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INTRODUCAO

Doengas transmitidas por alimentos sdo um sério problema de saude publica. A Organizacdo mundial da
Saude estima que a ingestdo de alimentos deteriorados € a causa da morte de dois milhdes de pessoas
por ano. Os dados mostram que uma das principais causas é a Salmonella spp., (1), bactéria da familia
Enterobacteriaceae associada a gastroenterites humanas (2), sendo responséavel por cerca de 52 mil
mortes. A maioria das doengas que acometem o homem séo causadas por micro-organismos veiculados
por insetos (3) dentre estes, as moscas (Diptera), desempenham um papel importante na transmissao de
doencas, pois possuem uma série de habitos que incluem associacdo com matéria em decomposicéao,
lixo, fezes e outras fontes semelhantes, o que favorece a propagacdo de agentes patogénicos,
principalmente pelo fato de serem insetos sinantrpicos. Essas moscas podem atuar como vetor
biolégico, mecanismo no qual os micro-organismos infectantes se multiplicam e desenvolvem antes de
serem transmitidos para o hospedeiro. Em alguns casos, sdo capazes de se multiplicar, colonizando o
trato digestivo da mosca, aumentando o potencial vetorial, uma vez que esta continua a disseminar o
agente etioldgico por meio da defecacéo e regurgitacdo. Estudos mostram o nimero de micro-organismos
patogénicos no canal alimentar das moscas pode ser trés vezes maior do que em sua superficie externa
(4). Por outro lado, as moscas podem atuar como vetores mecanicos, transmitindo diretamente um micro-
organismo infectante, sem que este passe por desenvolvimento ou multiplicacdo, sendo transportados de
sujidades para o alimento, por meio dos orificios, patas e pelos das moscas (5).

Apesar da grande quantidade de material disponivel sobre insetos como vetores bioldgicos, ainda é um
desafio estabelecer um protocolo que favoreca um diagnéstico rapido, sensivel e confiavel capaz de
diferenciar contaminagfes externas e micro-organismos presentes no conteddo interno das moscas. As
moscas permanecem no alimento por um curto periodo de tempo, e provavelmente transferem bactérias
presentes na sua superficie corporal, entretanto quando se alimentam, , pelo habito de regurgitar e
defecar no alimento enquanto o consomem, aumentam a probabilidade de transferéncia de patégenos (6).
O objetivo do presente trabalho foi estabelecer um protocolo para detecgdo do DNA de Salmonella spp.
em moscas, diferenciando contaminagéo interna e externa pela PCR em paralelo a andlises utilizando
bacteriologia convencional.

MATERIAL E METODOS

As coletas foram feitas no estado do Espirito Santo, municipio de Santa Maria do Jetiba, em uma granja
com condigbes de higiene precaria. Foram incluidas no estudo 15 moscas, capturadas segundo protocolo
adaptado de Pava-Ripol et al., 2015 (7). As moscas foram acondicionadas em alcool 70% imediatamente
apos a coleta e posteriormente em tubos de ensaio contendo 4 mL de Caldo Peptonado Tamponado
(CPT) a 37°C. O tubo foi invertido durante 2 minutos para garantir a imersdo dos micro-organismos no
caldo, ap6s a retirada das moscas este tubo foi incubado a 37°C por 24 horas (pré-lavagem). Em seguida
foram transferidas para tubos limpos previamente identificados para sucessivas lavagens, estabelecendo-
se lavagem em 1 mL de etanol a 70% durante 1 minuto, seguida de 3 lavagens com agua destilada. Para
avaliar a eficacia do processo de desinfeccao, foi transferido 100 pL de agua a partir do Gltimo enxague
para um tubo contendo CPT, e em seguida este tubo também foi incubado em estufa a 37°C por 24 horas
(p6s lavagens). Com auxilio de pingas esterilizadas, o canal alimentar das moscas foi retirado e
transferido para um tubo contendo CPT, com as mesmas condi¢des de incubacdo descritas acima
(contetido interno). As moscas foram identificadas com auxilio de lupa segundo chave elaborada
por Carvalho e Mello-Patiu (2008) (7). Os tubos oriundos da incubagdo, obtidos na pré-lavagem, pos-
lavagem e conteudo interno foram transferidos para meio Rappaport e Tetrationato, incubados por 42°C,
seguido de cultivo em Hektoen e XLT4, posteriormente foram submetidos a extracdo com o kit de
extrac@o Cador patogen da Qiagen® de acordo com as instru¢8es do fabricante.

Para a preparacdo do mix da PCR foi estabelecido o volume de 50 pL, composto por 35,75 puL de agua
ultra pura, 5 uL de Tampao para PCR 10X, 2,0 uL de Cloreto de Magnésio (MgClz) 50 mM, 1 pL de dNTP
10 mM, 0,5 pL (10 mM) do iniciador foward, 0,5 pL (10 mM) do iniciador reverse, 0,25 pL de Taq 5 U/uL
(Invitrogen ® e 5 pL do DNA gendmico da amostra. Foram utilizados os pares de iniciadores primer F (5'
GTG AAA TTA TCG CCA CGT TCG GGC AA 3') e primer R 5' TCA TCG CAC CGT CAA AGG AAC C 3)
(5) para deteccdo do gene inv para Salmonella spp. O processo de amplificacdo foi realizado em
termociclador programado para um ciclo inicial de 95 °C por 3 minutos (desnaturag&o inicial), seguido de
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40 ciclos repetidos de 94 °C por 30 segundos (desnaturacgdo), 61° C por 30 segundos (anelamento) e
72°C por 30 segundos (extensdo). A programacao era finalizada com 10 minutos a 72°C (extens&o final).
Como controle positivo foi utilizada Salmonella (ATCC 19361) e o controle negativo foi 1 pL de agua ultra
pura em substituicdo ao DNA da amostra. Os produtos de DNA amplificados foram aplicados em gel de
agarose 1,2%. ApOs a eletroforese os géis foram corados por imersdo em solugdo de brometo de etidio e
0s produtos visualizados em transiluminador de UV.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Das 15 moscas coletadas, 10 pertenciam ao género Chrysomya sp. Robineau-Desvoidy (Calliphoridae);
quatro foram identificadas como Musca domestica (Linnaeus, 1758) (Muscidae), e uma néo foi possivel
identificar. N&o houve isolamento de Salmonella spp. nas amostras submetidas ao teste bacterioldgico,
provavelmente por estas terem sido transportadas do local de coleta ao laboratério imersas em alcool
70% o que deve ter eliminado contaminagfes externas.

Nas analises moleculares, oito moscas foram positivas na PCR. A etapa de pré-lavagem resultou positiva
para Salmonella spp. em duas amostras. Ou seja, a técnica possibilitou detectar DNA nestas moscas
ainda que a bacteriologia convencional ndo tenha permitido isolamento da bactéria. A andlise de pods-
lavagem apresentou resultado negativo para todas as moscas, demonstrando que o protocolo de limpeza
adotado na metodologia foi eficiente, descartando a possibilidade de contaminacéo cruzada na hora da
coleta do trato alimentar. O conteldo interno apresentou positividade em seis moscas, 0 que indica a
presenca de Salmonella spp. colonizando o contetdo interno de moscas presentes em granjas avicolas.

CONCLUSOES
Pela utilizacédo da PCR foi possivel identificar moscas portadoras de Salmonella spp. coletadas em granja
avicola. A técnica é util para identificagcdo desta bactéria nestes insetos. Pelo protocolo que foi
padronizado foi possivel diferenciar contaminacdes externa e interna de moscas infectadas pela bactéria.

Apoio Financeiro: CNPq bolsa PIBIC e projeto SEG/Embrapa (03.13.10.005).
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