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Resumo

Salmonella é uma das principais bactérias responsavel por doencas a partir da ingestdo de
produtos de origem animal. Registros de surtos de salmoneloses alimentares em seres
humanos ocorreram principalmente por determinados sorotipos patogénicos, como Enteritidis
e Typhimurium. O presente estudo objetivou principalmente analisar as frequéncias de
salmonelas em diferentes alimentos no estado do Rio Grande do Sul (RS). Foram utilizadas
121 amostras de alimentos coletadas no Laboratorio Central de Saude Publica do Rio Grande do
Sul (LACEN), no periodo de 2010 a 2015 provenientes de 36 cidades do estado do RS. Os
isolamentos das salmonelas foram realizados com o emprego de técnicas microbioldgicas
especificas, utilizando meios de culturas préprios e provas bioquimicas. As sorotipagens foram
conduzidas de acordo com Kauffmann-White-Le Minor (KWL). Para o diagnéstico molecular,
a extracdo do DNA foi realizada pelo metodo de fervura e os procedimentos de PCR
(Polymerase Chain reaction) foram efetuados posteriormente com condigdes especificas. Os
alimentos que apresentaram salmonelas em maiores frequéncias foram saladas de maionese
(21,5%), carne bovina e derivados (13,2%), fast-foods (12,4%) e carne suina e derivados
(11,6%). As cidades com maiores numeros de alimentos contaminados foram Porto Alegre
com 13,2%, Cachoeira do Sul (9,9%) e Novo Hamburgo (8,3%). Os sorotipos predominantes
foram Enteritidis (48,8%) e Typhimurium (16,5%). Estes casos foram confirmados pelo PCR
Multiplex. Este estudo permitiu o entendimento dos percentuais alimentares contaminados,
eventos por cidades, das distribuicGes dos sorotipos de salmonelas no estado do RS e do
desempenho do método de PCR multiplex.
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INTRODUCAO

Salmonella é um dos principais agentes bacterianos com potencial de ocasionar doencas
a partir da ingestdo de produtos de origem animal, como por exemplo, ovos, carnes, produtos
processados, entre outros (SCHROEDER et al., 2006). Os sintomas caracteristicos da doenca
sdo nauseas, vomitos, diarreia intensa, febre baixa, prostracdo, melenas, colicas intestinais e
dores de cabeca. Os alimentos sdo contaminados pela presenca da bactéria no ambiente de
criacdo e durante o processamento de abate, caso ndo sejam tomados cuidados higiénico-
sanitarios adequados (MAJOWICZ et al., 2010). Nas décadas de 1980 e 1990 surtos de
salmoneloses alimentar em seres humanos ocorreram principalmente por determinados
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sorotipos patogénicos, como Enteritidis e Typhimurium (GAST et al., 2008; BERCHIERI;
OLIVEIRA, 2010).

A classificagdo da doenca, baseada em investigagcdes moleculares, estratifica o género
em duas espécies, que sdo representadas por Salmonella enterica e Salmonella bongori.
Salmonela enterica € subdividida em seis subespécies designadas como enterica, salamae,
arizonae, diarizonae, hutnae e indica (CDC, 2011). Os isolados de Salmonella sdo também
classificados em sorotipos, sendo que j& foram demonstrados mais de 2.500 variantes
antigénicas distribuidas globalmente com a quase totalidade (99,5%) pertencente a subespécie
enterica (GRIMONT; WEILL, 2007; GUIBOURDENCHE et al., 2010). As denominac6es
dos sorotipos e as respectivas férmulas antigénicas estdo listadas em um documento chamado
Kauffmann-White-Le Minor (KWL) (Issenhuth-Jeanjean et al., 2014).

Métodos de diagndstico molecular para a deteccdo e caracterizacdo de Salmonella
tém sido formulados e empregados em laborat6rios, objetivando complementar a sorotipagem
(IKUTA et al., 2009). Os métodos mais utilizados sdo variagdes da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR, Polymerase Chain Reaction) (GAST et al., 2008; ACHTMAN et al., 2012).
Os primeiros ensaios de PCR tinham como alvos genes responsaveis pela codificacdo de
estruturas antigénicas de salmonelas (HOORFAR et al.,1999). Mais recentemente, estudos de
genomas completos permitiram a identificacdo de regides sorotipos especificas e a
implementacdo de métodos de PCR multiplex para deteccdo de dois sorotipos em Unico
ensaio, como exemplo a deteccdo de Enteritidis e Typhimurium (MAURISCHAT et al.,
2015).

O presente estudo teve como objetivo principal analisar os sorotipos de salmonelas
isoladas de diferentes alimentos no estado do Rio Grande do Sul (RS) no periodo de 2010 a
2015.

MATERIAIS E METODOS
Amostras

Foram analisados os dados de 121 isolados de Salmonella obtidos a partir de amostras
de alimentos provenientes de 36 cidades do estado do Rio Grande do Sul e coletadas no
periodo de 2010 a 2015. As salmonelas foram isoladas de diversos tipos de alimentos (salada
de maionese, carnes e derivados de origem animal, fasts-foods, gréos, saladas de legumes e
verduras, entre outros) de consumo rotineiro pelo homem. Estas amostras foram obtidas do
Laboratorio Central de Saude Publica do Rio Grande do Sul (LACEN).

Isolamento bacteriano

O isolamento de Salmonella foi realizado com os meios solidos seletivos agar
Salmonella-Shigella (SS), agar xilose-lisina-desoxicolato (XLD) e agar Verde Brilhante (VB).
Todavia, anteriormente as bactérias foram enriquecidas em caldos, como o Brain Heart
Infusion (BHI) ou Rapapport-Vassiliadis (RV). A incubacdo nos meios de cultura foi
realizada em condicGes de aerobiose a 37 °C por 18-24h. As colbnias tipicas do género
Salmonella nos meios seletivos (XLD ou VB) foram selecionadas para a identificacdo
presuntiva usando o agar Triple Sugar Iron (TSI). Colénias de 1 a 2 mm de diametro com
centro enegrecido no agar SS, apds 24 horas de incubacdo (sugestivas do género Salmonella)
foram submetidas a caracterizacdo bioguimica, incluindo provas de utilizacdo de carboidratos
(glicose, lactose, sacarose, manitol e maltose), de producéo de indol, de utilizacdo do citrato,
de reducdo de nitratos, de descarboxilagdo dos amino&cidos (lisina, arginina e ornitina), entre
outras.



Sorotipagem

Os sorotipos foram classificados com base no procedimento de KWL. De forma
inicial, os isolados suspeitos de Salmonella foram analisados por aglutinagdo em lamina com
antissoros especificos para antigenos O, o qual é baseado na andlise de lipopolissacarideos,
que séo classificados nos grupos A, B, C1, C2, D e E. Os antissoros H (flagelares) e Vi séo
reservados para o uso em identificacBes especificas. Atualmente este método emprega mais de
150 antissoros O e H para a caracterizacdo dos sorotipos de Salmonella. A reagdo positiva
para cada antissoro era observada pela aglutinacdo em lamina.

Extracédo do DNA

A extracdo de DNA foi realizada pelo método de fervura conforme descrito por
Soumet et al., (1994), com adapta¢des, onde uma pequena porc¢do de colbnia sera retirada do
meio solido e adicionada a 100 pL de agua tratada; em seguida, o material foi colocado no
termobloco por 5 minutos a 100°C. Posteriormente, passou por choque térmico e foi
centrifugado por 3 minutos a 10000 rpm. Finalmente, o sobrenadante foi utilizado no ensaio
de PCR.

Deteccao molecular

A confirmagéo do género Salmonella foi efetuada pela amplificacdo do gene invA por
PCR em tempo real (StepOne Plus — Applied Biosystems, Carlsbad CA, EUA). A anélise foi
realizada diretamente no equipamento pela avaliacdo da presenca de curvas de amplificacdo e
determinacgdo dos respectivos valores de Ct (cycle threshold). A confirmagdo dos sorotipos
Enteritidis e Typhimurium foi realizada pela deteccdo dos genes safA e fliA-1S200 conforme
descrito previamente (MAURISCHAT et al., 2015).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, os dados foram analisados quanto ao ano de isolamento, os alimentos e a
cidade de origem dos isolados e a frequéncia de sorotipos. Com relagdo ao nimero de casos
de salmoneloses por ano, foram observados 33 (27,3%) no ano de 2010, 8 (6,6%) em 2011,
27 (22,3%) em 2012, 31 (25,6%) em 2013, 20 (16,5%) em 2014 e 2 (1,7%) em 2015.

Os principais alimentos contaminados foram salada de maionese n= 26 (21,5%), carne
bovina e seus derivados n= 16 (13,2%), fast-foods (como Xis burguer, sanduiche, pastel e
cachorro quente n= 15 (12,4%), carne suina e derivados n= 14 (11,6%) salada de legumes e
verduras n= 10 (8,3%) e grdos (como arroz, feijdo, milho e ervilha) n= 10 (8,3%). Os demais
tipos de alimentos corresponderam a 30 amostras (24,8%).

Todos alimentos analisados foram provenientes do estado do RS, contemplando um
total de 36 cidades. Uma analise descritiva informa que 16 (13,2%) advieram da cidade de
Porto Alegre, 12 (9,9%) de Cachoeira do Sul, 10 (8,3%) de Novo Hamburgo e 9 (7,4%) de
Encantado. As demais cidades formaram um montante de 74 (61,2%) casos.

As analises sorotipicas revelaram que 59 (48,8%) das amostras eram Enteritidis, 20
(16,5%) Typhimurium, 11 (9,1%) Infantis, 8 (6,6%) Braenderup e 8 (6,6%) Schwarzegrund.
Os demais sorotipos foram identificados em 15 casos demonstrando uma frequéncia
percentual acumulada de 12,4%. A realizacdo da deteccdo molecular especifica por PCR
confirmou a ocorréncia de todos os casos de Enteritidis e Typhimurium.

O presente estudo demonstra a elevada ocorréncia do sorotipo Enteritidis em
alimentos. Estudo anterior (CAPALONGA et al., 2014), também conduzido no RS entre 2007



a 2012, demonstrou que o sorotipo Enteritidis apresentava uma frequéncia ainda mais elevada
entre as salmonelas isoladas de alimentos (84,7%). Mas nossos resultados divergem com
relacdo as frequéncias dos sorotipos Typhimurium n= 20 (16,5%), Infantis n= 11 (9,1%) e
Schwarzegrund n= 8 (6,6%), onde no estudo de Capalonga et al., (2014) foram observados
n=6 (3,7%), n=1 (0,6%) e n=9 (5,5%), respectivamente. Os demais sorotipos estavam
presentes em 23 (19%) isolados, em contrapartida de 9 (5,5%) verificados na pesquisa de
Capalonga et al., (2014). Neste aspecto, Geimba et al., (2004) identificaram a presenca do
sorotipo Enteritidis em 97% dos alimentos avaliados no periodo de 1999 a 2000 no RS.
Posteriormente, de Oliveira et al., (2006) evidenciaram o envolvimento de salmoneloses em
93% dos casos com sorotipo Enteritidis na temporada 2001-2002. De Paula et al., (2011)
relacionaram Enteritidis com percentual de 87% entre os anos de 2003 a 2006. Estes
resultados denotam que o sorotipo Enteritidis é o mais frequentemente encontrado no estado
do RS, este fato foi visualizado no nosso estudo, contudo com frequéncias menores n= 59
(48,8%).

Isolados de Enteritidis foram relacionados com percentuais elevados de salmoneloses
alimentares em outros estados do Brasil como, por exemplo, S&o Paulo (TAVECHIO et al.,
2002), Parana (KOTTWITZ et al., 2008) e Santa Catarina (KOERICH et al., 2010). Em um
ambito internacional o mesmo sorotipo foi considerado como primordial agente responsavel
por toxinfeccOes alimentares na China (HE et al., 2011) e nos Estados Unidos (CHO et al.,
2010).

Em comparacdo com o estudo de Capalonga et al., (2014) foram verificados
semelhancas no aspecto de alimentos contaminados em 26 (21,5%) x 24 (17,4%) amostras de
saladas de maionese, 16 (13,2%) x 17 (12,3%) de carne bovina e 7 (5,8%) x 9 (6,5%) de carne
de frango e seus derivados. Em contraponto, frequéncias diferentes foram observadas nos
alimentos de fast-foods 15 (12,4%) x 8 (5,8%) e carne suina e seus derivados 14 (11,6%) x 3
(2,2%). Os estudos de Costalunga e Tondo (2002) e Silveira e Tondo (2006) também
destacaram que salada de maionese foi 0 alimento mais relacionado com salmoneloses.

Os ensaios de PCR Multiplex permitiram a confirmacdo da presenca dos sorotipos de
Enteritidis e Typhimurium, fato este que estad de acordo com o estudo de Maurischat et al.,
(2015). Neste sentido, as aplicacdes dos métodos que visam a analise de DNA possibilitam
melhores desempenhos e dinamismo comparados as metodologias tradicionais de
sorotipagens de salmonelas (WATTIAU et al., 2011).

CONCLUSAO

Este estudo permitiu o entendimento das distribuicdes dos sorotipos de Salmonelas
no estado do RS. Além disso, forneceu dados descritivos sobre a contaminacéo dos alimentos
e a distribuicdo dos casos de salmoneloses em 36 cidades do RS. O sorotipo Enteritidis foi o
mais evidente, o que estd de acordo com a literatura, no entanto apresentou menores
frequéncias quando comparado com diferentes estudos. Destacaram-se também as frequéncias
dos demais sorotipos analisados, como por exemplo, Typhimurium, Infantis, Braenderup e
Schwarzegrund. Os sorotipos de Enteritidis e Typhimurium foram confirmados pela analise
de material genético, no qual possui potencial maior de flexibilidade e dindmica em relacéo
aos métodos tradicionais.
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