as seguintes caracteris-
ticas: urease negativa, indol negativo, HZS positi-
vo, vermelho de metila positivo, Voges-Proskauer
negativo, citrato positivo, motilidade positiva e
B-galactosidase negativa.

Figura 2. Colonias caracteristicas de Salmonella spp. em agar Sa/monella-
-Shigella (SS), isoladas de amostra de carcaca bovina.

Por meio das provas bioquimicas, das 90 amostras,
provenientes de 30 carcacas analisadas no frigorifico

I, sete (7,7 %) apresentaram Sa/monella spp, sendo
uma apos a esfola, duas apds a lavagem e quatro

ap6s a refrigeracao. Em relacdo as 105 amostras,
provenientes de 35 carcacas analisadas no frigorifico Il,
nenhuma foi positiva para Salmonella spp (Quadro 1).

Animais | Amostras Refrige-
i o Esfola | Lavagem =
positivos | positivas racéo
Frigori- 20% 7,7% 2,2% 1,1% 4,4%
fico | (6/30) (7/90) (2/90) (1/90) (4/90)
Frigori- 0% 0% 0% 0% 0%
fico Il (0/35) (0/105) | (0/105) | (0/105) (0/105)
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Em relacdo as carcacas positivas, apenas uma delas
foi positiva em dois locais, sendo a esfola e a refri-
geracao (Quadro 2).

As cepas isoladas com caracteristicas bioquimicas
compativeis com Sa/monella foram testadas por
PCR convencional e qPCR para o gene invA, as-
sociado a viruléncia, conservado em bactérias do
género Salmonella; e pela técnica de MALDI-TOF.

A extracdo do DNA bacteriano foi realizado utili-
zando o “kit” comercial DNeasy Blood & Tissue Kit
(QIAGEN, Valencia, CA, EUA), seguindo as instru-
coes do fabricante.

A PCR convencional foi realizada segundo Myint et
al. (2006), utilizando-se oligonucleotideos iniciado-
res para verificar a presenca dos genes de viruléncia
invA descritos por Skyberg et al. (2006). Os pro-
dutos da amplificacdao foram separados em gel de
agarose 1,5% em TBE 0,5X (tampao borato EDTA
— pH 8,2) e realizada a eletroforese. Apds, o gel foi
corado e a imagem registrada.

Para a gPCR, iniciadores e sondas de DNA para siste-
ma TagMan MGB foram desenhados com o programa
Primer Express (Applied Biosystems) e a deteccao de
DNA foi realizada em aparelho StepOne Plus (Ap-
plied Biosystems).

Para a técnica de MALDI-TOF, foi utilizado o pro-
tocolo de lise bacteriana com etanol 70% visando
a inativacao de bactérias. O preparo das amos-
tras foi realizado com solucdo de acido férmico

e acetonitrila. Os espectros foram obtidos pelo
espectrometro de massa MALDI-TOF LT Micro-
flex Bruker (Bruker Daltonics, EUA). Os espectros
obtidos foram analisados pelo programa MAL-

DI Biotyper 2.0 (Bruker Daltonics, EUA) com as
configuracdes padrao para obtencao da identifica-
cao bacteriana. O algoritmo utilizado pelo MALDI
Biotyper confronta os espectros da amostra desco-
nhecida com amostras de referéncia contidas em
um banco de dados de referéncia.

Cepas da Colecao de Microrganismos de Refe-
réncia em Vigilancia Sanitaria-CRMVS, FIOCRUZ-
-INCQS, Rio de Janeiro, RJ, foram utilizadas como
controles negativos e positivos para todas as
técnicas: Escherichia coli INCQS 00033 (ATCC
25922), Salmonella enterica subsp. enterica se-

rovar Enteritidis INCQS 00258 (ATCC 13076) e
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi-
murium INCQS 00150 (ATCC 14028).

As sete cepas (100%) identificadas bioquimi-
camente como Salmonella spp. também foram
confirmadas em ambas as técnicas de PCR e no
MALDI-TOF. No entanto, as metodologias alterna-
tivas permitiram a identificacdo do género em trés
dias, em contraste com a metodologia tradicional,
que consumiu cinco dias, além de ser mais laborio-
sa (Figura 3).

Amostra coletada
em esponjaa partir
dacarca@a

Enriguecimento
emagua
peptonada
tamponada

Caldos seletivos
[MKTTn e RVS)

5 dias 3 dias

Meiosdiferenciss
(XLD e 55)

l . ) l PCR, qPCR, MALDI-
Agarnutriente TOF

Provas bioguimicas

(TSI, SIM, Citrata, Identificacso de
Uréia, VP, VM, Solmoneliaspp

beta-galactosidass)

Identificagdo de
Salmoneila spp

Figura 3. Fluxograma da identificacdo de Sa/lmonella spp., a partir de car-
cacas de bovinos, utilizando diferentes métodos de diagnéstico.

Os isolados de Sa/monella spp. confirmados pela
PCR foram enviados ao Laboratério de Enterobac-
térias do Centro de Referéncia Nacional de Cdlera
e outras Enteroinfeccoes Bacterianas da Fundacao
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro — RJ,
para sorotipagem completa. Das sete cepas soro-
tipadas, quatro foram classificadas como serovar
Typhimurium, uma como serovar Give e uma
como serovar Heidelberg (Quadro 2)
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Esfola Lavagem Refri?e- Sorotipagem

racéo
gg;ca(;a Positiva | Negativo | Negativo Sam%r;elgzrzer.
ggr;a(;a Negativo | Negativo | Positiva Sa/mt)(irii\e;ga ser
igzzaga Negativo | Negativo | Positiva S?é’gﬁﬁgﬂj;r'
ggrsca(,:a Negativo | Negativo | Positiva S?{,n;ﬁir;f{jfiijr'
igr;ac;a Negativo | Positiva | Negativo S?(/’Zﬁ{;fgfi:g'
Sg;caga Positiva | Negativo | Positiva s?é’gﬁﬁgﬂ:g'
Concluséao

Em um dos abatedouros-frigorificos testados, houve
alta ocorréncia de carcacas bovinas contaminadas
com Sa/monella spp., inclusive nas amostras testa-
das ap6s a refrigeracao, ou seja, quando o produto
ja esta pronto para a desossa e distribuicdo para o
consumidor. O sorotipo mais frequentemente iden-
tificado foi Sa/monella Typhimurium, comumente
associado com ETAs provocadas por consumo de
carne bovina contaminada.

A identificacao de Salmonella spp. a partir do cul-
tivo em meios diferenciais foi feita por diferentes
métodos diagndsticos, que incluem técnicas bioqui-
micas tradicionais, seguida por sorotipagem; como
também por metodologias alternativas, como PCR,
qPCR e espectrometria de massas. Nos isolados,
todos os testes confirmaram Sa/monella spp.

As metodologias de espectrometria de massa pelo
sistema MALDI-TOF, e genotipica, por meio de PCR
convencional e PCR em tempo real sdo de facil
execucao e permitem a confirmacao mais rapida da
identidade de Salmonella spp., a partir dos isolados
em meios diferenciais

Com a conclusédo posterior deste projeto, podem ser
gerados subsidios para um programa de controle de
Salmonella spp. em carcacas de bovinos, implican-
do em uma melhor qualidade da carne bovina, mi-
tigando os riscos de infeccoes humanas de origem
alimentar.
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