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RESUMO

Neste trabalho, foi realizada a avalicdo microbiologica de seis amostras de saladas
de folhas cruas e legumes prontos para consumo de um restaurante de uma escola
de ensino do setor privado de Brasilia. Os resultados mostraram que uma amostra
(vinagrete) estava imprépria para o consumo, devido a presenca da bactéria
Salmonella spp. (confirmada por genotipagem). As amostras apresentaram
contagens aceitaveis de bactérias aerébias mesdfilas variando de 10* a 10° UFC/g
(com excecdo da amostra de cenoura fatiada que apresentou contagem elevada de
107 UFC/g). Todas as amostras apresentaram baixa enumeracéo de coliformes totais
variando de 10 a 10> NMP/g e enumeracéo de coliformes termotolerantes menor
quel0? NMP/g, estando de acordo com a legislacdo brasileira. Apesar do nimero
aceitavel de bactérias Staphylococcus aureus nas saladas de repolho e alface,
salada de alface e vinagrete, a presenca dessas mostrou condi¢cdes higiénicas
insatisfatorias por se tratar de uma bactéria procedente de manipulacdo humana. E
a regido génica nuc que foi identificada através de PCR indicou que as bactérias S.
aureus eram produtoras de enterotoxinas. De forma geral, as amostras de saladas e
legumes mostraram boas condi¢cdes microbiolégicas, mas a contaminacdo das
amostras com cepas de S. aureus através de manipulacdo e a contaminacao
cruzada que ocorreu com a beterraba cozida podem ser evitadas através da revisao

das Boas Praticas de Fabricac¢do na cozinha.

Palavras chave: vegetais frescos, alimentos prontos para o consumo, Doencas

Transmitidas por Alimentos, seguranca microbioldgica, PCR.



ABSTRACT

In this work, it was carried out the microbiological evaluation of six raw salad leaves
and vegetables ready-to-eat in a restaurant of a teaching school of the private sector
of Brasilia. The results showed that the sample “vinagrete” was unfit for consumption
due to the presence of Salmonella spp. (genotyping confirmed). The samples
showed acceptable mesophilic aerobic bacteria counts ranging from 10* to 10°> CFU /
g (with the exception of the sample sliced carrot that showed high count of 10° CFU /
g). All samples showed low enumeration of total coliforms ranging from 10" to 102
NMP / g and enumeration of thermotolerant coliforms less than 10> MPN / g and they
were in accordance with Brazilian law. Despite the acceptable number of bacteria
Staphylococcus aureus in cabbage and lettuce salad, lettuce salad and “vinagrete”,
the presence of S. aureus showed unsatisfactory hygienic conditions because it is a
coming bacterium of human manipulation. And the nuc gene region which was
identified by PCR indicated that the bacteria S. aureus were enterotoxin producers.
In general, samples of salads and vegetables showed good microbiological
conditions, but contamination of samples with strains of S. aureus through
manipulation and cross-contamination that occurred with the cooked beets can be
avoided by revising the Good Manufacturing Practices in the kitchen.

Key words: fresh vegetables, ready-to-eat foods, foodborne diseases,
microbiological safety, PCR.
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1. Introdug&o com revisao de literatura

1.1. Refeicbes preparadas fora do domicilio e ocorréncia de Doencas

Transmitidas por Alimentos

Na segunda metade do século XX, houve uma intensa modificagdo no estilo
de vida da populacdo, movida por fatores como: urbanizacdo e industrializacao,
melhora do nivel econémico, aumento na participacdo da mulher no mercado de
trabalho, aumento da distancia entre o local de trabalho e a moradia e demanda
elevada por alimentos prontos. Esses fatores aumentaram a necessidade da
populacao por refeicbes preparadas fora do domicilio e incentivaram o crescimento
do mercado de food service, termo utilizado para designar refeicoes preparadas fora
do lar e que abrange cozinhas industriais, redes de fast-food, bares, restaurantes e
similares, padarias e vendedores ambulantes (LAMBERT et al., 2005; LEAL, 2010,
SILVA JUNIOR, 2005).

A importancia do mercado de food service na economia brasileira € enorme.
No ano de 2012, esse mercado forneceu 11 milhdes de refeigbes por dia, o volume
diario de alimentos consumidos foi de 5,2 mil toneladas, com responsabilidade
desse setor de gerar 195 mil empregos diretos (ABERC, 2013). Entre os anos de
2001 e 2010, esse mercado teve uma expansao de 235%, atingindo em 2012, um
faturamento de R$ 238 bilhdes (ABRASEL, 2012).

Devido ao crescimento desse setor, observou-se uma maior preocupacao
com a ocorréncia de Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA), que
frequentemente sdo associadas ao uso de servicos de alimentacdo. Segundo
Germano e Germano (2008), esses servicos representam locais que tém se
destacado na epidemiologia das DTA e que, embora, subestimadas em paises como
0 Brasil, apresentam prevaléncia elevada. Dados do Ministério da Saude (2012)
apontam que em 2011, foram detectados 700 casos de DTA e que as residéncias
foram os locais com a maior incidéncia (44,3%), seguido de restaurantes (15,3%) e
creches/escolas (7,7%).

O termo Doenga Transmitida por Alimento (DTA) é utilizado para designar
doenca causada pela ingestdo de um alimento ou 4gua contaminado por um agente

infeccioso especifico, ou pela toxina por ele produzida, em quantidade suficiente
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para o desenvolvimento de quadro patolégico, tendo como principal porta de entrada
a via oral. A sintomatologia é caracterizada por um conjunto de perturbacfes
gastricas, envolvendo geralmente vOmitos, diarreia, febre e dores abdominais
(AGOSTINHO, 2013; BRASIL, 2001).

As DTAs sédo reconhecidas como um problema mundial de saude publica,
sendo que seus efeitos deletérios afetam a saude e bem estar de um individuo ou de
um coletivo e também trazem prejuizos econdmicos. Assim, ocorrem danos a
reputacdo da empresa, além de perdas econbmicas ocasionadas por alimentos
condenados ou deteriorados (AGOSTINHO, 2013; GERMANO e GERMANO, 2008).

A prevencdo de DTA associada aos servicos de alimentagdo configura
importante tarefa, sendo a busca de qualidade higiénico-sanitaria uma ferramenta
imprescindivel para diminuir o risco de contaminacdo microbiologica e

consequentemente, assegurar a saude dos consumidores (PARK et al. , 2010).

1.2. Prevencao de DTA associadas aos servi¢cos de alimentacao

Para a prevencdo de DTA associada aos estabelecimentos comerciais é
fundamental que os alimentos e refeicdes sejam preparados com qualidade. A
qualidade do alimento segundo Guimardes et al. (2008) € uma caracteristica
multidimensional do alimento, sendo uma combinacdo de atributos microbiol6gicos,
nutricionais e sensoriais. A seguranca dos alimentos € um item decisivo para que o
alimento tenha qualidade, ou seja, um alimento de qualidade é necessariamente
seguro. A seguranca dos alimentos significa garantir a auséncia de perigos
quimicos, fisicos e microbiolégicos no alimento destinado ao consumo humano.

Na elaboracdo de alimentos seguros, € necessario que sejam
implementadas ferramentas de qualidade como o programa de Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF), que é composto por um conjunto de principios e regras para o
correto manuseio de alimentos, que abrange desde a recepcéo das matérias-primas
até o produto final (SMANIOTO et al., 2009). Para tanto, a RDC 216 (BRASIL, 2004)
define que as BPF sdo procedimentos que devem ser adotados por servicos de
alimentacdo a fim de garantir a qualidade higiénico-sanitaria e a conformidade dos
alimentos com a legislagéo sanitaria.

Considera-se que os manipuladores de alimentos estado envolvidos em todo

0 processo de controle de qualidade na cadeia produtiva dos alimentos. O termo
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manipulador de alimentos é utilizado para indicar qualquer pessoa que tenha
entrado em contato com o alimento, seja no plantio, colheita, preparo, producéo e
distribuicAo ou comercializacdo do mesmo (BRASIL, 2004). A participacdo do
manipulador na cadeia epidemiolégica das toxinfeccdes e demais doencas de
origem alimentar tem sido vista com frequéncia (SOUZA et al., 2007). Dessa forma,
este profissional tem papel fundamental na prevencdo das doencas de origem
alimentar para a populagdo que se alimenta fora do domicilio (GOES et al., 2001).

A higiene adequada das maos é um ponto critico na reducdo da
contaminacdo em alimentos preparados. Muitas bactérias adquiridas dos alimentos
crus e do ambiente podem ser facilmente removidas das méos através da lavagem
correta com agua e sabdo, aliado a utilizacdo de um antisséptico apropriado e
aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, pois somente a lavagem
ndo seria suficiente para eliminar determinados patdégenos, como € o caso dos
estafilococos (LUES et al., 2007). A superficie das maos pode apresentar grande
namero de microrganismos patogénicos e quando ndo ha uma adequada
higienizacdo, durante a manipulacdo de alimentos, estes podem ser contaminados
com microrganismos capazes de causar DTA (LAGAGGIO, 2002, BRASIL, 2007).

Outro ponto critico na reducao da contaminagdo em alimentos preparados €
a higienizagdo correta de equipamentos, utensilios e bancadas, estes, com
higienizacdo deficiente, tém sido associados como fator contribuinte para a
ocorréncia de surtos de DTA (QUEIROZ, 2007; MASSAUT, 2008). A limpeza reduz
grande parte da carga microbiana das superficies. Ainda assim, o processo de
sanitizacdo é indispensavel, tornando a eficacia dos compostos de limpeza e de
sanitizacdo, utilizados nas superficies, fatores determinantes do sucesso do
processo de higienizacdo (MASSAUT, 2008). O fato de que patdgenos como
Salmonella, S. aureus e E. coli encontram-se adaptados para sobreviver por muitos
dias nas superficies e equipamentos os tornam potenciais fontes de contaminacgéo
cruzada (AYCICEK et al., 2004).

1.3. Cuidados no preparo de saladas de folhas cruas e legumes nos servigos
de alimentacao

Apesar dos beneficios para a saude trazidos pelo consumo de vegetais

frescos, o risco de contaminacdo microbioldgica nesses produtos é preocupante.
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Muitos surtos e doengas transmitidas por alimentos tém sido relatados e associados
ao consumo de vegetais frescos contaminados (GOODBURN e WALLACE, 2013;
LYNCH et al., 2009; MAFFEI et al., 2013).

Vegetais frescos podem ser contaminados com quaisquer microrganismos
patogénicos ou deterioradores através das praticas de cultivo, manipulacdo e
processamento. O produto é cultivado no ambiente natural e, por conseguinte,
vulneravel a contaminacéo a partir de muitas fontes: por exemplo, a partir do solo;
da agua de irrigacdo; de animais; de pessoal e equipamentos de colheita e
tratamento pos-colheita e distribuicdo. Como séo produtos frescos, na maioria das
vezes ndo ha adicdo de métodos de conservacdo, e assim, existe um maior risco
para as populacdes microbianas contaminarem e deteriorarem o0s produtos
(GOODBURN e WALLACE, 2013; HANNING e RICKE, 2009; TOURNAS, 2005).

As seguintes bactérias patogénicas de interesse ja foram identificadas em
vegetais crus: Salmonella spp, Shigella spp., E. coli, Campylobacter, Yersinia
enterocolitica, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium spp.,
Bacillus cereus, Vibrio spp., além de virus e parasitas diversos (GOODBURN e
WALLACE, 2013; HANNING e RICKE, 2009; TOURNAS, 2005).

Preconiza-se que os vegetais frescos sejam lavados em &gua corrente limpa
e sanitizados com agentes desinfetantes antes do consumo. Entre as
recomendacdes para higienizacdo de vegetais folhosos, estdo as seguintes
operacOes: separar as folhas, lavar em agua corrente para remocao de residuos,
deixar em imersao em solug&o sanitizante pelo tempo recomendado e enxaguar com
agua corrente limpa. Atualmente o cloro na forma de solucdo de hipoclorito de sodio
€ 0 agente desinfetante mais utilizado na sanitizacdo de hortalicas frescas. Para o
cloro ser eficaz, precisa de ser usado em concentracdes entre 50 e 200 ppm em pH
<8 e estar em contato com o produto durante pelo menos 5 a 10 minutos (BEUCHAt
et al., 2004 a, BEUCHAT et al, 2004 b; ERICKSON, 2012; GOODBURN e
WALLACE, 2013).

A acdo germicida do hipoclorito de sédio se deve a sua reacdo com as
proteinas da membrana das células microbianas, levando a lise e morte celular
(ANTONIOLLI et al., 2005). Dentre as vantagens do uso de compostos a base de
cloro, destacam-se 0 seu largo espectro bacteriano e eficiéncia em aguas duras.
Como desvantagens pode-se mencionar a alteracdo do aroma de frutas quando em

concentracdes elevadas e pouca eficacia em pH >8 (BEUCHAT et al., 2004).
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A frequéncia de implicagédo das frutas e vegetais em surtos e DTA levantou
uma série de questbes sobre a eficidcia dos procedimentos de desinfec¢do desses
produtos. Existem muitos fatores que afetam a desinfeccao, tais como a colonizacao
bacteriana inicial sobre a superficie do produto, a contaminacdo com diferentes
patégenos, o tipo de tratamento, o tipo de desinfetante e o tempo e temperatura de
exposicao ao desinfetante (BEUCHAT et al., 2004 a, BEUCHAT et al., 2004 b;
ERICKSON, 2012).

1.4. Principais bactérias envolvidas em doencas transmitidas por alimentos

No Brasil, a RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001) que
estabelece o regulamento técnico sobre os padrdes microbioldégicos para alimentos,
determina para hortalicas in natura auséncia de Salmonella em 25 g e limite de
coliformes termotolerantes de 1,0 x 10° NMP/g. Para saladas, estabelece-se
também, limite de 1,0 x 10° UFC/g para S. aureus.

As bactérias do género Salmonella pertencem a familia Enterobacteriaceae,
sdo bastonetes gram-negativos, ndo esporulados, anaerobios facultativos e
bioguimicamente s&o lactose e sacarose negativos, porém tem a capacidade de
fermentar a glicose e produzir gas (FRANCO e LANDGRAF, 2008). Salmonella spp.
€ considerada a principal bactéria que causa doenca entérica de origem bacteriana
no ser humano, sendo responsavel por grandes surtos de origem alimentar. Esse
género é capaz de desencadear doencas como a febre tifoide, febre paratifoide e
febres entéricas (D’AOUST, 2007). Seu habitat € no trato intestinal de animais e
seres humanos. Sua principal via de transmissao € pelos alimentos que podem ser
contaminados direta ou indiretamente pelas fezes dos animais portadores da
bactéria, pelos utensilios utilizados no preparo do alimento, equipamentos e/ou pelo
contato com aguas poluidas (CARVALHO, 2006).

Os coliformes termotolerantes pertencem a familia Enterobacteriaceae e séo
bastonetes  gram-negativos, ndo  esporulados, anaerdbios facultativos,
fermentadores de lactose em temperaturas de 44 - 46°C em um periodo de 24 - 48
horas. Esse grupo de microrganismos também é conhecido como coliformes fecais,
por compreender apenas as bactérias originarias do trato gastrointestinal de seres
humanos e de animais de sangue quente. Deste grupo de microrganismos, a

bactéria Escherichia coli é a representante de maior relevancia em alimentos.
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Algumas cepas desta espécie possuem potencial patogénico, causando DTA. Desta
forma, a presenca elevada de coliformes termotolerantes no alimento revela
condicbes higiénicas insatisfatérias, com contaminacdo de origem fecal
(FORSYTHE, 2002; JAY, 2005).

As bactérias pertencentes ao género Staphylococcus sdo cocos gram-
positivos dispostos em cachos de uva, anaerobios facultativos, ndo formadores de
esporos e catalase positivos (GERMANO; GERMANO, 2008; JAY, 2005). O
Staphylococcus aureus é uma bactéria de grande importancia nos surtos de
intoxicagOes alimentares. Habita a nasofaringe humana e assim tem grande acesso
as maos do hospedeiro para entdo contaminar os alimentos. A falta de higiene do
manipulador infectado pode facilmente contaminar o alimento. Dessa forma, os
portadores humanos, mesmo que em condicbes normais de saude, sempre
representam perigo quando lidam com alimentos, pois podem contamina-los
durante as diferentes etapas de preparo, através das maos e secre¢des oro nasais
(FRANCO e LANDGRAF, 2008; GERMANO; GERMANO, 2008).

O patégeno esta presente em 30% da populacdo humana, onde um a dois
tercos destes possuem cepas enterotoxigénicas produtoras de toxina proteica
termoestavel. As enterotoxinas estafilocdcicas tém a capacidade de se manterem
ativas em certos alimentos mesmo ap0s passarem por processamento térmico, pois
gracas a sua termoestabilidade conseguem resistir a uma temperatura de 100°C
por 30 minutos (BENNETT, 2005, FRANCO e LANDGRAF, 2008). Segundo Franco
e Landgraf (2008) é necessario que a populacédo de Staphylococcus aureus seja de
pelo menos 10° UFC/g no alimento para que haja a formacdo da toxina em niveis

capazes de causar intoxicacao alimentar.

1.5. Uso da biologia molecular na identificagcdo de microrganismos em

alimentos

A fundamentacdo das técnicas microbioldgicas para alimentos baseiam-se
em testes morfoldgicos e bioquimicos para tipagem, subtipagem e identificacdo de
géneros e espécies microbianas. As técnicas microbiolégicas mais comuns de
diferenciacao utilizam meios de cultivo seletivos complementados com testes

bioquimicos e sorologicos (GANDRA et al., 2008).
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Testes bioquimicos podem apresentar uma grande variabilidade de
resultados, visto que fatores ambientais influenciam a expressdo genética dos
microrganismos, aumentando o risco de interpretacdes errbneas. O aumento na
guantidade de testes bioquimicos diminui sua variabilidade e possiveis erros,
porém, eleva o custo financeiro (FARBER et al., 2001).

As técnicas tradicionais de deteccdo de microrganismos apesar de
eficientes e confiaveis, requerem bastante tempo para a obtencdo dos resultados.
Além disso, a variabilidade fenotipica por onde as bactérias sao identificadas e
diferenciadas, pode nao ser expressa, dificultando ou impossibilitando a
identificagdo e também ocorre a chance de obter células viaveis, porém né&o
cultivaveis (MARIN et al., 2006).

Pode-se notar um aumento significativo no desenvolvimento de técnicas
moleculares para identificacdo de microrganismos nas ultimas décadas, devido ao
avanco nos estudos na area de biologia molecular. Essas técnicas se baseiam na
caracterizacdo de DNA cromossomal, plasmidial ou total de microrganismos
(GANDRA et al., 2008).

Entre as técnicas de identificacdo molecular, destaca-se a técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction) desenvolvida primeiramente por Kary B. Mullins em
1985. Essa técnica de identificacdo, altamente sensivel, baseia-se em duplicacdes
de pequenas quantidades de sequéncia de DNA especifico presente em um
conjunto complexo. As sequéncias de DNA sdo enzimaticamente amplificadas até
obtencdo de milhGes de copias do seguimento especifico por meio da enzima Taq
DNA polimerase e de primers (oligonucleotideos iniciadores) sobre um DNA molde.
A técnica de PCR é realizada em equipamentos automatizados e computadorizados
chamados termocicladores, que promovem a alternancia de temperatura em tempos
definidos, possibilitando a ocorréncia de ciclos de desnaturacdo e sintese de DNA
(KONEMAM et al., 2001).

A introducdo da PCR na identificacdo microbiolégica em alimentos trouxe
diversas vantagens em relacdo aos métodos tradicionais, tais como, maior poder de
tipificacdo e discriminag&o, maior rapidez, bom limite de detecc¢do, maior seletividade
e especificidade, potencial para automacdo e a possibilidade de trabalhar com
bactérias que ndo sdo cultivAveis em meios de cultura normalmente utilizados
(GANDRA et al., 2008).
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A técnica da PCR tem aplicacdo direta na identificacdo de patégenos nos
alimentos, porém quando se utiliza um elevado numero de determinagbes
microbioldgicas, o0 custo para a utilizacdo da técnica se torna muito elevado (MARIN
et al., 2006). Além disso, h& alguns obstéaculos que dificultam a implementagéo deste
método na rotina laboratorial, entre eles: a complexidade do método para as
andlises de rotina, a incapacidade de diferenciar células vivas de células mortas, a
presenca de inibidores da Taq polimerase em alguns alimentos, o alto investimento
em equipamentos e reagentes e ainda a falta de aprovacédo e regulamentacao desse
meétodo por parte dos 6rgdos competentes (GANDRA et al., 2008; MARLONY et al.,
2003).
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2. Objetivo geral

O presente trabalho de pesquisa teve como principal objetivo avaliar a
qualidade microbiolégica das saladas de folhas cruas e legumes prontos para

consumo de um restaurante de uma escola de ensino do setor privado de Brasilia.

2.1. Objetivos especificos

e Avaliar a qualidade microbiolégica das saladas de folhas cruas e legumes
prontos para 0 consumo através das analises bacterioldgicas: contagem total
dos microrganismos mesodfilos, determinacdo do Numero Mais Provavel
(NMP) de coliformes totais e de coliformes termotolerantes, contagem de

Staphylococcus sp. e pesquisa de Salmonella sp..

e Realizar genotipagem através da técnica de PCR para confirmagdo dos

microrganismos patogénicos.
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3. Justificativa

Apesar dos beneficios para a saude trazidos pelo consumo de vegetais
frescos, o risco de contaminacdo microbiolégica nesses produtos é preocupante.
Muitos surtos e doengas transmitidas por alimentos tém sido relatados e associados
ao consumo de vegetais frescos contaminados. Com o estilo de vida moderno,
aumentou a necessidade da populacao por refeicdes preparadas fora do domicilio,
sendo parte da rotina de muitas pessoas almocarem em restaurantes. A prevencao
de doencas transmitidas por alimentos associadas aos servicos de alimentacéo
configura importante tarefa, sendo a busca de qualidade higiénico-sanitaria uma
ferramenta imprescindivel para diminuir o risco de contaminacdo microbiolégica e
consequentemente, assegurar a saude dos consumidores. Assim, este trabalho
avaliou a qualidade microbioldgica das saladas de folhas cruas e legumes prontos
para consumo de um restaurante de uma escola de ensino do setor privado de

Brasilia e verificou se esses alimentos estavam seguros para 0 consumo.
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4. Materiais e métodos

4.1. Coletadas amostras

O local de estudo escolhido foi um restaurante por quilo de uma escola de
ensino do setor privado de Brasilia. Segundo informacdes coletadas no local, as
amostras foram sanitizadas com hipoclorito de sédio, antes de serem picadas ou
fatiadas. As amostras coletadas foram seis tipos de saladas de folhas cruas e
legumes prontos para o consumo (salada de alface picada em pedacos, salada de
repolho fatiado e alface picada em pedacos, tomate fatiado em rodelas, cenoura
fatiada em tiras finas, vinagrete de tomate e cebola cortados em cubos e beterraba
cozida cortada em cubos). As amostras foram coletadas nos aparadores ja prontas
para servir, porém antes do restaurante estar aberto ao publico. As amostras
coletadas em recipientes previamente esterilizados foram acondicionadas em caixa
térmica com gelo, para manter a temperatura de resfriamento. Em seguida, as
amostras foram levadas ao laboratério de Controle de Qualidade da Faculdade de
Ceilandia, Universidade de Brasilia, ndo excedendo uma hora entre o periodo de

coleta e o inicio das analises das mesmas.

4.2. Andlises microbiolégicas

Para o preparo das amostras, foram pesadas, assepticamente, 25 g de cada
amostra e diluidas em 225 ml de &gua peptonada 0,1% (p/v). O material foi
homogeneizado por 20 minutos, obtendo-se desta forma a primeira diluicdo (10™). A
partir da primeira diluicdo foram realizadas as demais diluicbes decimais. As analises
foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos como média e desvio
padréo.

Para contagem total de bactérias aerébias mesofilas, inoculou-se 0,1 ml de
cada diluicdo na superficie das placas contendo o meio de cultivo Agar Padrdo para
Contagem. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Para a contagem de
colonias, selecionaram-se as placas contendo entre 25 a 250 col6nias,
multiplicando-se o valor encontrado pelo fator de diluigdo correspondente, e
expressando o resultado em Unidades Formadoras de Colbnias (UFC) por grama de
amostra (UFC/qg).
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A técnica de Numero Mais Provavel (NMP) é um método que estima a
densidade de microrganismos viaveis presentes em uma amostra. A determinagéo
do NMP de microrganismos € baseada no principio de que, numa amostra liquida as
bactérias podem ser separadas por agitacdo, resultando numa suspensao em que
as células estejam uniformemente distribuidas. A comparacdo de tubos com
crescimento positivo ou negativo, apés a incubacao, permite estimar, por calculo de
probabilidade, a densidade original dos microrganismos na amostra (FENG et al.,
2002).

Para a determinacdo do NMP de coliformes, inoculou-se 1 ml de cada
diluicdo em uma série de 3 tubos de ensaio contendo caldo lactosado (lactose 0,5%
(p/v), peptona bacterioldgica 0,5% (p/v) e extrato de carne 0,3% (p/v) ) e tubos de
Durham invertidos e a incubou-se a 37°C durante 24 horas. Ap6s a incubacéao foi
verificado os tubos positivos (com turvacdo e producdo de gas nos tubos de
Durham) e estes foram considerados prova presuntiva positiva para coliformes totais
(FENG et al., 2002).

Aliguotas dos tubos positivos no caldo lactosado foram transferidas,
simultaneamente, para caldo verde brilhante bile lactose 2% (para a confirmagéo de
coliformes totais) e para caldo Escherichia coli (para a confirmacdo de coliformes
termotolerantes). Os tubos contendo caldo verde brilhante bile lactose 2% e tubos de
Durham invertidos foram incubados a 37°C por 24 horas. A presenca de gas indicou
prova confirmatoria positiva para coliformes totais. Os tubos contendo caldo
Escherichia coli e tubos de Durham invertidos foram incubados em banho-maria a
45°C por 24 horas. A presenca de gas indicou prova confirmatéria positiva para
coliformes termotolerantes. Através da Tabela 1 foi obtido o NMP de coliformes
totais e de coliformes termotolerantes por grama da amostra (NMP/g) (FENG et al.,
2002).
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Tabela 1. Niumero mais provéavel por grama (NMP/g) para 3 tubos com os
inoculos de 0,1, 0,01 e 0,001 ml e os respectivos intervalos de confianca a 95%

Tabela para 3 tubos, cada um com inoculo de 0.1, 0.01 e 0.001 ml, os NMPs por
grama e os intervalos de confianga a 95%.

Tubos positivos Limite de | Tubos positivos Limite de
NMP/g | confianca NMP/g = confianca
0.10 0.01 0.001 Baixo  Alto | 0.10 0.01 0.001 Baixo Alto
0 0 0 <3.0 - 9.5 2 2 0 21 4.5 42
0 0 1 3.0 0.15 | 9.6 2 2 1 28 8.7 94
0 1 0 3.0 0.15 | 11 2 2 2 35 8.7 94
0 1 1 6.1 1.2 18 2 3 0 29 8.7 94
0 2 0 6.2 1.2 18 2 3 1 36 8.7 94
0 3 0 9.4 3.6 38 3 0 0 23 4.6 94
1 0 0 3.6 0.17 | 18 3 0 1 38 8.7 110
1 0 1 7.2 1.3 18 3 0 2 64 17 180
1 0 2 11 3.6 38 3 1 0 43 9 180
1 1 0 7.4 1.3 20 3 1 1 75 17 200
1 1 1 11 3.6 38 3 1 2 120 37 420
1 2 0 11 3.6 42 3 1 3 160 40 420
1 2 1 15 4.5 42 3 2 0 93 18 420
1 3 0 16 4.5 42 3 2 1 150 37 420
2 0 0 9.2 1.4 38 3 2 2 210 40 430
2 0 1 14 3.6 42 3 2 3 290 90 | 1000
2 0 2 20 4.5 42 3 3 0 240 42 1000
2 1 0 15 3.7 42 3 3 1 460 90 | 2000
2 1 1 20 4.5 42 3 3 2 1100 180 | 4100

2 1 2 27 8.7 94 3 3 3 >1100 @ 420 —
FONTE: http://www.fda.gov/Food/FoodScienceResearch/LaboratoryMethods

Para a pesquisa de Salmonella sp., a diluicdo 10 das amostras foi incubada
a 37°C por 24 horas. Esta fase é caracterizada como pré-enriquecimento geral. Apos
a incubacao, aliqguotas de 1 ml foram transferidas para caldo selenito-cistina e
incubadas a 37°C por 24 horas. Esta fase € caracterizada como enriquecimento
seletivo. ApOs a incubagdo, procedeu-se a técnica de isolamento, onde a partir de
cada tubo, semeou-se em estrias para isolamento, placas de Petri contendo 0 meio

agar Salmonella Shigella (Agar SS).
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As coldnias ndo fermentadoras de lactose e/ou com pigmento negro foram
reisoladas em &gar Salmonella Shigella para obtencdo de colbénias puras e entdo
estas foram transferidas para meio de cultivo contendo agar TSI (trés acucares e
ferro). Este meio contém trés acucares: glicose (0,1%), lactose (1%) e sacarose
(1%), além do indicador vermelho de fenol para deteccdo da fermentacdo de
carboidratos. A fermentagcdo de carboidratos é indicada pela mudanca da cor do
meio de vermelho para amarelo. Se o microrganismo em estudo for capaz de
produzir sulfeto de hidrogénio (H,S), este se conjuga com um composto de ferro
existente no meio, dando origem a sulfeto de ferro que, sendo insollvel, precipita e
tem cor negra (indicado pela cor preta na base do tubo) (ANVISA, 2010).

No &gar TSI, enterobactérias como E. coli, Enterobacter e Klebsiella
fermentam a glicose e a lactose e/ou sacarose (2 ou 3 acucares do meio) tornando
a base e a superficie do tubo de cor amarela e geralmente é possivel detectar a
presenca de gas (CO,) pela formacdo de bolhas e/ou fragmentacdo do meio.
Quando a superficie do meio esta vermelha e a base amarela significa que ocorreu
fermentacdo apenas da glicose (ficando a lactose e a sacarose sem fermentacéo).
Os microrganismos degradam, preferencialmente, a glicose em primeiro lugar, mas
como este substrato esta presente em concentracdo minima, a quantidade de acido
produzida € limitada e é rapidamente oxidada na superficie. Se houver producéo de
sulfeto de ferro a base do meio torna-se negra (Figura 1). Essa reacdo é
caracteristica de enterobactérias ndo fermentadoras de lactose como Shigella e
também produtoras de H,S como Salmonella (ANVISA, 2010). As coldnias

suspeitas foram submetidas a identificacdo molecular através da técnica de PCR.
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uninoculated Pseudomonas

control aeruginosa  Shigella sonnei 2 Escherichia

typhi coli mirabilis
ASM MicrobelLibrary.org@Chamberlain

Figura 1. Reacdes bioquimicas das diferentes espécies de bactérias no Agar
TSI (Fonte: ASM microbelibrary.org).

Para a contagem de Staphylococcus sp., as amostras foram semeadas em
meio de cultivo Agar PCA suplementado com cloreto de sdédio 7,5% (p/v) e
incubadas a 37°C por 48 horas. ApoOs incubacdo, as colbnias isoladas foram
semeadas em agar Sal Manitol e incubadas em 37°C por 48 horas. As colbnias
fermentadoras de manitol foram contadas e posteriormente coradas pelo método de
Gram. As colbnias suspeitas de serem S. aureus foram submetidas a identificacédo

molecular através da técnica de PCR.

4.3. Analises moleculares e extracdo de DNA bacteriano

Antes de iniciar a extracdo de DNA bacteriano foi feito o preparo das
solucdes reagentes (o tampédo AW foi colocado em banho-maria & 50°C), materiais
e amostras. As amostras foram representadas pelas colénias de bactérias isoladas
das amostras de alimentos e cultivadas por 12 horas em caldo LB.

A extracdo de DNA Dbacteriano foi realizada utlizando o kit

NucleoSpin Food Kit (Macherey-Nagel, Duren, Alemanha), com adaptacdes.


http://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=agar+tsi&source=images&cd=&cad=rja&docid=YGvy0-93pwLbzM&tbnid=4b0eBhr9sC9UaM:&ved=0CAUQjRw&url=http://pathmicro.med.sc.edu/fox/enterobact.htm&ei=nOenUYv1OYTG9gT3sYDgBw&bvm=bv.47244034,d.dmQ&psig=AFQjCNFhTIAwqTvsQkarqZLzAOF8EVZh6A&ust=1370044696390672
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Adicionou-se 9,0 mL da amostra (suspensdo de células bacterianas em caldo LB)
no tubo conico tipo falcon de 15 mL, centrifugou-se por 7 minutos a 5000 rpm e
descartou-se o sobrenadante (com cuidado para ndo descartar o sedimento). Foram
adicionados 25 pL de proteinase K e 200 puL do tampéo CF (tampéao de lise celular
pré-aquecido a 65°C), encostando a ponteira no Pellet e misturando (este tampéao
tem como fungcdo impedir a formacado de grumos celulares). Apés isso, os tubos
foram homogeneizados em “vortex”, até a completa homogeneizacdo da solucao.
As amostras foram incubadas em banho-maria a 65°C, por 30 minutos.

Em seguida, foram adicionados 300 pL do tampé&o C4 (contém isotiocianato
de guanidina), 300 puL de etanol 96%, homogeneizou-se e deixou descansar por 5
minutos (esta etapa € importante para a lise das paredes e das membranas
celulares, com liberacdo do contetudo da célula).

Na etapa seguinte, enumeraram-se os tubos contendo filtros com silica
(fornecidos pelo kit), transferiu-se o sobrenadante para o filtro e apoés filtracdo
centrifugou-se por 1 minuto a 15.000 rpm. Descartou-se o que foi filtrado, adicionou-
se 400 pL do tampdo CQW e centrifugou-se por 1 minuto a 15.000 rpm. Novamente,
foi descartado o filtrado. Adicionou-se 700 pL do tampé&o C5, centrifugou-se por 1
minuto a 15.000 rpm e descartou-se o filtrado (os tampdes CQW e C5 contém
isotiocianato de guanidina, em concentracdes decrescentes, para facilitar a adsorcao
do DNA na silica e a retirada das outras biomoléculas da amostra. Também contém
etanol, para facilitar a precipitacéo). Por fim, foi feita outra centrifugacdo com o tubo
vazio, por 1 minuto a 15.000 rpm.

ApGs isto, o filtro contendo DNA foi trocado para um eppendorf de 1,5 mL,
onde foi adicionado 100 pL do tampédo Elution Buffer CE pré-aquecido a 70°C (este
tampéo favorece a eluicdo do DNA). Apds uma pré-incubacdo de 5 minutos a
temperatura ambiente, centrifugou-se por 1 minuto a 15.000 rpm e descartou-se o
filtro. As amostras foram armazenadas em freezer a -20°C. A qualidade e a
guantidade de DNA extraido foram determinadas por eletroforese em gel de
agarose, em comparacao com o padrao de massa molecular DNAI/HindIll marcador
de 100 pb (JENA®).
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4.4. Desenho dos oligonucleotideos para a PCR

A selecao das regides génicas a serem analisadas para E. coli, S. aureus e
Salmonella ssp. foi realizada conforme busca na literatura e optou-se por trés
regibes génicas especificas, para os quais os oligonucleotideos foram desenhados
no presente estudo.

Para identificar E. coli optou-se pela regido génica especifica EutC
(anotacéo descrita para regiao génica que codifica a etanolamina amonia liase em E.
coli). Para identificar S. aureus optou-se pela regido génica especifica nuc (anotacéo
descrita para regido génica que codifica uma nuclease termostavel do S. aureus). E
para identificar Salmonella sp. optou-se pela regido génica especifica invA (anotacao
descrita para regido génica que codifica proteinas relacionadas com invasao
celular).

A partir da descricdo das sequéncias referentes as regides especificas para
uma dada regido genbmica recuperadas no  programa  BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi, ANEXO 2), foram desenhados o0s
oligonucleotideos usando o programa Primer 3 Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi). Os parametros utilizados para a construcdo dos

primers estao listados na Tabela 3.

Tabela 2. Distribuicdo dos limites minimos e maximos para a construcdo dos

oligonucleotideos

Parametro Limite minimo Limite méximo
Temperatura de anelamento 58°C 62°C
Conteudo de GC no oligonucleotideo 20% 80%
Tamanho do Oligonucleotideo 18 bases 27 bases
Tm do amplicon 75°C 85°C
Tamanho do amplicon 80 bases 600 bases

Apos selecionar os pares de oligonucleotideos que atendiam a essas
condig¢des, foi utilizado o programa Oligo Analyzer da Integrated DNA Technologies

(IDT), (http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/) para verificar a
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formacdo de dimeros, dobramento (hairpin) e AG de formacdo de hibridos. Os

primers especificos obtidos para este estudo estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas dos oligonucleotideos utilizados no estudo

Oligonucleotideo Sequéncia (5"23) Produto Espécie
estimado

nuc_F TGTTTGTGATGCATTTGCTG 105 pb S. aureus
nuc_R AAAGGGCAATACGCAAAGAG
invA_F GCTGATGCCGGTGAAATTAT 445 pb Salmonella*
invA_R CGACAAGACCATCACCAATG
EutC_F TCTATGGGCTGTGACTGCTG 113 pb E. coli
EutC_R GGCATCCCCATGATGTAGTT

*Salmonella enterica subsp. enterica

4.5. PCR qualitativo

Apbés a extracdo do DNA, a amplificacdo de fragmentos de genes foi
realizada utilizando o termociclador Techne® modelo TC-512. As condi¢ces de
termociclagem foram 95°C por 2 minutos e 35 ciclos de desnaturagao a 95°C por 1
minuto, seguida de 60°C por 1 minuto, para o anelamento dos oligonucleotideos e
72°C por 1 minuto para a extensao dos fragmentos.

Foram utilizados, para cada reacédo de PCR: 2,5 uL de tampé&o 10x (10mM de
Tris e 50mM de KCI), 0,7 uL de MgCl,, 1,5 uL de dNTPs (2,5 mM), 0,5 uyL de Tag-
Polimerase (Cenbiot, 5U/uL), 1,5 pyL de oligonucleotideos foward e reverse (10 uM),
completando com agua Milli-Q para um volume final de 25 pL por reacdo com a
amplificacdo de 10 ng de DNA extraido da amostra bacteriana.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose,
contendo brometo de etidio e visualizados sob iluminagao ultravioleta. O marcador
de massa molecular utilizado foi 0 100 pb DNAI/HindIll (JENA®).
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4.6. Eletroforese em gel de agarose

Os produtos de extracdo do DNA e PCR foram analisados em gel de
agarose 2%. O tempo de corrida do gel € de aproximadamente 1 hora e 30 minutos,
sendo que no inicio usou-se a voltagem de 50 V, ap0s comecar a correr o gel,
aumentou-se a voltagem para 100 V. Utilizou-se o marcador de 100 pB (pares de
bases). Foi adicionado 3 pL de corante Bromophenol (que tem a funcédo de fazer
uma ligacdo na amostra de DNA e permitir a visualizacdo da corrida no gel de
agarose) em 7 pL de amostra. Para o preparo do gel foi utilizado TBE (Tris- Acido
Bérico), agarose e brometo de etidio (sua funcdo é de corar o gel e permitir a

visualizacdo do DNA, quando colocado a luz ultravioleta).
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5. Resultados e discussao

5.1. Contagem total de bactérias aer6bias mesoéfilas

Segundo a Comissao Internacional de Especificacdes Microbioldgicas em
Alimentos — ICMSF (2016), o indicador microbiolégico mais comumente utilizado
para certificar a qualidade dos alimentos € o nimero de microrganismos aerobios
mesofilos encontrados nos mesmos, pois esse indica se a limpeza, a desinfeccao e
o controle da temperatura durante os processos de tratamento industrial, transporte
e armazenamento foram realizados adequadamente.

A tabela 4 apresenta as contagens totais de bactérias aerdbias mesofilas
nas seis amostras de saladas de folhas cruas e legumes prontos para o consumo
analisadas neste estudo. Os resultados foram expressos como médias de unidades
formadoras de colbnias por grama (UFC/g) e como log de UFC/g com o desvio

padrao.

Tabela 4. Contagem total de bactérias aerdbias meséfilas nas saladas de

folhas cruas e legumes prontos para o consumo

Amostras Bactérias mesofilas
UFCl/g log UFC/g £ DP

Salada de alface 2,0x10° 5,23 + 0,35

Salada de repolho e alface 8,5x10° 5,88 £ 0,28

Tomate fatiado 2,3x10* 4,17 + 0,42

Cenoura fatiada 1,0x10’ 7,00 + 0,00

Vinagrete 4,7x10° 5,47 + 0,49
Beterraba cozida em cubos* 3,0x10°

* somente uma placa apresentou coldnias; os resultados foram expressos
como média de medidas em triplicata; DP = desvio padréo.

Embora a legislacao brasileira ndo estabeleca limites para a contagem total
de microrganismos aerdbios nos alimentos, pelos padrbes estabelecidos pela
ICMSF (2016) a quantidade maxima para contagem de microrganismos totais para

alimentos em geral é de 1,0x10’UFC/g. Segundo Silva et al. (2007) uma contagem
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aceitavel para mesotfilos aerébios em vegetais frescos sanitizados é de 1,0x10°
UFCl/g, pois de acordo com a ICMSF (2016) a sanitizagdo dos vegetais frescos deve
remover parte da microbiota inicial, diminuindo sua contagem para cerca de
10°UFC/g. Ao analisar os dados obtidos na tabela 2, as amostras apresentaram
contagens aceitaveis de bactérias aerébias mesdfilas variando de 10* a 10°> UFC/g
(com excecdo da amostra de cenoura fatiada que apresentou contagem elevada de
10" UFC/qg).

Resultados semelhantes a este estudo foram obtidos por Nguz et al. (2005),
onde 75% dos vegetais organicos frescos recém cortados e sanitizados
apresentaram contagem de bactérias mesoéfilas entre 10° a 10° UFC/g. No trabalho
de Rodriguez et al. (2011) as saladas de alface prontas para o consumo coletadas
de restaurantes situados dentro de hospitais na Espanha também apresentaram
contagem de bactérias aerébias mesdfilas menores que 10° UFC/g.

A beterraba cozida em cubos apresentou crescimento bacteriano em apenas
uma placa. O processo de cozimento pelo qual a beterraba foi submetida eliminou a
carga bacteriana inicial e isso se deve a instabilidade que a alta temperatura e
pressdo causam na parede bacteriana levando a lise e morte celular (FLEURI e
SATO, 2005; PEREIRA et al.,, 2004). Essa unica amostra de beterraba com
crescimento bacteriano sugere contaminacao cruzada, onde essa amostra deve ter
tido contato com algum utensilio ou local utilizado para o preparo de outro vegetal no

momento do preparo das saladas.

5.2. Determinacdo do niumero mais provavel (NMP) de coliformes totais e de

coliformes termotolerantes (E. coli)

Coliformes totais séo pertencentes a familia Enterobacteriaceae e tem como
caracteristicas serem bacilos gram-negativos, ndo esporulados, anaerébios
facultativos, capazes de crescer na presenca de sais biliares e que, a partir da
fermentacdo da lactose, produzem gas e &cidos a 35°C, em 24 a 48 horas. Altas
contagens de coliformes totais em alimentos sé&o fatores negativos de qualidade
indicando falhas na higiene ao longo do processamento, aumentando a possibilidade
de ocorréncia de microrganismos patogénicos entéricos (FRANCO & LANDGRAF,
2008; SANTOS 2008).
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Os coliformes termotolerantes sédo pertencentes a microbiota intestinal tanto
humana quanto de outros animais homeotérmicos e atuam como indicadores de
poluicdo fecal. Os coliformes termotolerantes sdo capazes de fermentar lactose e
produzir gas quando incubados em temperaturas mais elevadas (45+0,5°C) e esse
grupo é constituido majoritariamente por E. coli (90%). A presenca de coliformes
termotolerantes evidencia o risco da presenca de microrganismos patogénicos de
origem fecal (FRANCO & LANGRAF, 2008; SILVA, JUNQUEIRA e SILVEIRA, 2007).

A tabela 5 apresenta a determinacdo do numero mais provavel (NMP/g) de
coliformes totais e de coliformes termotolerantes nas amostras de saladas de folhas

cruas e legumes analisados nesse estudo.

Tabela 5. Determinacédo do numero mais provavel (NMP/g) de coliformes totais
e de coliformes termotolerantes nas saladas de folhas cruas e legumes

prontos para 0 consumo

Amostras Coliformes totais Coliformes termotolerantes
NMP/g Log NMP/g + DP NMP/g Log NMP/g + DP
Salada de alface 5,6x107 2,24 + 0,83 ND ND
Salada de repolho e alface  4,2x10° 2,22 +£0,75 2,5x10" 1,39 £ 0,07
Tomate fatiado 2,3x10* 1,32+ 0,26 2,1x10* 1,28 +0,21
Cenoura fatiada 8,1x10° 2,82 +0,38 1,9 x10* 1,21+ 0,30
Vinagrete 7,4x10? 2,54 + 0,86 ND ND
Beterraba cozida em cubos  1,3x10" 0,95 + 0,46 1,3x10* 0,95 + 0,57

ND = ndo detectado; os resultados foram expressos como média de medidas
em triplicata; DP = desvio padréo.

Os resultados deste estudo mostraram que todas as amostras apresentaram
baixa enumeracéo de coliformes totais variando de 10' a 10> NMP/g e enumeracio
de coliformes termotolerantes menor que10> NMP/g. A legislacédo brasileira (BRASIL,
2001) estabelece o valor limite de 1,0x10° NMP/g para enumeracéo de coliformes
termotolerantes nas saladas prontas para 0 consumo em restaurantes.

Neste estudo, quatro amostras de saladas de folhas cruas e legumes
prontos para 0 consumo, ou seja, 67% das amostras apresentaram coliformes

termotolerantes, porém em pouca quantidade. No estudo posterior de biologia
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molecular, algumas amostras tiveram a presenca confirmada de E. coli. Resultados
similares foram obtidos no estudo de Nguz et al. (2005), onde analisaram-se 60
amostras de vegetais organicos frescos e sanitizados e 24 amostras (40%)
apresentaram E. coli, porém essa contagem foi baixa (média de 1,3 log UFC/g). No
estudo de Maffei et al. (2013), 40% dos vegetais frescos analisados apresentaram
contagens de E. coli entre 10 a 10? UFC/g. No trabalho de Rodriguez et al. (2011),
das 15 amostras de saladas de alface prontas para o consumo coletadas em
restaurantes situados dentro de hospitais na Espanha, somente 5 amostras (3%)

apresentaram E. coli e as contagens foram menores que 10* UFC/g.

5.3. Determinag&o da presencga de Salmonella sp.

O género Salmonella é pertencente a familia Enterobacteriaceae e as
bactérias sdo bacilos gram-negativos, ndo fermentadores de lactose (em geral sdo
sacarose e lactose negativos), porém fermentadores de glicose com producédo de
gas. Essas bactérias sdo colonizadoras do trato intestinal humano e de outros
mamiferos. A contaminacdo dos alimentos por Salmonella é proveniente de
contaminacéo fecal do alimento, da agua que entra em contato com o alimento ou
por condi¢cdes higiénicas ndo satisfatérias de preparo e manuseio do alimento
(GUIMARAES et al., 2001; FRANCO & LANDGRAF, 2008). Segundo a legislacéo
brasileira (BRASIL, 2001) o resultado da determinacdo de Salmonella sp. nos
alimentos deve ser expresso como Presenca ou Auséncia na amostra analisada.

A Tabela 6 apresenta os resultados deste estudo para a pesquisa de

Salmonella spp. has amostras de saladas de folhas cruas e legumes analisadas.
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Tabela 6. Deteccdo de Salmonella spp. e confirmagédo por PCR nas saladas de

folhas cruas e legumes prontos para o consumo

Amostras Agar TSI* Resultados do PCR
Suspeita de Salmonella spp.
Salada de alface AUSENTE e
Salada de repolho e alface AUSENTE =
Tomate fatiado AUSENTE e
Cenoura fatiada AUSENTE e
Vinagrete PRESENTE Salmonella spp.
Beterraba cozida em cubos AUSENTE =

* Agar TSI (Trés Aclcares e Ferro) = Superficie de meio vermelho e base

amarela ou com pigmento preto.

Dos seis tipos de amostras analisadas nesse presente estudo, apenas o
vinagrete estava contaminado com Salmonella spp. e portanto estava impréprio para
o consumo humano. A legislacdo brasileira (BRASIL, 2001) estabelece que
hortalicas, legumes e similares estejam livres de contaminagéo por Salmonella spp.
Resultados similares foram obtidos no estudo de Christison et al. (2008), onde foram
analisadas 35 amostras de saladas variadas prontas para 0 consumo em
restaurantes tipo “delicatessen” na cidade de Joanesburgo, Africa do Sul, e obteve-
se 4 amostras (16%) contaminadas com Salmonella spp. No estudo de Nguz et al.
(2005), de 60 amostras dos vegetais organicos frescos e sanitizados analisados, 8

amostras (13%) apresentaram Salmonella spp.

5.4. Contagem de Staphylococcus sp.

A Tabela 7 apresenta os resultados da contagem de bactérias
Staphylococcus sp. nas amostras de saladas de folhas cruas e legumes prontos
para o consumo analisadas neste estudo. Os resultados foram expressos como
médias de unidades formadoras de col6nias por grama (UFC/g) e como log de

UFC/g com o desvio padréo.
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Tabela 7. Contagem das coldnias no Staphylococcus sp. nas saladas de folhas
cruas e legumes prontos para o consumo (coldénias fermentadoras de manitol

e apos coloragcédo de gram)

Amostras Staphylococcus sp.
UFC/g log UFC/g £ DP
Salada de alface 6,5x10° 2,81+ 0,52
Salada de repolho e alface 8,0x10? 2,90 +£0,57
Tomate fatiado ND
Cenoura fatiada* 4,0x10?
Vinagrete 4,7x10? 2,67 + 0,50
Beterraba cozida em cubos* 1,0x10?

* Somente uma placa apresentou colbdnias; ND = n&do detectado.
Os resultados foram expressos como média de medidas em triplicata; DP =
desvio padréo.

A legislacéo brasileira (BRASIL, 2001) estabelece o valor limite de 1,0x10°
UFC/g para contagem de Staphylococcus aureus nas saladas prontas para o
consumo em restaurantes. A contagem de S. aureus em numeros inferiores a
1,0x10° UFC/g, normalmente, indica condices higiénicas inapropriadas e/ou
processamento deficiente, por se tratar de uma bactéria procedente de manipulacéo
humana inadequada (SIMON e SANJEEV, 2007).

Os resultados deste estudo mostraram que cinco amostras de saladas de
folnas cruas e legumes prontos para 0 consumo, ou seja, 84% das amostras
apresentaram cepas de S. aureus. Porém todas as amostras estavam de acordo
com a legislagéo brasileira (BRASIL, 2001), com contagem de colbnias de S. aureus
inferiores a 1,0x10°UFC/g. No estudo posterior de biologia molecular, algumas
amostras foram testadas e foram geneticamente confirmadas como S. aureus.

Resultados similares foram obtidos no estudo de Christison et al. (2008),
onde foram analisadas 35 amostras de saladas variadas prontas para 0 consumo
em restaurantes tipo “delicatessen” na cidade de Joanesburgo, Africa do Sul, e todas
as amostras estavam contaminadas com cepas de S. aureus, com contagem média
de colbnias 2 log UFC/g.

Resultados mais preocupantes foram encontrados no estudo de Dolinger et

al. (2010), onde trés amostras de saladas comercializadas em restaurantes self-
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service do estado de Goias apresentaram contagens de S. aureus acima do
permitido pela legislacdo brasileira. No estudo de Junqueira et al. (2009), das 31
amostras de saladas coletadas de restaurantes self-service na cidade do Rio de
Janeiro, 10 amostras (32,2%) apresentaram contagens de S. aureus acima de
1,0x10°UFC/g e esses resultados indicaram precérias condi¢ées de manipulacéo.

A contaminacdo dos alimentos por Staphylococcus aureus ocorre muito
provavelmente devido a transferéncia deste microrganismo para os alimentos
através dos manipuladores, como exposto por Machado et al. (2009) que isolaram S.

aureus das maos e cavidades nasais de manipuladores de alimentos.

5.5. Analises moleculares

No presente estudo, as colbnias isoladas suspeitas de serem Escherichia
coli provenientes das amostras de saladas e legumes foram testadas, sendo que
apos as andlises moleculares algumas coldnias foram geneticamente confirmadas
como E. coli e estavam presentes na salada de repolho e alface, beterraba e
cenoura (Figura 2). Algumas coldnias suspeitas de serem S. aureus provenientes
das amostras de saladas e legumes foram analisadas e apds as andlises
moleculares algumas coldnias foram geneticamente confirmadas como S. aureus e
estavam presentes nas amostras de salada de repolho e alface, vinagrete e salada
de alface. E por fim, a colénia de bactéria isolada suspeita de ser Salmonella
proveniente da amostra vinagrete foi testada e apds analise molecular foi
geneticamente confirmada como Salmonella enterica subsp. enterica (Figura 2,
banda apontada por uma seta).

A Tabela 8 apresenta a identificacdo das col6nias através da técnica de PCR
e as amostras de onde essas bactérias foram isoladas. E digno de nota que héa
resultados que precisam ser reavaliados, identificados por ndo confirmado e que a
amplificacdo da amostra de Salmonella pode ser ajustada para uma banda com

melhor visualizagdo em gel de agarose.
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Tabela 8. Identificacdo por meio de PCR de algumas bactérias isoladas das

amostras de saladas de folhas cruas e legumes prontos para o consumao.

Numgrq da Amostra Resultado molecular
colbnia

V1 Tomate fatiado Nao era E. coli
V2 Salada de repolho e alface Escherichia coli
V3 Beterraba cozida em cubos Nao era E. coli
V4 Beterraba cozida em cubos Escherichia coli
V5 Cenoura fatiada Nao era E. coli
V6 Cenoura fatiada Nao era E. coli
V7 Cenoura fatiada Escherichia coli
CN1 Controle negativo E. coli

Al Salada de repolho e alface N&o era S. aureus
A2 Salada de repolho e alface S. aureus

A3 Vinagrete S. aureus

A4 Vinagrete N&o era S. aureus
A5 Beterraba cozida em cubos Nao era S. aureus
A6 Salada de alface S. aureus

A7 Salada de alface S. aureus

S1 Vinagrete Salmonella enterica
CN2 Controle negativo S. aureus -
CN3 Controle negativo Salmonella  ~  -——--

Fonte: préprio autor, 2016.
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR qualitativo para
a presenca do gene EutC de E. coli, nuc de S. aureus e invA de Salmonella
enterica. Marcador de 100 pb; V1 a V7 = amostras deste estudo testadas para
amplicons de EutC (113 pb); A1 a A7 = amostras deste estudo testadas para
amplicons de nuc (105 pb); S1= amostra deste estudo com amplicons de invA
(445 pb) e CN 1 a3 = Controle Negativo.

19V1 V2 V3V4 V5 V6 V7cn1 Al A2A3 A4 A5 A6 A7S1 CN2 CN3

Foi possivel observar na Figura 2 que houve amplificacdo da regido génica
EutC em algumas col6nias suspeitas de serem E. coli. Essa € a regido que codifica
a enzima etanolamina aménia liase em E. coli. A sequéncia utilizada nesse estudo &
especifica para deteccdo de E. coli e referenciada na literatura por Wang et al.
(1997) como uma regido promotora do gene malB (sistema de maltose) e pode ser
adotada para identificar qualquer sorotipo desta espécie.

A etanolamina amobnia liase é uma enzima que pertence as vias
dependentes de vitamina B12 em bactérias. A utilizacdo de etanolamina como fonte
Unica de carbono e energia requer vitamina B12 para as func¢des de indutor da via
catabdlica e cofator da enzima etanolamina amoénia liase. Etanolamina amoénia liase
€ a primeira enzima da via que converte etanolamina a acetaldeido e aménia, sendo
que acetaldeido serve como fonte de carbono e energia ao ser convertido em acetil-
COA e a amobnia serve como fonte de nitrogénio. A etanolamina é facilmente
encontrada na natureza, pois esta presente nos fosfolipidios das membranas
celulares como a fosfatidiletanolamina e a fosfatidilcolina (PAIVA, 2010).

Apesar do numero aceitdvel de bactérias Staphylococcus aureus nas

amostras de salada de repolho e alface, salada de alface e vinagrete, a regiao nuc
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foi identificada através de PCR nas amostras. A regido génica nuc mostra forte
correlagcdo com a producéo de enterotoxinas e no estudo de Tamarapu et al. (2001)
foi proposto usar a regido génica nuc para identificar S. aureus produtora de
enterotoxinas. Assim, a presenca de bactérias Staphylococcus aureus nas amostras
mostrou condi¢Bes higiénicas insatisfatorias por se tratar de uma bactéria
relacionada com manipulagdo errada. E o gene nuc indicou que as bactérias
Staphylococcus aureus eram produtoras de enterotoxinas.

A regido génica invA foi amplificada na colbnia suspeita de ser Salmonella
spp. As ilhas de patogenicidade de Salmonella sp. (Salmonella Patogenicity Island,
SPI) sao grandes regides do cromossomo (10 a mais de 100 Kb) que codificam
varios fatores de viruléncia. Estas ilhas estdo ausentes em estirpes ndo patogénicas
da mesma espécie, apresentam conteudo de guanidina e citosina (G e C) diferente
do restante do cromossomo e frequentemente estéo localizadas adjacentes a genes
gue codificam RNA transportador (OLIVEIRA et al., 2013).

Ao todo j4 foram descritas 17 SPIls, algumas s&do conservadas para o
género, enquanto outras sdo especificas para determinados sorotipos, como
exemplo, SPI-1 est4 presente em Salmonella bongori e em todas as subespécies e
sorotipos de Salmonella enterica. J4 a ilha SPI-7 € especifica para os sorotipos
Typhi, Dublin e Paratyphi C. Na SPI-1 estdo localizados genes necessarios para
invasado, caracteristica importante para viruléncia de Salmonella enterica. Dentre as
ilhas de patogenicidade SPI — 1 é a melhor caracterizada. O operon Inv (invasibility)
presente na SPI-1 € composto de sete genes invABCDEFG. O gene invA € o
primeiro no operon, e desempenha funcdo importante na invasdo de células
epiteliais. Sorotipos de Salmonella enterica que ndo possuem o gene invA sao
incapazes de expressar 0s genes invABC, tornando-os impossibilitados de invadir
células de mamiferos. Por isso, 0 gene invA parece ser bastante conservado em
todos os sorotipos de Salmonella, sendo o gene utilizado para sua deteccdo pela
reagdo em cadeia da polimerase (PCR) (OLIVEIRA et al., 2013).
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6. Conclusodes

Neste trabalho, os resultados da avaliagdo microbiologica de seis amostras
de saladas de folhas cruas e legumes prontos para consumo de um restaurante de
uma escola de ensino do setor privado de Brasilia, mostraram que uma amostra
(vinagrete) estava imprépria para o consumo, devido a presenca da bactéria
Salmonella spp. (confirmada geneticamente). De forma geral, as amostras de
saladas e legumes mostraram boas condicbes microbiolégicas, mas o cuidado em
nao contaminar as amostras com cepas de S. aureus através de manipulacéo errada
e também evitar contaminagcdo cruzada como ocorreu com a beterraba cozida e
cortada em cubos pode ser melhorado através da revisdo das Boas Préticas de

Fabricacdo na cozinha.
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ANEXO 1. Selecéo dos oligonucleotideos utilizados no estudo

Escherichia coli strain Ecol_732, complete genome
GenBank: CP015138.1

Go to: LOCUS CP015138 308 bp DNA linear BCT 08-APR-2016
DEFINITION Escherichia coli strain Ecol_732, complete genome.

ACCESSION CP015138 REGION: 3347690.3347997
VERSION CP015138.1 GI: 1016298593

DBLINK BioProject: PRINA316786

BioSample: SAMN04621897

ORGANISM Escherichia coli
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Escherichia.

REFERENCE 1 (bases 1 to 308)
AUTHORS: STOESSER, N., SHEPPARD, A., PEIRANO, G., SEBRA, R., LYNCH, T., ANSON, L.,
KASARSKIS, A., MOTYL, M., KAZMIERCZAK, K., CROOK, D. and PITOUT, J.

Department of Microbiology (Research), John Radcliffe Hospital, University of Oxford, Headley Way,
Oxford OX3 9DU, United Kingdom.

COMMENT: Bacteria available from Johann Pitout, University of Calgary Laboratory Services,
Calgary, Alberta, Canada, or Nicole Stoesser, Department of Microbiology, John Radcliffe Hospital,
Headley Way, Oxford, UK.

Annotation was added by the NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (released 2013).
Information about the Pipeline can be found here:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation prok/

##Genome-Assembly-Data-START##
Assembly Method: HGAP v. 2.2.0

Genome Coverage: 1x

Sequencing Technology: PacBio
##Genome-Assembly-Data-END##
##Genome-Annotation-Data-START##
Annotation Provider: NCBI

Annotation Date: 04/08/2016 11:05:46
Annotation Pipeline: NCBI Prokaryotic Genome
Annotation Method: Best-placed reference protein set; GeneMarkS+
Annotation Software revision: 3.1

Features Annotated: Gene; CDS; rRNA; tRNA; ncRNA; repeat region
Genes (total): 5,476

CDS (total): 5,363

Genes (coding): 5,243

CDS (coding): 5,243

Genes (RNA): 113

rRNAs: 8, 7, 7 (5S, 16S, 23S)

complete rRNAs: 8, 7, 7 (5S, 16S, 23S)

tRNAs: 86

ncRNAs: 5

Pseudo Genes (total): 120

Pseudo Genes (ambiguous residues): 0 of 120
Pseudo Genes (frameshifted): 52 of 120
Pseudo Genes (incomplete): 63 of 120


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation_prok/
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Pseudo Genes (internal stop): 19 of 120
Pseudo Genes (multiple problems): 12 of 120
##Genome-Annotation-Data-END##

GenBank - Showing 308 bp region from base 3347690 to 3347997.Nucleotide

FEATURES Location/Qualifiers Source 1.308 /organism = "Escherichia coli"/ mol type = "genomic
DNA"/ strain = "Ecol 732" /host = "Homo sapiens"/db xref = "taxon:562"/ country = "Thailand:
Bangkok"/ lat and lon = "13.76 N 100.50 E" /collection date = "2012"/collected_by="Merck Study for
Monitoring of Antimicrobial Resistance Trends (SMART)" gene <1.>308 / locus tag = "A4X18_16425"
CDS <1.>308 /locus tag = "A4X18_16425"/ inference = "EXISTENCE: similar to AA sequence:
RefSeq:WP_000769998.1"/ note = "with EutC catalyzes the formation of acetaldehyde and
ammonia from ethanolamine; Derived by automated computational analysis using gene prediction
method: Protein Homology."

/codon start = 1 /transl table = 11 /product = "ethanolamine ammonia-lyase" /protein id
="AMX14968.1" /db xref="G|:1016301601".

ftranslation="MKLKTTLFGNVYQFKDVKEVLAKANELRSGDVLAGVAAASSQERVAAKQVLSEMTVAD
IRNNPVIAYEDDCVTRLIQDDVNETAYNQIKNWSISELREYVLSDETSVDDIAFTRKGLTSEVVAAVAKI
CSNADLIYGAKKMPVIKKANTTIGIPGTFSARLQPNDTRDDVQSIAAQIYEGLSFGVGDAVIGVNPVTD
DVENLSRVLDTIYGVIDKFNIPTQGCILAHVTTQIEAIRRGAPGGLIFQSICGSEKGLKEFGVELAMLDE
ARAVGAEFNRIAGENCLYFETGQGSALSAGANFGADQVTMEARNYGLARHYDPFIVNTVVGFIGPEY
LYNDRQIIRAGLEDHFMGKLSGISMGCDCCYTNHADADQNLNENLMILLATAGCNYIMGMPLGDDIML
NYQTTAFHDTATVRQLLNLRPSPEFERWLESMGIMANGRLTKRAGDPSLFF"

GenBank - Showing 308 bp region from base 3347690 to 3347997 nucleotide

ORIGIN

1 tatctctaca acgaccgcca gattatccge gcaggcettag aagatcactt tatgggcaaa

61 ctgagcggca tctctatggg ctgtgactge tgctacacca accacgcetga cgetgaccag
121 aacctcaacg aaaacctgat gatcctgctc gccaccgeag getgcaacta catcatgggg
181 atgccgctgg gegatgacat catgctcaac tatcagacca ccgeattcca cgacactgcec
241 actgtgcgtc agttactgaa tctgegeccg tcaccggagt ttgaacgcetg getggaaage

301 atgggcat
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Padr 1:

¥ Laoft Primerl:  Primer_F |

Start: 73 Lamgth- 20 bp Tm: §0°C GC: F50% ANY: 50 SELF- 140
# RightPrimarl: |PrmerR |

Start: 1B Lazgth- 20 bp Tm: $96°C G BL0%e ANY: 50 EELF: 30
Product Sizn: 113 bp Pair Amy- 50 Puir End- (.0

| S=nd to Frimer3anagsr || Ressd Fom |

1 tatctotaca acgaccgooa gattatooge  goaggottag  aagatcactk

51 tatgggoaaa ctgagoggoa  tototatggy  cbtghbgactge  tgctacacca

101 accacgotga  ogotgaccag aacctcaacg  aaaacctgat  gatoctgoke

151 gocaccgoag  gotgoaacta catcatggyy atgoogotgg  gogatgacat

201 catgotcaas  tatcagacca cogeattoca  cgacactges  actgbgegto

251 agttactgaa totgogocog toacoggaght  thgaacgotg  gotggaaage

a1 atgggcat

O Soloct 2ll Primers

Pt 2:

1 LaftPrimer2:  Prmer_1_F |

Start: 73 Lamgth- 20 bp Tm: §0°C GC: F50% ANY: 50 SELF- 140
[] RightPrimer?: [Pemer_1_R |

Sequancs: ficcooaipaigtagiipeag |
Start- 1Bl Lamgth- 20 bp Tm: $9.5°C G B0 % ANY: 50 EELF- 10
Product Sizn: 108 bp Pair Amy- 50 Puir End- 3.0
| Send to Primer3Manager || Resef Fom |

Pt 3:

[ LaftPrimer3: |Pimer 2 F |

Start: 28 Lamgth- 20 bp Tm: §.1°C GC: F50% ANTY: 40 SELF- 0.0
[ FightPrimer%: |Prmerz R |

Eaquanca: {auttttc ptipagoticiog |
Etart: 136 Lazgth- 20 bp Tm: $96°C G BL0%e ANY: 20 EELF: 00
Product Sizn: 108 bp Pair Amy- 50 Puir End- 2.0
| Send to Primer3ianager || Resst Fom |

Prair 4-

O Laft Primar4: Primer_3_F |

Sequance: [soctstnctaciyctaca: !
Start: 79 Lamgth- 20 bp Tm: 387°C GC: 80.0% ANY: 50 SELF- 140
[] EightPrimar4: |Pemersn |

Start: 1B Lazgth- 20 bp Tm: $96°C G BL0%e ANY: 50 EELF: 30
Product Sizn: 107 bp Pair Amy- 50 Puir End- 2.0
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Staphylococcus aureus subsp. aureus strain USA300 2014.C01, complete

genome

GenBank: CP012119.1

LOCUS CP012119 424 bp DNA linear BCT 21-JUL-2015

DEFINITION Staphylococcus aureus subsp. aureus strain USA300_2014.C01, complete genome.
ACCESSION CP012119 REGION: 1042871.1043294

VERSION CP012119.1 GI: 899756207

DBLINK BioProject: PRINA287576

BioSample: SAMN03787328

ORGANISM: Staphylococcus aureus subsp. aureus
Bacteria; Firmicutes; Bacilli; Bacillales; Staphylococcaceae; Staphylococcus.

REFERENCE 1 (bases 1to 424)

AUTHORS: JOHNSON, R.C., SCHLETT, C.D., CRAWFORD, K., LANIER, J.B., MERRELL, S.D.

and ELLIS, M.W.

TITLE: Recurrent methicillin-resistant Staphylococcus aureus cutaneous abscesses and the selection
of chlorhexidine resistance during chlorhexidine use

JOURNAL: Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 424)

AUTHORS: JOHNSON, R.C., SCHLETT, C.D., CRAWFORD, K., LANIER, J.B., MERRELL, S.D. and
ELLIS, M.W.

Department of Microbiology and Immunology, Uniformed Services University of the Health Sciences,
4301 Jones Bridge Road, Bethesda, MD 20814, USA

COMMENT: Bacteria and source DNA is available from the Uniformed Services University of the
Health Sciences; 4301 Jones Bridge Road, Microbiology and Immunology Department, Room B4137,
Bethesda, MD, 20814.

##Genome-Assembly-Data-START##
Assembly Method: HGAP3 v. April 2015
Genome Coverage: 11.21x

Sequencing Technology: PacBio
##Genome-Assembly-Data-END##

GenBank showing 424 bp region from base 1042871 to 1043294 nucleotide

FEATURES Location/Qualifiers source 1.424/ organism = "Staphylococcus aureus subsp. aureus"/
mol type="genomic DNA"/ strain = "USA 300 2014.C01"/ isolation source = "Purulent abscess"/host =
"Homo sapiens"/ subspecies="aureus"/ db xref = "taxon:46170"/ country = "USA: Georgia"/ latl =
"32.3661 N 84.9692 W"/ collection date = "2011"gene complement (<1.>424)/ gene = "nuc"/ locus
tag = "AC807_0990" CDS complement (<1..>424)/ EC number = "3.1.31.1"/ codon start = 1/transl
table = 11/ product = "thermonuclease"/ protein id = "AKR51070.1"/ db xref = "G1:899757194"

ftranslation="MTEYLLSAGICMAIVSILLIGMAISNVSKGQYAKRFFYFATSCLVLTLVVVSSLSSSANASQ
TDNGVNRSGSEDPTVYSATSTKKLHKEPATLIKAIDGDTVKLMYKGQPMTFRLLLVDTPETKHPKKGV

EKYGPEASAFTKKMVENAKKIEVEFDKGQRTDKYGRGLAYIYADGKMVNEALVRQGLAKVAYVYKPN

NTHEQLLRKSEAQAKKEKLNIWSEDNADSGQ"

GenBank showing 424 bp region from base 1042871 to 1043294 nucleotide



ORIGIN

1 ttttctttge attttctacc atttttttcg taaatgcact tgcttcagga ccatatttct

61 ctacaccttt tttaggatgc tttgtttcag gtgtatcaac caataatagt ctgaatgtca

121 ttggttgacc tttgtacatt aatttaaccg tatcaccatc aatcgcttta attaatgtcg
181 caggttcttt atgtaatttt ttagttgaag ttgcactata tactgttgga tcttcagaac
241 cacttctatt tacgccatta tctgtttgtg atgcatttge tgagctactt agacttgaaa
301 ctacaactaa agttaacact aaacaactag tagcgaaata gaaaaacctc tttgegtatt
361 gccctttcga aacattactg atagccatcc ctataagtaa tattgaaacg attgccatac

421 atat
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Primer3Plus
pick primars from 2 DA sequance Abent aanree Code
Pair 1:-
¥ LaftPrimer1:  Primer_F |
Sequenca: fioigtmigcatitorio
Start: 263 Lamgth: 20 bp Tm: 383 °C GC: #40.0% ANY: 6.0 EELF: 10
¥ RightPrimar I: | Pemer_R |
SﬂIﬂ.m Eﬂ:ﬂm
Start: 367 Lazgth: 20bp Tm: 594°C GC: 45.0% ANY: 2.0 SELF: 00
Product Siza: 105 bp Pair Amy- 3.0 Pair End- 3.0
[ S=nd o Frimer3Manager || Reset Fom |
1 ttttotttge attttctacc atttttttog tasatgoact  tgottoagga
51 ccatatttcot ctacaccttt tttaggatge tibgtttcag gtgtatcaac
141 caataatagt ctgaatgtca ttggttgacc tibgtacatt aatttaaccg
151 tatcaccatc aatogottta attaatgtoy caggttottt atgtaattet
201 ttagttgaag ttgcactata tactgttgga Eottcagaas cacttctatt
251 tacgooatta totgttbgtg atgeatttge Egageotactt agacttgaaa
g1 ctacaactaa agttaacact aaacaactag tagogaaata gaaaaacckc
ELS tttgogtatt goocttteoga aacattacty atageocatos  ctataagtaa
401 tattgaaacg attgocatac atat
O Select 21l Primers
Pair 2:
O Laft Primer 2= Primer_1_F |
Sequance: m
Start: 263 Lazgth: 20bp Tm: 383°C GC: 40.0% ANY: 6.0 SELF: 10
{] RightPrimar2: |[Pemer1_R |
Sequence: bﬁmm
Start: 363 Lazgth: 20bp Tm: 382°C GC: 43.0% ANY: 3.0 SELF: 10
Product Sizm: 101 bp Pair Amy: 3.0 Pair End- 0.0
[ Send 4o PrimerzManager || Resst Fom |
Prair 3=
[0 Laft Primar 3: | Primer_2_F |
Sequence: [cptmicaccabc asicgoit
Start= 149 Lazgth: 21 bp Tm: §3.0°C GC: 42.9% ANY: 40 EFLF- 10
[ FightPrimar 3: |Pimer_2 R |
Sequance: [moctcagranntocatcaca
Start: 286 Lazgth: 20bp Tm: 80.6°C GC: 45.0% ANY: 6.0 SELF: 00
Product Siza: 138 bp Pair Amy- 4.0 Pair End- 1.0
[ S=nd to FrimerzMarager || Resst Fom |
Pair 4
) Laft Primer 4 Primer_3_F |
Sequenca: fioigigaigcatitorig
Start= 263 Lazgth: 20'bp Tm: 393 °C GC: 0.0 % ANY: 6.0 EFLF- 10
[ RightPrimar 4 |Pémer 3R |
Sequance: bmm
Start= 374 Lazgth: 20'bp Tm: §1.0°C GC: 45.0% ANY: EO EFLF- 10
Product Siza: 112 bp Pair Azxy: 4.0 Pair End: 1.0/
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Salmonella enterica subsp. enterica serovar Java strain NCTC5706

GenBank: LT571437.1

LOCUS LT571437 1000 bp DNA linear BCT 19-MAY-2016

DEFINITION Salmonella enterica subsp. enterica serovar Java strain NCTC5706 genome assembly,
chromosome: 1.

ACCESSION LT571437 REGION: 1006000.1006999

VERSION LT571437.1 GI:1030305712

DBLINK BioProject: PRIJEB6403

BioSample: SAMEA3468845

ORGANISM: Salmonella enterica subsp. enterica serovar Java
Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria; Enterobacteriales; Enterobacteriaceae; Salmonella.

REFERENCE 1: CONSRTM Pathogen Informatics
Pathogen Informatics, Wellcome Trust Sanger Institute, CB10 1SA, United Kingdom

FEATURES: Location/Qualifiers source 1.1000 /organism = "Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Java" /mol type = "genomic DNA" /strain = "NCTC5706" /db xre f= "taxon:224729"
/chromosome = "1" gene <1..>1000 /gene = "invA" /locus tag = "SAMEA3468845 00989" CDS
<1.>1000 /inference = "ab initio prediction:Prodigal:2.60" / inference = "similar to AA sequence:
RefSeq:YP 004731336.1" / codon start = 1 /transl table = 11 /product = "virulence associated
secretory protein"” /protein id = "SBL14848.1" /db xref = "G1:1030306644".

ftranslation="MLLSLLNSARLRPELLILVLMVMIISMFVIPLPTYLVDFLIALNIVLAILVFMGSFYIDRILSFS
TFPAVLLITTLFRLALSISTSRLILIEADAGEIATFGQFVIGDSLAVGFVVESIVTVVQFIVITKGSERVAEV
AARFSLDGMPGKQMSIDADLKAGIIDADAARERRSVLERESQLYGSFDGAMKFIKGDAIAGIIFVNFIG
GISVGMTRHGMDLSSALSTYTMLTIGDGLVAQIPALLIAISAGFIVTRVNGDSDNMGRNIMTQLLNNPFV
LVVTAILTISMGTLPGFPLPVFVILSVVLSVLFYFKFREAKRSAAKPKTSKGEQPLSIEEKEGSSLGLIGD
LDKVSTETVPLILLVPKSRREDLEKAQLAERLRSQFFIDYGVRLPEVLLRDGEGLDDNSIVLLINEIRVEQ
FTVYFDLMRVVNYSDEVVSFGINPTIHQQGSSQYFWVTHEEGEKLRELGYVLRNALDELYHCLAVTLA
RNVNEYFGIQETKHMLDQLEAKFPDLLKEVLRHATVQRISEVLQRLLSERVSVRNMKLIMEALALWAP
REKDVINLVEHIRGAMARYICHKFANGGELRAVMVSAEVEDVIRKGIRQTSGSTFLSLDPEASANLMDL
ITLKLDDLLIAHKDLVLLTSVDVRRFIKKMIEGRFPDLEVLSFGEIADSKSVNVIKTI"

ORIGIN

1 ttgattgaag ctgatgccgg tgaaattatc gccacgttcg ggeaattegt tattggegat

61 agcctggegg tgggttttgt tgtettetct attgtcaccg tggtecagtt tatcgttatt

121 accaaaggtt cagaacgcgt cgcggaagtc gecggeccgat tttetctgga tggtatgecc
181 ggtaaacaga tgagtattga tgccgatttg aaggecggta ttattgatge ggatgecgeg
241 cgcgaacggce gaagcgtact ggaaagagaa agcecagcettt acggttectt tgacggtgeg
301 atgaagttta tcaaaggtga cgctattgcc ggcatcatta tcatctttgt gaactttatt
361 ggcggtattt cggtggggat gacccgecat ggtatggatt tgtectecge cctgtctact
421 tataccatgc tgaccattgg tgatggtctt gtcgcccaga tccccgeatt gttgattgeg
481 attagtgccg gttttatcgt gactcgegta aatggegata gegataatat gggacggaat
541 atcatgacgc agctgtigaa caacccattt gtattggttg ttacggctat tttgaccatt
601 tcaatgggaa ctctgecggg attceccgetg ceggtttttg ttattttatc ggtggtttta

661 agcgtactct tctattttaa attccgtgaa gcaaaacgta gtgecgecaa acctaaaacc
721 agcaaaggcg agcagecgct cagtattgag gaaaaagaag ggtcgtcgtt aggactgatt
781 ggcgatctcg ataaagtctc tacagagacc gtaccgttga tattacttgt gccgaagagc
841 cggcgtgaag atctggaaaa agctcaactt gcggagegtce tacgtagtca gttctttatt
901 gattatggcg tgcgectgee ggaagtattg ttacgegatg gecgagggcect ggacgataac
961 agcatcgtat tgttgattaa tgagatccgt gttgaacaat



x Ermerihlagsesr Help

Primer3Plus

pick primars from 2 DNA sequance Abgut Ssarce Cods
Pair 1=

P Laft Primer 1:  |Primer_F ]

Soquenca: actostorcagigaeatiat |
Start: 10 Lazgth: 20bp Tm: 328°C GC: 450% ANY: 4.0 SELF: 38
¥ RightPrimarl: |Pemer R ]

Start- 434 Lazgth: 20bp Tm: &00°C GC: B0 % ANY: 30 EFLF: 30
Product Siza: 443 bp Pair Axy- 50 Pair End: 1.0
| Send o FrimeriManager || Reset Fom |

1 ttgattgaag cigatgoogg tgaaattatc gocacgttog ggoaattogt

51 tattggogat agoctggogg  toggttttgh  tghbottoctot  attgtcaceg

141 tggtoocagtt  tatogttatt accaaaggtt cagaacgogt  cgoggaagto

151 goggeccgat  thtobocbgga  togtatgoot ggtaaacaga  tgagtattga

201 tgocgattty aaggooggta  ttattgatge ggatgoogeg  ogogaacggo

251 gasgogtact  ggaaagagaa  agocagottt  acggttoctt  tgacggigcg

ELES atgaagttta tcaaaggbga cgeotattgeoc ggroatcatta toatchtbbgh

151 gaactttatt ggoggtattt cogtggggat gaccogocat ggtatogatt

441 tgtocctosgs  ectghbctact tataccatge tgaccattgg tgatgghkctt

451 gtogoccaga  tooocogoatt  gtigattgog  attagtgoog  ghtttatoge

541 gactcgogta  aatggogata gogataatat gggacggaat  atcatgacge

551 agotgttgaa caacccattt gtattggttg ttacggotat tttgaccatt

801 tocaatgggas  ctotgooggg  attooogotg  coggtttttg  ttattetate

B51 ggtggtttta ageogtactot totattttaa atteocgtgaa graaaacgta

11 gtgoegesaa  acctaaaacc agoaaagged  agoagoegot  cagtattgag

151 gaaaaagaag ggtogtogbt  aggactgatt ggogatctog  ataaagtcoto

241 tacagagacc gtaccgtbtga tattacttgt gocgaagags cggogbtgaag

451 atctggaaaa agebcaactt goggagegte tacgtagtca gtbottbatt

401 gattatggeg tgogoctgoc  ggaagtatty  ttacgogatg gogagggoct

451 ggacgataac agoatogtat tgttgattaa tgagatoocgt gtibgaacaat

O Seloct all Primers

Pair 2=

[l LaftPrimer?: |PrimeriF |

Sequenca: jrcomgcpinciamangag |
Start: 249 Lazgth: 20bp Tm: 802°C GC: Fi0% ANY: 4.0 SELF: 00
[ RightPrimar?:  |Pemer i_R ]

Sequenca: |ctepectitpripatitag |
Start: 731 Lazgth: 20bp Tm: &00°C GC: M0% ANY: 20 SELF: 08
Product Sizs: 484 bp Paix Axy: 4.0 Pair End: 2.0

| S=nd fo Primer3panager || Reset Fom |

Pair 3
O Loft Primer 3:  |Primer_2 F |

Start: 19 Lazgth: 20 bp Tm: 52E°C GC: 45.0% ANT: 6.0 SELF: 1.0
[l RightPrimer 3 |Prmer_2 R |

Start: 303 Lazgth: 20 bp Tm: &.0°C GC: F0% ANT: 4.0 SELF: 10
Product Siza: 487 bp Pair Amy: 6.0 Pair End: 2.0

[ Send to Primeramanager || Rzset Fom |




