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RELATORIO TECNICO FINAL

Titulo do Projeto: Rastreamento e deteccdo de Salmonella enteritidis através do gene
invA, pela técnica de PCR em tempo real, na Avicultura de corte e postura de ovos nas

granjas comerciais do Estado do Espirito Santo.

Nome do Coordenador do Projeto:  Fabricio Antonio Ferreira Martins

N2 do Processo: 42798850/2008

Instituicdo (por extenso): Instituto Tommasi de Pesquisa e Desenvolvimento
O projeto vem sendo apoiado pela FAPES/FINEP desde 12 / 2008

Periodo em que se refere o Relatorio: 04/2009 a 10/2009

Resumo das Atividades Executadas no Periodo de vigé  ncia do auxilio.

| - Principais objetivos do projeto original:

Rastrear e detectar Salmonella enteritidis através do gene invA pela técnica de PCR em
tempo real na Avicultura de corte e de postura de ovos nas granjas comerciais do
Estado do Espirito Santo, visando o mercado internacional (exportacdo) e o mercado

interno.

Il - Principais etapas executadas no periodo visand 0 ao alcance dos objetivos:

II.1 — Selecdo das granjas, coleta e encaminhamento  das amostras biologicas:

A selecdo dos avicultores, coleta e encaminhamento das amostras bioldgicas foi
realizado pelo Médico Veterinario, Gabriel Silva Braga (CRMV:0780/VP), gerente de
veterinaria da COOPEAVI (Cooperativa Agropecuaria Centro Serrana — Santa Maria de
Jetibd).

[I.2-Coleta de Ovos:
As coletas dos ovos foram realizadas na COOPEAVI pelo Médico Veterinario Gabriel
Silva Braga CRMV: 0780/VP. Entre o periodo de 10/12/2008 a 31/10/2009, foram

coletados um total de 798 ovos. (Fotos 01 e 02).



Foto 01: Chegada dos Ovos na COOPEAVI.

Foto 02: Coleta dos ovos pelo Médico Veterinario.



[1.3-Coleta de Swab de Cloaca:
Foram coletados entre 12/2008 a 10/2009, 204 amostras de swabs de cloaca pelo

Médico Veterinario Gabriel Silva Braga CRMV: 0780/VP. A escolha dos Avicultores e

das aves foram aleatérios pelo préprio Médico Veterinario. (Fotos 03 e 04)

Foto 03: Vista interna de uma das granjas onde foi realizado a coleta de swab de
cloaca

Foto 04: Coleta de swab de cloaca



Il.4 — Transporte e encaminhamento das amostras bio  logicas:

As amostras biologicas foram acondicionadas em caixas devidamente identificadas e

encaminhadas diretamente para o Instituto Tommasi de Pesquisa e Desenvolvimento
(foto 05).

Foto 05: Caixa onde os Ovos e Swabs de cloaca foram acondicionados para serem
encaminhados ao Laboratorio.

I1.5 — Realizacéo dos testes laboratoriais:

Apés o0 recebimento das amostras no Instituto Tommasi de Pesquisa e
Desenvolvimento, foi realizado um cadastro no sistema do laboratério, onde € gerado
um registro de cada material a ser analisado de cada avicultor, fato importante na
rastreabilidade das amostras pesquisadas, que € a grande novidade da avicultura
mundial nesta primeira década do século XXI. Na Unido Européia, onde o consumidor é



muito mais exigente, o processo jA comecou e foram criados varios programas para

identificar toda a vida da ave até a venda da carne ou dos ovos no supermercado.

Apos o cadastro, os Swabs foram diretamente enriquecidos em agua peptonada e
posteriormente, de acordo com sugestdo do consultor no relatorio parcial, foram
colocados em meio seletivo, inibindo o crescimento de outras bactérias (Selenito
Cistina). Ja os ovos foram colocados em um recipiente estéril (gema, clara e casca), e
enriquecidos em agua peptonada e caldo BHI, e posteriormente foram semeados em

meio especifico de crescimento (meio SS - Salmonela Shiguella).

Para realizacdo das analises moleculares e microbiolégicas, foi obtido junto ao Instituto
Adolfo Lutz (IAL) um controle positivo de Salmonella enteritidis, lote 03/07, utilizado
como controle padrdo positivo para todas as analises realizadas. Todas as amostras
bioldgicas foram realizado tanto analise molecular como cultura microbiolégica. As fotos
abaixo (Foto 06 e 07) mostram a extracdo da gema e clara dos ovos e posteriormente
as amostras enriguecidas em meio BHI, agua peptonada e meio seletivo selenito
cistina, sendo que ap6s determinado tempo foram semeadas em meio SS.

Foto 6: Extracdo da gema e clara dos ovos para deteccao de Salmonella enteritidis.



Foto 7: Amostras de swab enriquecidas em Agua Peptonada e ap6s em meio seletivo
Selenito Cistina.

I1.6 - Deteccéo e amplificacdo do material genético

Saber quais serdo as necessidades da induastria avicola no futuro é um desafio
constante e, para isso, o Instituto Tommasi, junto com a FAPES/FINEP e a COOPEAVI,
utilizou o que ha de mais moderno em tecnologia nas granjas do estado do Espirito
Santo, diagndstico molecular — metodologia PCR em tempo real, para termos um
produto livre de Salmonelose para o consumidor. Esta metodologia identifica o DNA
alvo com maior sensibilidade, uma vez que a deteccdo da amplificacdo € feita atraves
da captacdo de fluorescéncia. Esta técnica também apresenta maior especificidade,

devido a utilizacdo de uma sonda especifica para o fragmento alvo na reagéo.

A amplificacdo e a deteccdo do DNA séo realizadas simultaneamente em um sistema
fechado, dispensando procedimentos adicionais como a corrida eletroforética dos
produtos em gel de agarose e fotodocumentagcdo. Com a eliminagéo destas etapas, 0s
resultados obtidos pelo PCR em tempo real sdo mais rapidos (menos de 24 horas,



desde a extracdo do DNA até o resultado final), quando comparada com a PCR

convencional.

Para amplificacédo e deteccdo do material genético de Salmonella enteritidis, utilizamos
um conjunto de Primers (iniciador e reverso) e uma sonda especificos para amplificar o
gene invA, que tem a funcdo de aumentar a capacidadade de invasdo das Salmonelas,
pois, sorotipos que nao possuem 0 gene invA sdo incapazes de expressar invABC,
dessa maneira sdo deficientes para invadir células de mamiferos, indicando que o

“operon” invABC tem um papel importante na invasdo bacteriana nas células.

Além do controle positivo de Salmonella enteritidis obtido junto ao Adolfo Lutz, toda
corrida de amplificacao foi acompanhada de um Controle Interno de Reacéo (IPC), que
vai validar a amplificacdo molecular.

As reacdes de PCR séo realizadas em um PCR em tempo real (7300 real time PCR

System - Applied Biosystems) (Foto 08).

FOTO 08 — 7300 Real Time PCR System



[1.7 — Cronograma de atividades:

Atividade Trimestre | | Trimestre Il Trimestre lll | Trimestre IV
Selegéo das | X

granjas que irdo

participar do

projeto

Treinamento dos | X

técnicos para

coleta e logistica
das amostras

Coleta das | X X X X
amostras nas

granjas

Analise X X X X
molecular das

amostras

selecionadas

Relatorios X

parciais

Divulgacdo dos | X X X X
resultados para

controle da

doengca para a

Coopeavi

Divulgacdo dos X

resultados na
midia  (Jornais,
revistas,
congressos etc.)

Relatoério final X

Tabela 01: Cronograma de atividades.



Dezembro/2008 | Janeiro/2009 | Fevereiro/2009 | Marco/2009 | Abril/2009 | Maio/2009
1° 10/12/2008 15/01/2009 | 05/02/2009 05/03/2009 | 08/04/2009 | 06/04/2009
Quinzena | OK OK OK OK OK OK
2° 22/12/2008 22/01/2009 | 19/02/2009 18/03/2009 | 22/04/2009 | 20/04/2009
Quinzena | OK OK OK OK OK OK
Tabela 02: Cronograma de coleta de ovos e swabs de cloaca no 1°semestre.
Junho/2009 | Julho/2009 | Agosto/2009 | Setembro/2009 | Outubro/2009
1° 04/06/2009 | 14/07/2009 | 13/08/2009 10/09/2009 09/10/2009
Quinzena | OK OK OK OK OK
2° 25/06/2009 | 30/07/2009 | 27/08/2009 | 24/09/2009 29/10/2009
Quinzena | OK OK OK OK OK

Tabela 03: Cronograma de coleta de ovos e swabs de cloaca no 2°se mestre.

[Il - Apresentagéo e discussao sucinta dos resultad  os obtidos, deixando claro o

avanco, tedrico, experimental ou pratico obtido pel a pesquisa (os resultados

formais - publicacdes - sao solicitados no item VIl .

Il — 1: Resultados das analises moleculares:

Todas as analises moleculares das amostras pesquisadas como ovo (tanto a gema
como a clara), casca dos ovos e swabs de cloaca foram indetectaveis para Salmonella
enteritidis. O que foi confirmado com as culturas microbiologicas (segue em anexo

laudos de 2 avicultores).

As fotos 09 e 10 mostra o resultado da analise molecular de Salmonella enteritidis de 3
avicultores, mostrando a auséncia de Salmonela nas amostras analisadas (ovos e
swabs). O numero 1 é o controle positivo de Salmonella enteritidis do Instituto Adolfo
Lutz, mostrando uma curva de amplificacdo do material genético alvo, e o nimero 2 as
amostras de ovos (gema, clara e casca), swab de cloaca e controle negativo, onde néo

houve curva de amplificacdo, ou seja, ndo houve deteccédo de Salmonella enteritidis.



Foto 09: 1) Controle positivo de Salmonela enteritidis (Adolfo Lutz). 2) Amostras de
swab de cloaca do Avicultor Elimar Schwambach e controle negativo indetectavel para

Salmonela.




Foto 10: 1) Controle positivo de Salmonela enteritidis (Adolfo Lutz). 2) Amostras de
swab de cloaca do Avicultor Manfredo Kruger, ovos do Avicultor Edgar Agner e controle

negativo indetectavel para Salmonela.

Para verificarmos a eficiéncia de detec¢cdo molecular no ovo, foi realizado uma corrida
de amplificacdo (foto 11) através de uma amostra de ovo contaminado pelo controle
positivo de Salmonella enteritidis (Adolfo Lutz), misturado em um “pool” de 10 ovos, 2
dias antes de ser realizado a extracdo do DNA, mostrando de acordo com o resultado
obtido uma alta sensibilidade do teste para deteccdo molecular deste patégeno em

OVosS.

Para melhorar ainda mais a eficiéncia da corrida, aumentamos a concentracéo para 2,5
microlitros de DNA, o que melhorou a eficiéncia da curva de amplificacdo do DNA alvo

de Salmonela.



Foto 11: Corrida de amplificagdo de amostra de ovo contaminado pelo controle positivo

de Salmonela, mostrando a eficiéncia de detec¢do molecular no ovo contaminado.

Para verificarmos o nivel minimo e méaximo de deteccao, foi realizado uma diluicdo
seriada (diluicdo de 1/100.000, ou seja 100 microlitros de amostra em 900 microlitros de
agua livre de DNAse e RNAse) de uma amostra contaminada com o controle positivo de
Salmonella enteritidis, para vermos o nivel de deteccdo molecular em concentracdes
diferentes de Salmonela (foto 12). De acordo com o resultado, observamos a deteccéo
molecular de Salmonela entre os CTs 21 e 37 ( CT — Cycle Threshold, é o local onde a
reacdo cruza o limiar de deteccéo em relacéo a linha de base — Threshold). O CT 21 é a
Salmonela padréo, ou seja, sem diluicdo, e o CT 37 a ultima diluicdo a ser detectada,
representando 1 parte do soluto sendo detectado em volume total de 10.000 partes, isto
em intervalo de tempo de 18 horas, mostrando uma alta sensibilidade e especifidade do

diagndéstico molecular.

A curva de amplificacdo do CT 38 mostra a amplificacdo de Salmonela de uma amostra

de ovo sendo detectado apds 18 h de ser contaminado com controle positivo, onde que,



se compararmos com o CT 37, que é a 4° diluicdo do teste de nivel de deteccao
(1/10.000) em menos de 24 horas, confirma a alta sensibilidade e rapidez desta
metodologia molecular se compararmos com o método tradicional, possibilitando assim
o controle da contaminacdo pelas Salmonelas em todas as etapas do sistema de
producao avicola, mantendo assim um maior controle de sanidade das granjas testadas

e possibilitando uma maior aceitacdo do produto no mercado interno e externo.

Foto 12: Corrida de amplificagdo da diluicdo seriada de Salmonela e deteccao da
amostra de ovo apos 18 h de contaminacéao.

[l — 2: Resultados das analises microbiologicas:

As andlises de culturas microbiolégicas com meio SS, especifico para Salmonela,
obtiveram resultados negativos para Salmonella enteritidis. Em relacdo a cultura de

cascas dos ovos e swabs de cloaca houve o crescimento de algumas bactérias que sao



comuns a flora bacteriana de cloaca das aves e consequentemente da casca dos ovos,
como: Escherichia coli, Pseudomonas oryzihahitans, Leclecia adecarboxylata e Proteus
mirabilis, como mostra a Foto 13. E importante salientar que todas as analises
moleculares foram seguidas por cultura microbiologica especifico em meio SS

(Salmonela e Shiguella).

Foto 13: Placas em meio SS de swab de cloaca com crescimento bacteriano de
Escherichia coli, Pseudomonas oryzihahitans, Leclecia adecarboxylata e Proteus
mirabilis

Apesar de ndo termos detectado Salmonella enteritidis nos ovos e swabs de cloacas, foi
detectado em cultura microbioldgica algumas bactérias em swabs de cloaca e casca
dos ovos, que segundo a literatura sdo comuns na flora intestinal das aves, como:
Escherichia coli, Pseudomonas oryzihahitans, Leclecia adecarboxylata e Proteus
mirabilis (Foto 13). Como foi observado, estas bactérias tem o crescimento muito
rapido, podendo assim atrapalhar ou inibir o crescimento da Salmonela, e
consequentemente, as propriedades fenotipicas pelas quais as bactérias séao
identificadas podem ndo ser sempre bem expressadas, ou dificieis de serem

interpretadas por estes métodos convencionais.



Para inibir o crescimento dessas bactérias oportunistas, foi utilizado o meio seletivo
Selenito Cistina, que é usado como um meio para o isolamento de Salmonela de
alimentos, laticinios, materiais de importancia sanitaria e espécimes clinicos, sendo
utilizado para a deteccao de Salmonela nos estagios ndo agudos da doenca quando os

organismos ocorrem em baixo nimero nas amostras a serem analizadas.

O tempo de crescimento de Salmonella enteritidis em meio especifico SS (Salmonela e
Shiguella), foi confirmado através da cultura do controle positivo de Salmonella
enteritidis (Adolfo Lutz), que foi em média de 48 horas a temperatura de 37°a 38°graus

Celsius.

Com base nos resultados obtidos pela analise molecular e microbiologica, nas amostras
biologicas fornecidas pelos avicultores neste periodo do Projeto, concluiu-se que os
ovos comercializados pela COOPEAVI, estdo isentos de Salmonella enteritidis,

potenciais determinantes de sérios agravos a saude dos consumidores.

A competitividade da agroindustria no mercado nacional e de exportacdo depende do
efetivo monitoramento e reducdo das perdas na producdo decorrentes de doencas,
entre as quais se destacam as salmoneloses, que podem ser minimizadas através de
uma infra-estrutura de diagndéstico mais agil e especifica, para que sejam geradas

informacdes que permitam delinear e reavaliar estratégias de controle.

Nos Estados Unidos (EUA), novas leis federais exigem que os produtores de ovos
tomem medidas para impedir a propagacdo da Salmonela Enteritidis através de seus
produtos, relatou a Associacdo de Medicina Veterinaria Americana. A Autoridade
Sanitaria dos EUA (FDA) anunciou que as novas regras podem reduzir em até 60% os
casos de infeccao por salmonela, impedindo 79.000 casos de doengas transmitidos por
alimentos e 30 mortes anualmente. A FDA também estima que as medidas irdo diminuir

0s custos com a saude humana e melhorar a qualidade de vida dos consumidores.

As novas regras foram publicadas em um regulamento que entrou em vigor no dia 8 de

setembro de 2009. Os produtores com criacdes de mais de 50.000 poedeiras precisam



se adaptar a elas até julho de 2010 e aqueles com 3.000 galinhas, ou menos, devem

cumpri-las até julho de 2012. Para cumprir as exigéncias, os produtores devem:

- Ter ou implementar um plano de prevencao para salmonela em conformidade
documental.

- Comprar galinhas testadas contra salmonela ou monitoradas.

Implementar a biosseguranca e programas de controle de doencas.
- Limpar e desinfectar granjas com ressquicios de salmonela enteritidis.
- Refrigerar 0S ovOS durante 0 armazenamento e trasnporte.
- Realizar testes periédicos nos ovos e nos locais de armazenamento.
- Manter os registros relacionados as poedeiras um ano apos serem retiradas da
producao.

- Entregar registros até no maximo 24 horas apés o pedido oficial.
- Os produtores também devem fazer registro junto ao FDA para agilizar inspecdes

anuais e alocacao de recursos.

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) aprovou recentemente
uma norma que torna obrigatério nos rétulos dos ovos comercializados, em todo Pais, a
mencdo das seguintes adverténcias: "O consumo deste alimento cru ou mal cozido
pode causar danos a saude" e "Manter os ovos preferencialmente refrigerados”.

Esta medida visa prevenir a contaminacao por Salmonela, principalmente no ovo e na
carne de frango. De acordo com a bidloga Ivone Maria de Melo Carneiro, da Geréncia
Regional de Saude, a acédo foi divulgada pela Resolucéo n° 35, de 18 de junho de 2009.
A medida prevé que empresas que comercializam alimentos tém até o dia 17 de
dezembro para disponibilizar nos rétulos e embalagens informac6es para prevencao de

salmonela.

Segundo estudo do Ministério da Saude, o ovo é o principal envolvido em surtos de
doencas transmitidas por alimentos no pais referentes a Salmonela. Entre 1999 e 2007,
o consumo de ovos crus ou mal cozidos foi responsavel por 22,6% dos 5.699 casos
desse tipo de doenca notificados ao Ministério da Saude. O estudo demonstra ainda
que as residéncias sdo os locais com maior ocorréncia desses surtos, com 48,5% do

total, seguidas de restaurantes (18,8%) e escolas (11,6%).



Considerando a importancia que a avicultura capixaba representa para o Estado e para
o Pais pelos beneficios sociais e econémicos, um surto em um centro de producao
avicola representaria um risco a economia local, tornando necessario o fortalecimento
dos servicos de defesa sanitaria animal, aumentando a capacidade de investigacéo
rapida e dos procedimentos para a prevencao de salmoneloses, evitando assim perdas
econdmicas na producdo de corte e de postura de ovos e também barreiras ao

comércio internacional.

Assim sendo este projeto mostrou que esta metodologia de diagnéstico molecular é
uma poderosa ferramenta para deteccdo de salmonela, comparado com o método
convencional de cultura microbioldgica especifico para Salmonela (meio de cultura SS),
pois permite resultados com grande precisdo e rapidez de deteccédo (aproximadamente
24 horas), 0 que possibilitard o controle da contaminacdo pelas Salmonelas em todas
as etapas do sistema de producdo avicola, mantendo assim um maior controle de
sanidade das granjas testadas e possibilitando uma maior aceitacdo do produto no

mercado interno e externo.

A competitividade da agroindustria no mercado nacional e de exportacdo depende do
efetivo monitoramento e reducdo das perdas na producdo decorrentes de doencas,
que podem ser minimizadas através de uma infra-estrutura de diagndéstico mais agil e
especifica, para que sejam geradas informacdes que permitam delinear e reavaliar
estratégias de controle nas granjas comerciais do Estado do Espirito Santo, atendendo
assim a crescente demanda por métodos de diagnostico rapidos e especificos e de

caracterizacdo molecular implicados em doencas de impacto econémico.



IV - Relacione os principais fatores negativos e po  sitivos que interferiram na

execucao do projeto.

- Fatores negativos:
1) Falta de apoio da AVES (Associacdo dos Avicultores do Espirito Santo), em
relacdo a coleta das amostras biologicas de Frangos de corte, centralizando assim

toda coleta de ovos e swabs de cloaca pela COOPEAVI.

2) Diminuicdo dos recursos durante aprovacdo do projeto e do tempo de execucao
de 12 meses para 10 meses, diminuindo consequentemente o numero de amostras

a serem analizadas.
- Fatores positivos:

1) Total apoio e reconhecimento da Cooperativa Agropecuaria Centro Serrana
(COOPEAVI) e de seus avicultores associados, sobre a importancia do projeto pelos

seguintes motivos:
* Possibilidade de diagnostico em tempo real,

* Conhecimento preciso da qualidade sanitaria dos produtos comercializados e do
plantel de aves dos avicultores associados,

* E implantacdo de métodos de controle que permitam a exportacdo de ovos.

2) Pelo fato do PCR em tempo real ser uma técnica molecular altamente sensivel e
especifica, como mostra os resultados do projeto, poderemos futuramente detectar
outros patdgenos de interesse alimentar, como: Campylobacter jejuni, Escherichia

coli 0157:H7, Listeria monocytogenes e gripe aviaria.



V - Contatos Nacionais e Internacionais efetivament e ocorridos em funcdo do

projeto, como: convénios, pesquisadores visitantes, etc.
TIPO DE

NOME ESPECIALIDADE |[INSTITUICAO |PAIS |COLABORACAO
Julio Huber Jornalista Jornal do | Brasil | Matéria no jornal

Agronegécio - da AVES

ES
Audrey Ferreira | Jornalista COOPEAVI Brasil | Matéria no jornal
Dias Leite da COOPEAVI

Vila Velha — ES, 07 de janeiro de 2010

Fabricio Antdnio Ferreira Martins, MSc

Coordenador de Virologia e Bacteriologia Molecular do InstitutoTommasi
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