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Resumo

O potencial de discriminacdo dos sorotipos de Salmonella por anélise da sequéncia dos genes
5S, 23S, aspU, dkgB e das regides intergénicas, foi investigado atraves da ribotipagem. As 12
cepas de 5 sorotipos diferentes de Salmonella foram sequenciadas a partir do DNA
amplificado por reacdo em cadeia da polimerase e comparadas com sequéncias de referéncia
depositados no GenBank. A avaliacdo de similaridade demonstrou que, independentemente da
ISR, isolados de mesmo sorotipo apresentam maior identidade genética. Na comparacéo entre
as ISRs, a ISR 2 é a regido com maior variabilidade e consequentemente melhor potencial
para a discriminacdo dos sorotipos. O método de ribotipagem para a analise da regido
intergénica mostrou-se eficiente na discriminacao de sorotipos de Salmonella.
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INTRODUCAO

Salmonella € uma das principais bactérias isoladas de aves (Moreira, 2002). Estas
bactérias podem causar doencas nas proprias aves ou mesmo serem transmitidas ao homem
pelo consumo de produtos contaminados. O género Salmonella é dividido em espécies,
subespécies e milhares de sorotipos (Junior e Neto, 2009). As salmonelas que infectam aves
sdo geralmente da espécie Salmonella enterica subspécie enterica e de um nimero menor de
sorotipos (aproximadamente 100). Alguns destes sorotipos causam doencas apenas em aves
(como por exemplo Gallinarum e suas biovares Gallinarum e Pullorum), enquanto outros
infectam uma gama maior hospedeiros (como Typhimurium, Enteritidis, Heidelberg, etc.).

Os diagndsticos disponiveis para a detec¢do da bactéria Salmonella muitas vezes se
limitam a determinacdo da presenca ou auséncia de Salmonella spp pelo isolamento
bacteriano e caracteriza¢do bioquimica. A identificacdo de cada sorotipo, essencial para a
caracterizacdo do isolado, envolve uma série de antisoros e pode ser demorada. A falta de
métodos capazes de identificar os sorotipos de Salmonella de maneira eficaz e rapida pode
impedir o tratamento adequado e o controle da mesma (Guard et al., 2012).

Metodologias moleculares tém sido utilizadas na identificacdo de Salmonella. A
ribotipagem de regides espacadoras intergénicas (ISRs — intergenic space regions),
principalmente nos operons dos genes de RNAs ribossomais (rRNA) e de transferéncia
(tRNA), é um método répido e tem sido utilizado para identificagdo de bactérias em nivel de
espécie. Procedimento proposto mais recentemente e que analisa duas regifes intergénicas
(genes de rRNAs 23S e 5S e do tRNA aspU) demonstrou a possibilidade de identificacdo de
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cepas de Salmonella (Guard et al., 2012). Estes genes estdo organizados no operon rrnH
(Figura 1) e dividem o mesmo sistema regulatorio (Darini et al., 1998). As ISRs 1, 2 e 3 do
operon rrnH apresentam variabilidade de tamanho e sequéncia e sdo capazes de fornecer
informagdes sobre variagfes genotipicas sutis e até identificacdo de sorotipo. Além disso, este
método é mais rapido que a sorotipagem tradicional e tem mostrado alto poder de distincao,
reprodutibilidade e repetibilidade (Pulido-Landinez et al., 2013; Morales et al., 2006).

Figura 1: ISR’s 1, 2 e 3 localizadas no operon rrnH. A ISR1 é definida por 184bp e esta localizada no final do
gene ribossomal 23S e o inicio do gene 5S. A ISR 2 é de 229bp e esta localizada no final do gene ribossomal 5S
e no inicio do gene aspU. A ISR 3 é de 167bp e esta localizada no final do gene aspU e inicio do gene dkgB.
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A proposta do estudo foi avaliar a ribotipagem da regido do operon rrnH para
identificacdo de sorotipos de Salmonella isolados de aves do Brasil.

METODOLOGIA

Foram analisados 12 isolados de Salmonella (culturas bacterianas) obtidos de propé,
fezes, swab de cloaca e cama, visceras, caldo de figado e cultura sélida, das aves. Tais
amostras eram provenientes de laboratérios de bacteriologia e haviam sido previamente
sorotipadas como Enteritidis (3 isolados), Typhimurium (3 isolados), Gallinarum (2 isolados),
Pullorum (2 isolados) e sorogrupo D (2 isolados).

A extracdo de DNA foi realizada pelo método de fervura conforme descrito por
Soumet et al. (1994), com adaptacdes, onde uma pequena por¢do de colonia foi retirada do
meio solido e adicionada a 100 ul de agua tratada, em seguida a solucdo foi colocada no
termobloco por 5 minutos a 100°C. Por conseguinte, passou por um choque térmico e foi
depositada na centrifuga por 3 minutos a 10000 rpm. Por fim, o sobrenadante foi utilizado
para o ensaio de amplificacdo.

A confirmacdo do género Salmonella foi realizada pela amplificacdo do gene invA
através da PCR em tempo real (StepOne Plus - Applied Biosystems), utilizando as seguintes
condicdes: um ciclo de desnaturacdo inicial de 3 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos de 15s
a 95°C e 60s a 60°C. A avaliacdo foi realizada diretamente no equipamento pela analise da
presenca de curvas de amplificacdo e determinacdo dos respectivos valores de Ct (cycle
treshold).

Amostras confirmadas foram submetidas & amplificagdo por nested-PCR
convencional (Veriti 96 Well Thermal Cycler - Applied Biosystems) utilizando os primers
descritos na Tabela 1. O programa de PCR incluiu as seguintes condigdes um ciclo de
desnaturacdo inicial de 10 segundos a 94°C, 30 ciclos de desnaturacdo por 20 segundos a
94°C, anelamento por 40 segundos a 50°C, extensdo por 40 segundos a 72°C e 1 ciclo de
extensdo final a 72°C por 5min (12 amplificacdo); um ciclo de desnaturacdo inicial de 10
segundos a 94°C, 20 ciclos de desnaturacdo por 20 segundos a 94°C, anelamento por 40



segundos a 55°C, extensdo por 40 segundos a 72°C e 1 ciclo de extensdo final a 72°C por
5min (22 amplificagdo — nested).

Tabela 1: Primers utilizados para ISR-PCR.

Primer Orientacéo Sequéncia do primer (5—»3°) Tamanho amplicon (bp)
ITR1-2 1°F Forward GATAGGCCGGGTGTGTAAGC 957pb
ITR31°R Reverse CTGTCCAACAGCCGCTTCATTATC
ITR 1-2 NF Forward CGATGCGTTGAGCTAACCGG 856ph
ITR 3NR Reverse CAGAAGCGATAACCACGTCGTC

Os produtos de PCR foram submetidos a deteccdo por eletroforese em gel de
poliacrilamida corada com nitrato de prata. As amostras positivas foram purificadas atraves
do método de silica utilizando o Kit NewGene Preamp (Simbios Biotecnologia —
Cachoeirinha — Brasil), quantificadas por eletroforese em gel de agarose.

Depois de purificadas e quantificadas, as amostras foram sequenciadas pelo método
de Sanger e comparadas com sequéncias de referéncia de sorotipos de Salmonella depositadas
no banco de dados do GenBank (Morales et al., 2006). As sequéncias de nucleotideos foram
analisadas, editadas e alinhadas através do software GENEIOUS® v8.1.6 (Biomasters,
www.geneious.com). As sequéncias foram aparadas para incluir somente a ISR 1 entre os
genes 23S e 5S, a ISR 2 entre os genes 5S e 0 aspU e a regido ISR 3 entre os genes aspU e
dkgB. Posteriormente, foi realizada a analise de similaridade entre as sequéncias obtidas no
presente estudo e as de referéncia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As 12 amostras amplificaram para o gene invA pela PCR em tempo real e para o
operon rrH pelo nested-PCR convencional. Na avaliacdo pela eletroforese em gel de
poliacrilamida foram observadas variacbes de tamanho dos amplicons. A anélise das
sequéncias completas demonstrou a ocorréncia de delegdes/insercdes e permitiu avaliar o
tamanho de cada ISR (Tabela 2). Além disso, a analise dos polimorfismos de nucleotideos
possibilitou avaliar a similaridade entre os sorotipos analisados neste estudo com amostras de
referéncia (Figura 2).

Na ISR 1, quatro das 12 amostras analisadas apresentaram um fragmento de 185 bp,
seis amostras com 184bp e duas amostras com 191bp, o que confere com dados de Morales et
al. 2006, onde tal ISR apresentou 178/179bp nos diversos sorotipos investigados. Ja na ISR 2,
oito das 12 amostras sequenciadas continham 191bp, duas amostras com 45bp e outras duas
com 53bp. As cepas avaliadas por Morales et al., 2006 também apresentaram tal variacdo (53
a 190bp). E, por fim, na ISR 3 nove amostras apresentarem 164bp, uma amostra 163bp e 2
amostras 64pb. Tais dados sdo preliminares, uma vez que tal ISR ndo vem sendo utilizada
como uma regido discriminatoria para os sorotipos de Salmonella. Analisando os fragmentos
de cada ISR e seus respectivos sorotipos, verificou-se uma diferenca em cepas de Enteritidis e
Typhimurium, onde ocorreu uma delecdo de 70bp localizada na ISR 3. Os demais sorotipos
ndo apresentaram uma variacgao significativa no nimero de nucleotideos (Tabela 2).

A avaliacdo de similaridade demonstrou que, independentemente da ISR, isolados de
mesmo sorotipo apresentam maior identidade genética. Na comparacao entre as ISRs, a ISR 2
é a regido com maior variabilidade e consequentemente melhor potencial para a discriminacao
dos sorotipos, corroborando o estudo de Morales et al. 2006 (Figura 2b).
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Tabela 2: Amostras utilizadas para a analise da ISR.

Amostra Sorotipo Proce- Tipo de exploracéo invVA ISR1 ISR2 ISR3
déncia (bp)
1 Enteritidis NI NI + 185 191 164
2 Enteritidis RS Codornas 185 191 164
3 Enteritidis GO Galinha - Matrizes + 185 191 94
Pesada
4 Pullorum SC Frango de Corte + 184 54 164
5 Pullorum RS Frango de Corte + 184 54 164
6 Typhimurium SP Genética + 185 191 94
7 Typhimurium RS Frango de Corte + 184 191 164
8 Typhimurium RS Galinha - Recria Caipira + 184 191 164
9 Gallinarum RS Galinha - Matrizes + 184 191 164
Pesada
10 Gallinarum RS Matriz Frango de Corte + 184 191 163
11 Salm. Grupo BA Frango de Corte 191 53 164
“D)?
12 Salm. Grupo DF Galinha - Matrizes + 191 53 164
“D” Pesada

*NI — ndo informado.

Figura 2: Percentual de similaridade entre os sorotipos das regides espacadoras intergénicas
de Salmonella.

(@)

ISR 1

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
1 S. Gallinarum AM933173 40 | 61 | 51 | 51 51 50 51 | 68 68 | 68 68 | 68 68 | 64 | 64 68 69 69 52 | 36
2 S. Paratyphi AL513382 38 30 | 30 30 | 32 30 | 38 38 | 38 38 37 37 36 36 37 37 37 35 19
3 S. Bongori 74 74 74 | 74 | 73 | 87 87 | 87 87 | 87 87 90 90 87 85 85 73 39
4 S. Typhimurium (7) 100 {200 [ 90 | 99 | 74 | 74 | 74 [ 74 [ 73 | 73 | 74 | 74 | 73 [ 72 [ 72 | 73| 39
5 S. Typhimurium (6) 100 | 90 9 [ 74 74 | 74 74 | 73 3 74| 74 73 72 72 73 | 39
6 S. Typhimurium (8) 90 9 [ 74 74 | 74 74 | 73 73 | 74| 74 73 72 72 73 | 39
7 S. Typhimurium AE006468 89 [ 73 73 | 73 73 | 72 2 74| 74 72 72 72 68 [ 38
8 S. Heidelberg CP005995 74 74 | 74 74 | 73 3 74| 74 73 72 72 72 | 38
9 S. Enteritidis (2) 100 | 100 | 100 | 98 98 [ 93 93 [ 98 98 [ 98 76 | 41
10 S. Enteritidis (3) 100 | 100 | 98 98 [ 93 93 [ 98 98 [ 98 76 | 41
11 S. Enteritidis (1) 100 | 98 98 [ 93 93 [ 98 98 [ 98 76 | 41
12 S. Enteritidis AM933172 98 98 [ 93 93 [ 98 98 [ 98 76 | 41
13 S. Pullorum CP006575 100 | 93 93 [ 100 | 99 | 99 77 | 39
14 S. Pullorum (5) 93 93 [ 100 | 99 | 99 77 | 39
15 S. Grupo D (11) 100 | 93 92 | 92 74 | 42
16 S. Grupo D (12) 93 92 | 92 74 | 42
17 S. Pullorum 99 [ 99 77 | 39
18 S. Gallinarum (9) 100 | 76 | 39
19 S. Gallinarum (10) 76 39
20 S. Newport CP010280 33
21 S. Choleraesuis AE017220




(b)

ISR 2

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
1 S. Gallinarum AM933173 21 22 | 35 | 35 3B [ 3B 4] 4| 41 s a2 21 | 20 20 68 | 40 | 40 35 28
2 S. Paratyphi AL513382 17 26 26 26 | 27 21 21 21 | 21 21 91 91 | 80 80 37 21 21 26 15
3 S. Bongori 39 | 39 39 [ 39 4] 4 41 | 41 | 41 17 17 17 17 87 41 | 41 39 26
4 S. Typhimurium (7) 100 | 100 [ 98 92 92 92 92 92 28 28 | 23 23 73 91 [ 91 | 100 | 44
5 S. Typhimurium (6) 100 | 98 92 92 92 92 92 28 28 | 23 23 73 91 [ 91 | 100 | 44
6 S. Typhimurium (8) 98 92 92 92 92 92 28 28 | 23 23 73 91 [ 91 | 100 | 44
7 S. Typhimurium AE006468 92 92 92 92 92 26 26 | 23 23 72 91 | 91 98 | 44
8 S. Heidelberg CP005995 100 | 100 | 100 | 100 [ 21 21 [ 20 20 73 99 [ 99 92 | 45
9 S. Enteritidis (2) 100 | 100 | 100 | 21 21 [ 20 20 [ 98 99 [ 99 92 | 45
10 S. Enteritidis (3) 100 | 100 | 21 21 [ 20 20 [ 98 99 [ 99 92 | 45
11 S. Enteritidis (1) 100 | 21 21 [ 20 20 [ 98 99 [ 99 92 | 45
12 S. Enteritidis AM933172 21 21 | 20 20 [ 98 99 [ 99 92 | 45
13 S. Pullorum CP006575 100 | 83 83 [ 100 | 21 21 28 15
14 S. Pullorum (5) 83 83 [ 100 | 21 21 28 15
15 S. Grupo D (11) 100 | 93 20 20 23 14
16 S. Grupo D (12) 93 20 20 23 14
17 S. Pullorum 28 28 21 15
18 S. Gallinarum (9) 100 | 91 45
19 S. Gallinarum (10) 91 45
20 S. Newport CP010280 44
21 S. Choleraesuis AE017220

(©
ISR 3

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 [ 20 21
1 S. Gallinarum AM933173 98 51 [ 99 | 99 99 99 [ 98 98 | 98 98 98 [ 100 | 100 | 99 99 | 100 | 100 | 99 98 | 46
2 S. Paratyphi AL513382 51 97 | 97 97 | 97 | 100 | 98 9% | 98 | 98 98 98 | 99 98 | 98 98 98 | 100 [ 45
3 S. Bongori 51 51 51 | 51 51 52 52 | 52 52 51 51 | 51 51 51 51 51 | 51 35
4 S. Typhimurium (7) 100 | 100 | 100 | 97 98 | 98 98 98 [ 99 99 [ 98 98 99 [ 99 98 [ 97 | 45
5 S. Typhimurium (6) 100 | 100 | 97 98 | 98 98 98 [ 99 99 [ 98 98 99 [ 99 98 [ 97 | 45
6 S. Typhimurium (8) 100 | 97 98 | 98 98 98 [ 99 99 [ 98 98 99 [ 99 98 [ 97 | 45
7 S. Typhimurium AE006468 97 98 | 98 98 98 [ 99 99 [ 98 98 99 [ 99 98 [ 97 | 45
8 S. Heidelberg CP005995 98 | 96 98 98 [ 98 98 [ 99 98 98 [ 98 98 [ 100 | 45
9 S. Enteritidis (2) 100 | 100 [ 100 | 98 98 [ 99 98 98 [ 98 98 | 98 | 45
10 S. Enteritidis (3) 100 | 100 | 98 98 | 98 97 98 [ 98 98 | 96 | 46
11 S. Enteritidis (1) 100 | 98 98 [ 99 98 98 [ 98 98 [ 98 | 45
12 S. Enteritidis AM933172 98 98 [ 99 98 98 [ 98 98 [ 98 | 45
13 S. Pullorum CP006575 100 | 99 99 [ 100 | 100 | 99 98 | 46
14 S. Pullorum (5) 99 99 [ 100 | 100 | 99 98 | 46
15 S. Grupo D (11) 99 99 [ 99 99 99 | 45
16 S. Grupo D (12) 99 [ 99 98 | 98 | 45
17 S. Pullorum 100 | 99 98 | 46
18 S. Gallinarum (9) 99 98 46
19 S. Gallinarum (10) 98 45
20 S. Newport CP010280 45
21 S. Choleraesuis AE017220

CONCLUSOES OU CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo do método de ribotipagem para a andlise da regido intergénica mostrou-
se eficiente na discriminacdo de sorotipos de Salmonella. Estes sdo dados preliminares e mais

estudos vém sendo realizados para refinar tais achados.
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