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INTRODUCAO

A Salmonella esta entre as principais bactérias envolvidas nos surtos de doenga avicolas pelo mundo (Moreira, 2001). Os diagnosticos disponiveis
para a deteccao da bactéria Salmonella, muitas vezes se limitam a determinac¢ao da presenca ou auséncia de Salmonella spp.

Metodologias moleculares tém sido utilizadas na identificacdo de Salmonella. A ribotipagem

de regides espacadoras intergénicas (ISRs — intergenic space regions), principalmente nos Figura 1: ISR’s 1, 2 e 3 localizadas no operon rmH.

operons dos genes de RNAs ribossomais (rRNA) e de transferéncia (tRNA), é um método < 4593 bp amplicon —
rapido e tem sido utilizado para identificacao de bacterias em nivel de especie. Procedimento

proposto mais recentemente € que analisa duas regides intergénicas (genes de TRNAS 23S € 5SS c— —> _ —
¢ do tRNA aspU) demonstrou a possibilidade de identificacao de cepas de Salmonella (Guard 238 33 aspU dkgB

et al., 2012). Estes genes estdo organizados no operon rrnH (Figura 1) € dividem o mesmo

sistema regulatorio (Darmi et al., 1998). As ISRs 1, 2 ¢ 3 do operon rrnH apresentam —> —> >
variabilidade de tamanho e sequéncia e sdo capazes de fornecer informacdes sobre variacdes ISR 1 ISR 2 ISR 3
genotipicas sutis € até 1identificacao de sorotipo. Além disso, este metodo € mais rapido que a P a
sorotipagem tradicional e tem mostrado alto poder de distingdo, reprodutibilidade e 733bp

repetibilidade (Pulido-Landinez et al., 2013; Morales et al., 2006).

OBJETIVO

A proposta do estudo fo1 avaliar a ribotipagem da regiao do operon rrnH para identificacao de sorotipos de Salmonella 1solados de aves do Brasil.

MATERIAIS E METODOS

Foram analisados 12 1solados de Salmonella (culturas bacterianas) provenientes de laboratorios de bacteriologia.
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RESULTADOS

As 12 amostras amplificaram para o gene invA pela PCR em tempo real e para o operon rrnH pelo nested-PCR convencional. Na avaliagao pela
eletroforese em gel de poliacrilamida foram observadas variacoes de tamanho dos amplicons. A analise das sequéncias completas demonstrou a
ocorréncia de delecdes/inser¢oes € permitiu avaliar o tamanho de cada ISR (Tabela 1). Alem disso, a analise dos polimorfismos de nucleotideos
possibilitou avaliar a similaridade entre os sorotipos analisados neste estudo com amostras de referéncia. A avaliagao de similaridade demonstrou
que, independentemente da ISR, 1solados de mesmo sorotipo apresentam maior identidade genética. Na comparacao entre as ISRs, a ISR 2 ¢ a

regiao com maior variabilidade e consequentemente melhor potencial para a discriminacao dos sorotipos, corroborando o estudo de Morales et al.
2006 (Figura 2).

Tabela 1: Amostras utilizadas para a analise da ISR. Figura 2: Percentual de similaridade entre os sorotipos ISR.
Amostra Sorotipo Proce- Tipo de exploracao mvA  ISR1 ISR2 ISR3 ISR 2
deéncia (bp) 2| 3| 4|5 |6 | 7|8 |9 |10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 |17 |18 |19 |20 |21
_ 1| S Galtinarum AMO33173 | 21 | 22| 35 | 35 | 35| 35| 41 | 41 | 41 | 41 [ 41 [ 21 | 21| 20| 20| 68 | 40 | 40 | 35 | 28
1 Enteritidis NI NI + 185 191 164 2 | S Paratyphi AL 513382 1712626 26| 27| 20| 20| 20|21 |21 |91 |91 |8 |8 |37|21|21]2]| 15
o 3 S. Bongori 30 | 30 | 39| 30 | 41 | 41 | 41| 41 |41 |17 |17 |17 |17 | 87 [ 41 | 41 | 39 | 26
2 Enteritidis RS Codornas + 185 191 164 4 S. Typhimurium (7) w00 100] 8| o] o] | o] o] 23] 23] 73] 01]o01]100] 44
3 Enteritidis GO Galinha - Matrizes + 185 191 94 5 S. Typhimurivm (6) 10| o8 | 92| 92| 92| 92| 92| 28| 28 | 23| 23| 73| 91| o1 | 100 44
Pesada 6 S. Typhimurivm (8) 08 | 92 | 92 | 92 | 9 | @ | 28 [ 28 | 23| 23| 73| 91| 91 | 100 44
1 Pullorum SC Frango de Corte n 184 54 164 7 | S Typhimurium AE006468 02 | 2| 92| 92| @ | 26| 2| 23| 23| 72| 91| 01| 08| 44
. 8 | S. Heidelberg CP003993 100 | 100 | 100 | 100 | 21 | 21 | 20| 20| 73 | 99 | 99 | 92 | 45
> P“q‘:’fmfl RS Frango d‘:_ Corte + 184 4 164 0 S. Enteritidis (2) 100 100 | 100 21| 21 | 20| 20| o8 | 00 | 00 | 02 | 45
6 Typhimurum SP Genética + 185 191 94 10 S. Enteritidis (3) 100 | 100 | 21 | 21 | 20 | 20 | 98 | 99 | 90 | 02 | 45
o _ o 12| S. Enteritids AM933172 21 21| 20 20 98| 990 | 990 | 92 | 45
8 Typhimurum RS Galinha - Recria Caipira + 184 191 164 13 S Pullorom CP 006575 1001 831 83 11001 201 21 | 28 | 15
9 Gallinarum RS Galinha - Matrizes = 184 191 164 14 S. Pullorum (3) 83 | 83 100 21| 21| 28| 13
Pesada 15 S. Grupo D (11) 100 93 [ 20| 20| 23 | 14
10 Gallinarum RS Matriz Frango de Corte - 184 191 163 16 5. Grupo D (12) 93 | 20 | 20 | 23 | 14
. 17 S. Pullorum (4) 28 | 28 | 21| 15
11 Saht};D(?}'upD BA Frango de Corte + 191 53 164 13 S. Gallinarum (9) 100 | o1 | 23
_ | 19 S Gallinarum (10) 01 | 45
12 Salm. Grupo DF Galinha - Matrizes + 191 53 164 20 S Newpart CP010280 44
“D” Pesada 21 | S. Choleraesuis AF017220

*NI| — ndo informado.
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