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RESUMO

Salmonella é um dos principais patdgenos bacterianos com a capacidade de causar
doencas a partir do consumo de alimentos contaminados de origem animal. A maioria dos
registros de surtos de salmonelose em humanos € causado pelos sorotipos patogénicos
Enteritidis e Typhimurium. O presente estudo objetivou amplificar as duas regides
espacadoras intergénicas (ISR1 e ISR2) presentes no operon rrnB para discriminar sorotipos
das amostras. Foram utilizadas 42 amostras provenientes de laboratorios vinculados a granjas
comerciais do Brasil. Os isolados foram confirmados para o género Salmonella através da
amplificacdo do gene invA apresentando um Ct médio de 22,6, variando de 14,7 a 33,2. A
regido espacadora intergénica (ISR) de interesse foi amplificada por PCR (polymerase chain
reaction) convencional utilizando primers especificos e seus produtos foram submetidos a
deteccdo por eletroforese em gel de poliacrilamida corado com nitrato de prata. Vinte e cinco
amostras amplificaram para as regides de interesse, apresentando o0s sorotipos Enteritidis
(n=7), Gallinarum (n=3), Agona (n=1), Schwarzengrund (n=1), Rissen (n=1) Heidelberg
(n=3), Grupo B (n=1), Grupo D (n=1), Mbandaka (n=1), Pullorum (n=1), spp. (n=3) e
Typhimurium (n=2), onde foi possivel observar que estes sorotipos apresentaram um padrédo
de amplificacdo (bandeamento) distintos entre si.
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INTRODUCAO

A Salmonella é uma bactéria causadora de doencas humanas e de aves, muitas das quais
transmitidas pela alimentacdo (HUGHES et al. 2003, GREIG et al. 2009, DE OLIVEIRA et
al. 2010). Diferentes tipos de salmoneloses podem ocorrer tanto nas aves em producéo (lotes
de frangos para consumo, galinhas poedeiras, etc.) como nos consumidores de alimentos
contaminados por esta bactéria. O Brasil é o segundo maior produtor e principal exportador
de carne de frango do mundo (ABPA, 2016), portanto possui uma preocupacdo enorme em
relacdo a ocorréncia deste patdgeno tanto nas aves de producdo como nos produtos para
consumo humano. Existe inclusive um programa oficial do governo brasileiro (Programa
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Nacional de Sanidade Avicola - PNSA) que tem o controle das salmoneloses como uma de
suas principais metas (BRASIL, 1994).

Taxonomicamente, o género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae, sendo
uma bactéria gram-negativa em forma de bacilo, ndo esporulada e ndo encapsulada. Existem
apenas duas espécies, S. enterica e S. bongori, sendo que a primeira é subdividida em seis
subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica (CDC, 2011). Os
isolados de Salmonella sdo também classificados em sorotipos, sendo que ja foram
demonstradas mais de 2.600 combinagdes antigénicas no mundo, a maioria (60%) pertencente
a subespécie enterica (GRIMONT; WEILL, 2007; ISSENHUTH-JEANJEAN et al., 2014).

O genoma das salmonelas é constituido de uma dupla fita de DNA circular
(cromossomal) com aproximadamente 4,6 Mbp, com ocorréncia eventual de plasmideos.
Entre os diversos operons presentes no DNA cromossomal de Salmonella, sete s&o
responsaveis pela producdo de RNAs ribossomais e transportadores: rrnA, rrnB, rrnC, rrD,
rrnE, rrnG e rrnH (L1IU; SANDERSON et al., 1998). As regides intergénicas nestes operons
apresentam elevado grau de variacdo, possibilitando a identificacdo de géneros e espécies
bacterianos (CHENOLL et al., 2003). Especificamente a regido espagadora intergénica (ISR),
localizada entre os genes rRNA 16S e 23S de Salmonella, apresenta variagdes ainda mais
sutis e que caracterizam determinados sorotipos de Salmonella (MORALES et al., 2006).

A identificacdo de sorotipos & essencial tanto na deteccdo de doengas humanas e
aviarias, como na compreensdo da epidemiologia desta bactéria. Alguns sorotipos de
Salmonella sdo associados a doencas especificas (como Gallinarum em aves, Typhi e
Paratyphi no homem), enquanto outros sorotipos ndo estdo restritos a nenhuma destas
espécies hospedeiras particulares e possuem uma disseminacdo mais complexa (Enteritidis,
Typhimurium, Heidelberg, entre outros). A introducdo destes Gltimos nos lotes de produgéo
de aves pode resultar na contaminacdo de ovos ou da carcaca das aves no momento do abate
(BARROW et al., 1994; UZZAU et al., 2000).

Trabalhos prévios, como o de Pulido-Landinez (2014), demonstram que procedimentos
de PCR e sequenciamento estdo obtendo resultados positivos para a deteccdo de sorotipos de
Salmonella através da analise do operon rrnH. No entanto, outros operons também poderiam
possibilitar a analise de sorotipos e ainda ndo foram estudados. Com base no potencial
informativo das ISRs, o presente estudo tem como objetivo verificar a capacidade de
diferenciacdo de sorotipos de Salmonella através da analise destas regides presentes no
operon rrnB.

METODOLOGIA

Foram utilizadas 42 amostras de isolados de Salmonella pertencentes aos sorotipos
Enteritidis (n=12), Gallinarum (n=7), Agona (n=1), Schwarzengrund (n=1), Rissen (n=1) e
Heidelberg (n=3), Subgrupo B (n=2), Subgrupo D (n=2), Mbandaka (n=1), Pullorum (n=4),
spp. (n=5) e Typhimurium (n=3) provenientes de laboratdrios vinculados a granjas comerciais
do Brasil.

Foi realizado um estudo in silico onde as sequéncias dos sete operons de uma cepa
Salmonella sorotipo Enteritidis (AM933172) foram extraidas e comparadas com as
sequéncias dos sete operons de outros sorotipos, como Typhimurium (AE006468), onde
verificamos que apenas 0s operons rrnH e rrnB possuiam a mesma estrutura em todos os
sorotipos de Salmonella. Apos foram desenhados e utilizados os primers externos ITRB - F1
(5 CGACGTTGATAGGCCGGGT 3’) e ITRB — R1 (5 AATTACGCCGGCACCGTGA 3%)
e primers internos ITRB — FN2 (5> GATGCGTTGAGCTAACCGGT 3’) e ITRB — RN2 (5’
AACAACTACTGAGCGCCTGG 3’) que se anelaram a regifes conservadas dos genes 23S e
UDP-N acetylenolpyruvilyglucosamine redutase.



Os isolados foram inicialmente confirmados para o género Salmonella, as amostras
foram submetidas a PCR em tempo real para a amplificacdo do gene invA (StepOne Plus —
Applied Biosystems, Carlsbad CA, EUA) sob as seguintes condi¢fes: 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
(HOORFAR et al.,, 2000). A avaliacdo foi realizada através da analise de curvas de
amplificacdo e determinacdo dos respectivos valores de Ct (cycle threshold). Amostras
positivas para o0 género Salmonella foram amplificadas por PCR convencional (Veriti 96Well
Thermal Cycler — Applied Biosystems) para amplificacdo da regido intergénica do operon
rrnB. Desta forma foram realizadas duas reacGes de PCR, a primeira utilizando primers
externos seguindo as condicOes de: 1 ciclo de desnaturacdo a 94°C por 10s, 30 ciclos 94°C
por 20s, 60°C por 40s, 72°C por 40s e 1 ciclo 72°C por 5min. Posteriormente, o produto da
amplificacdo foi submetido a um Nested PCR com primers internos sob as condigdes de 1
ciclo de desnaturacdo a 94°C por 10s, 20 ciclos 94°C por 20s, 60°C por 40s, 72°C por 40s e 1
ciclo a 72°C por 5min. O programa de PCR ajustado foi descrito pela autora Pulido-Landinez
e seus colaboradores (2013). Por fim, o produto da Nested PCR foi submetido a deteccdo por
eletroforese em gel de poliacrilamida corado com nitrato de prata, para avaliacdo do padrdo de
bandas de cada sorotipo de Salmonella, sendo esperado na primeira amplificagdo um
fragmento aproximado de 759 bp e em Nested um fragmento aproximado de 639 bp.

As amostras serdo purificadas através do método de silica utilizando o Kit NewGene
Preamp (Simbios Biotecnologia, Cachoeirinha RS, Brasil) e quantificadas por eletroforese em
gel de agarose para entdo serem sequenciadas pelo método de Sanger na empresa Ludwig
Biotec (Porto Alegre, Brasil), utilizando os mesmos pares de primers das reacdes de Nested
PCR..

RESULTADOS E DISCUSSAO

As 42 amostras de Salmonella foram positivas para o gene invA, o que era esperado
pois todas as amostras utilizadas foram previamente sorotipadas, apresentando um Ct médio
de 22,6, variando de 14,7 a 33,2.

As amostras foram submetidas a deteccdo da regido do operon rrnB através da
eletroforese em gel de poliacrilamida. Destas amostras, 25 (59,52%) apresentaram padrédo de
amplificacdo (bandeamento) de diferentes tamanhos para cada sorotipo amplificado,
Enteritidis (n=7), Gallinarum (n=3), Agona (n=1), Schwarzengrund (n=1), Rissen (n=1)
Heidelberg (n=3), Grupo B (n=1), Grupo D (n=1), Mbandaka (n=1), Pullorum (n=1), spp.
(n=3) e Typhimurium (n=2). As outras 17 (40,48%) amostras ndo amplificaram as regides
espacadoras intergénicas do operon rrnB.

As amostras dos sorotipos analisados apresentaram uma varia¢do de 500 bp a 750 bp,
demonstrando que cada sorotipo possui um padrdo de amplificacdo distinto das regides
espacadoras intergénicas presentes no operon rrnB, sendo esta variabilidade utilizada para
futura caracterizacdo dos sorotipos (Figura 1). Isto corrobora com os estudos implementados
por Morales et al. (2006), Guard et al. (2012), Pulido-Landinez et al. (2014) e Kipper (2016)
0s quais analisaram o operon rrnH e observaram que os diferentes sorotipos apresentavam
padrdes de bandeamentos distintos.



Figura 1: Imagem obtida de um gel de poliacrilamida mostrando as bandas correspondentes a
produtos de PCR com diferentes padroes de comprimento (500 bp a 750 bp) de alguns dos
sorotipos de Salmonella amplificados. Além disso, o0 marcador de Peso Molecular utilizado

foi de 50 bp.
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As amostras dos sorotipos Agona, Mbandaka, Typhimurium, Grupo B e spp.
apresentaram um tamanho aproximado de 500 bp. A amostra do Grupo D apresentou
aproximadamente 600 bp. E, as pertencentes aos sorotipos Enteritidis, Schwarzengrund,
Gallinarum, Rissen, Heidelberg e Pullorum apresentaram aproximadamente 750 bp.

Com o sequenciamento destas amostras, poderiamos obter as informacdes exatas sobre
0s pares de bases, para podermos analisar variantes dentro de um biovar, suas delecbes e
insercdes, organizando estas amostras em clados para avaliar a evolugéo e, para que possamos
comparar as sequéncias geradas com as sequéncias de referéncia. As amostras estdo sendo
preparadas para serem purificadas e encaminhadas para sequenciamento a nivel de
nucleotideos para a verificacdo exata de pares de base.

CONCLUSOES OU CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo da anlise da regido espacadora intergénica (ISR) se mostrou eficiente
na diferenciacdo de sorotipos de Salmonella, sendo esta uma técnica em ascensao na area da
biologia molecular e que deve ser estudada mais a fundo e implementada em novos projetos.
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