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RESUMO - O ovo é um alimento de elevado valor biolégico e, com aumento de sua produgdo, surgem
preocupacBes para que esteja disponivel ao consumidor com um bom padrdo de qualidade e que ndo seja fonte
de infeccOes alimentares. O principal patdégeno envolvido em surtos de origem alimentar cujo veiculo foram
ovos ou alimentos a base de ovos é Salmonella spp.. Esse micro-organismo representa uma ameaga na producéo
avicola pelo risco da transmissdo vertical de alguns sorotipos para novas geragdes de aves, bem como é um
perigo importante através da contaminacdo da carne de frango e de ovos de consumo, podendo causar
casos/surtos de salmonelose. O objetivo do estudo foi avaliar a presenca de Salmonella spp. em ovos
comercializados em supermercados e feiras livres no municipio de Pelotas, RS e, a partir dos isolados, realizar a
caracterizacdo molecular e avaliagdo da suscetibilidade aos antimicrobianos preconizados para essa bactéria.
Foram realizadas analises microbiol6gicas de 40 amostras provenientes de 4 supermercados e de 4 feiras livres
do municipio de Pelotas, RS. Apds o isolamento foram realizadas a confirmagdo molecular e a avaliagéo de
genes de viruléncia dos isolados. Duas amostras comercializadas em supermercados apresentaram Salmonella
spp.. Verificou-se que os isolados portavam diferentes genes de viruléncia e apresentaram sensibilidade aos
antimicrobianos avaliados, entretanto, um isolado apresentou resisténcia ao &cido nalidixico. Conclui-se que ha
ocorréncia de Salmonella spp. em ovos comercializados em supermercados do municipio de Pelotas, RS, os
quais portam genes de viruléncia importantes na patogenicidade desse micro-organismo. A resisténcia a

antimicrobianos dos isolados é baixa, entretanto, observou-se resisténcia ao acido nalidixico em um isolado.
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1 INTRODUCAO

O ovo é um dos alimentos mais completos para alimentacdo humana, apresentando na sua composicéo,
proteinas de elevado valor biol6gico, tornando-se uma alternativa a proteina da carne por apresentar custos mais
acessiveis para a populacéo.

A producéo de ovos para o consumo tem se desenvolvido de forma expressiva no Brasil sendo que nos
dois primeiros trimestres de 2012, o pais produziu, aproximadamente, 16 bilhGes de unidades de ovos (IBGE,
2012). Por se tratar de um produto rico em nutrientes e de alta digestibilidade, s&o necessarios alguns cuidados
para que chegue ao consumidor com um bom padrdo de qualidade sem ser fonte de infec¢do alimentar
(FIGUEIREDO, 2008).

Considerando, ainda, que cada vez mais o consumidor exige padrdes higiénico-sanitarios elevados para
os alimentos, medidas de controle microbioldgico séo necessarias na obtencao de ovos de qualidade para garantir
competitividade no mercado (FRANCO, 2002). Os principais patégenos associados a contaminacdo de ovos sao
Salmonella spp., Staphylococcus spp. e Escherichia coli (JORDAN; PATTISON, 1998).

Segundo Barancelli (2012), Salmonella spp. é o principal agente causador de doencas de origem
alimentar em varias partes do mundo, inclusive no Brasil. Na produc¢do avicola, Salmonella spp. representa uma
ameaca, tanto pelo risco da transmissdo vertical de alguns sorotipos para novas geracfes de aves quanto pela
contaminagdo da carne de frango e de ovos de consumo, podendo resultar em surtos de salmonelose.

No pais, séo escassos 0s estudos sobre a presenca de Salmonella spp. em ovos comerciais e em aves de
postura, existindo diferencas regionais de prevaléncia (BARANCELLI, 2012). Geralmente, a contaminacdo da
casca ou do conteldo de ovos é baixa, ao redor de 1%, a ndo ser que sejam provenientes de lotes de aves
infectadas com Salmonella spp. (BAU; CARVALHAL; ALEIXO, 2001).

Considerando o complexo controle do género Salmonella na produgdo avicola industrial, este patégeno
torna-se motivo de preocupacdo na indlstria de alimentos em termos de seguranca alimentar. Dessa forma, o
objetivo do estudo foi avaliar a presenca de Salmonella spp. em ovos comercializados em supermercados e feiras
livres no municipio de Pelotas, RS e, a partir dos isolados, realizar a caracterizagdo molecular e avaliar a

suscetibilidade aos antimicrobianos preconizados para esse micro-organismo.
2 MATERIAL E METODOS

a) Pesquisa de Salmonella spp.

Foram realizadas cinco coletas processando-se um total de 240 ovos divididos em pool de 6 ovos,
totalizando 40 amostras, provenientes de 4 supermercados e 4 feiras livres do municipio de Pelotas, RS. As
amostras foram encaminhadas para o Laboratorio de Microbiologia de Alimentos/DCTA/FAEM/UFPel, onde
foram realizadas as analises microbioldgicas da casca e gema, separadamente. As amostras foram submetidas ao

isolamento de Salmonella spp., segundo a metodologia preconizada pela Instrucdo Normativa n® 62, do
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Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2003). Foram pesados 25g da casca e da gema,
que foram incubadas a 37°C por 24 horas em agua peptonada tamponada. Apoés, foram inoculadas em caldo
Rappaport-Vassiliadis e caldo Selenito Cistina e incubadas a 42°C por 24 horas. Em seguida, foram semeadas
em agar Xilose Lisina Desoxicolado (XLD) e agar Verde Brilhante Modificado (BPLS) para visualizagdo de
coldnias caracteristicas. Os isolados caracteristicos foram submetidos a testes fenotipicos de producdo de
oxidase, indol e H,S, motilidade, TSI (Triple Sugar Iron éagar), LIA (Lysine Iron &gar) e ureia. As colbnias que
apresentaram perfil fenotipico caracteristico para o género Salmonella foram submetidas aos testes de sorologia

frente aos antigenos somatico e flagelar (Probac®).
b) Confirmacdo molecular

As coldnias caracteristicas nos testes descritos anteriormente foram repicadas para TSB (Tryptic Soy
Broth) e incubadas a 37°C por 24 horas para realizacdo da extracdo de DNA pela técnica de pérolas de vidro.
Apos a quantificacdo do DNA, as amostras foram submetidas a técnica de PCR convencional em termociclador
utilizando o primer hilA (CRACIUNAS et al., 2012), que é especifico para o género Salmonella e apresenta um
produto de amplificacdo de 413pb. Em cada tubo tipo eppendorf foram adicionados 2,5uL de buffer 10x, 25pmol
de cada primer, 200uM de cada DNTP, 2Mm de MgCl,, 0,75U de Taq polimerase, 5ng.uL™" de DNA e agua
ultrapura, totalizando um volume final de 25uL. A PCR foi realizada com os seguintes ciclos: 94°C/4 minutos
para desnaturacdo inicial seguidos de 30 ciclos de 94°C/1 minuto, 63°C/1 minuto, 72°C/1 minuto e 72°C/10
minutos para a extensdo final. Os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose 1,5% onde amostras que

apresentaram bandas com 413pb foram consideradas positivas para o género Salmonella.
c) Deteccdo dos genes de viruléncia

Foi avaliada a presenga de genes de viruléncia através da técnica de PCR de isolados de Salmonella
spp. obtidos de amostras de ovos. Os genes pesquisados na PCR foram sefA, pefA, invA e spvC que amplificam
produtos de 330pb (WOODWARD; KIRWAN, 1996), 497pb (HANEDA et al., 2001), 521pb (SWAMY et al.,
1996) e 669pb (SWAMY et al., 1996), respectivamente. A PCR foi realizada contendo Go Tag® Green Master
Mix, 10uM de cada oligonucleotideo iniciador, 2uL. do DNA gendmico e agua ultrapura para um volume final
de 25uL. A amplificag@o ocorreu nas seguintes condigdes: 94°C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C por
30 segundos, 53°C por 45 segundos e 72°C por 1 minuto e extensao final a 72°C por 7 minutos. Os produtos da

amplificacdo foram visualizados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%.
d) Avaliacdo da suscetibilidade antimicrobiana
Os isolados foram submetidos ao teste de suscetibilidade antimicrobiana por meio da técnica de

difusdo em &gar, de acordo com as normas do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2003). Foram

testados 11 antimicrobianos: cefoxitina (30ug), cefalotina (30pg), cefotaxima (30ug), imipenem (10pg),
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amicacina (30pg), estreptomicina (10ug), acido nalidixico (30ug), tetraciclina (30pg), minociclina (30ug),
trimetoprim-sulfametoxazol (23,75/1,25ug) e sulfonamida (250-300pg) adquiridos na Laborclin®, e canamicina
(30u9), adquirido da Oxo0id®.

A cepa padrdo Escherichia coli ATCC 25922 foi utilizada como controle da técnica. Os isolados foram
incubados a 37°C por 24 horas em meio ndo seletivo e, apds, foram repicados para agua peptonada 0,1% até
atingir a densidade da escala 0,5 na escala de McFarland. Em seguida, com o auxilio de swab, cada cultura foi
semeada em &gar Mueller-Hinton onde foram adicionados os discos impregnados com diferentes tipos de

antimicrobianos. Os didmetros das zonas de inibi¢do foram interpretados apds 24 horas de incubagéo a 37°C.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 40 amostras analisadas, em duas amostras (5%) foi confirmada a presenca de Salmonella spp.,
tanto pelos testes fenotipicos quanto pela PCR, sendo um isolado oriundo da gema e o outro, da casca de ovos
provenientes de dois supermercados de Pelotas, RS.

No estado de S&o Paulo, detectou-se contaminagdo por Salmonella Enteritidis no contetdo (3,2%) e na
casca (9,6%) de ovos de consumo (OLIVEIRA; SILVA, 2000); em outra regido do mesmo estado, entretanto,
Salmonella n&o foi isolada em amostras (n=60) provenientes de fornecedores distintos (CARDOSO et al., 2002).
Segundo a European Food Safety Authority (2010), em diversos paises da Unido Europeia, a prevaléncia de
Salmonella em ovos de mesa varia entre zero a 22,6%, com média de 0,4%.

Apesar da alta prevaléncia de S. Enteritidis em lotes de aves de postura, a ocorréncia de ovos
contaminados é considerada baixa (EBEL, 2000). A contaminacdo de ovos pode ocorrer de duas maneiras:
internamente, durante sua formac&o, a partir do trato reprodutor infectado (contaminacdo vertical) ou pela
penetracdo da bactéria através da casca (contaminagdo horizontal), contaminada pela passagem pela cloaca ou
pelo contato com material fecal do ambiente e, eventualmente, com o sistema reprodutor apds sua formacéo
(GANTOIS et al., 2009). Segundo Braden (2006) e Quinn et al. (2005), a contaminacdo transovariana do ovo,
durante a formacdo, é especialmente importante para S. Enteritidis, além dos sorotipos adaptados as aves,
Salmonella Gallinarum e Salmonella Pullorum, entretanto, é importante ressaltar que qualquer sorovar pode
contaminar a casca e a partir dai, o interior do ovo.

Tendo em vista que a contaminagdo ocorreu na casca e na gema de ovos inspecionados que passaram
pelo processo de lavagem, a contaminagdo pode ter ocorrido durante a formacdo do ovo, pela contaminacgdo
vertical, ou através de contaminacdo horizontal durante a lavagem, pois em casos de lavagem inadequada, 0s
micro-organismos podem ser “for¢ados” para seu interior por fatores como remogéao da cuticula, por exemplo.

Ovos inspecionados e previamente higienizados podem oferecer riscos a saide publica, porém ovos
comercializados em feiras livres sem a higienizagao necessaria e muitas vezes com a reutilizacdo de embalagens,
precisam também ser considerados para determinar de maneira mais conclusiva quais ovos tém maior

participacdo na epidemiologia de salmonelose em Pelotas, RS.
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Além da caracterizacdo molecular, outro aspecto de grande relevancia na avaliagdo dos isolados é a
identificacdo de suas caracteristicas de capacidade de viruléncia. Foram testados trés isolados oriundos da
amostra proveniente da gema e outro isolado oriundo da casca de ovos, e todos os isolados apresentaram fatores
de viruléncia importantes para sua patogenicidade, sendo identificados pelo menos dois genes de viruléncia para
cada isolado. O gene prevalente e presente em todos os isolados foi 0 invA, seguido do gene spvC e sefA,
identificado em 3 isolados, e por Gltimo, presente em somente um isolado, foi identificado o gene pefA. O gene
sefA esta envolvido na expressdo de fimbrias; pefA é localizado em um plasmideo codificando fimbrias que
auxiliam a adesdo celular; invA é responsavel pela internalizacdo da bactéria através da estimulacdo de células
ndo fagociticas, e spvC localiza-se em um plasmideo de viruléncia, sendo envolvido na infecgdo sistémica
(WOODWARD; KIRWAN, 1996; HANEDA et al., 2001; SWAMY et al., 1996).

De uma forma geral, os isolados apresentaram sensibilidade aos antimicrobianos avaliados, entretanto,
0 isolado oriundo da casca de ovos apresentou resisténcia ao acido nalidixico, demonstrando que existem
diferencas na resisténcia a antimicrobianos entre isolados prevalentes nesta regido para esse determinado

alimento.

4 CONCLUSAO

Ha ocorréncia de Salmonella spp. em ovos comercializados em supermercados do municipio de Pelotas,
RS, os quais portam genes de viruléncia importantes na patogenicidade desse micro-organismo. A resisténcia a

antimicrobianos dos isolados é baixa, entretanto, observou-se resisténcia ao acido nalidixico em um isolado.
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