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INTRODUCAO

A Salmonella é uma bactéria causadora de doencas humanas e de aves, muitas das quais transmitidas pela alimentacao. O Brasil € o segundo maior produtor e principal
exportador de carne de frango do mundo, portanto possui uma preocupacao enorme em relacao a ocorréncia deste patdégeno tanto nas aves em producao como nos produtos
para consumo humano. Existe inclusive um programa oficial do governo brasileiro (Programa Nacional de Sanidade Avicola - PNSA) que tem o controle das salmoneloses como
uma de suas principais metas.

Taxonomicamente, o género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae, sendo uma bactéria gram-negativa em forma de bacilo. Existem apenas duas espécies, Salmonella
enterica e Salmonella bongori, sendo que a primeira é subdividida em seis subespécies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica. Os isolados de Salmonella sao
também classificados em sorotipos, sendo que ja foram demonstradas mais de 2.600 combinacdes antigénicas no mundo, a maioria (60%) pertencente a subespécie enterica. As
denominacoes dos sorotipos e as respectivas formulas antigénicas estao listadas no esquema Kauffmann-White-Le Minor (KWL).

O genoma das salmonelas é constituido de uma dupla fita de DNA circular (cromossomal) com aproximadamente 4,6 Mbp. Entre os diversos operons presentes no DNA
cromossomal de Salmonella, sete sao responsaveis pela producao de RNAs ribossomais e transportadores: rrnA, rrnB, rrnC, rrnD, rrnE, rrnG e rrnH. As regides intergénicas nestes
operons apresentam elevado grau de variacao, possibilitando a identificacao de géneros e espécies bacterianos. Especificamente a regiao espacadora intergénica (ISR), localizada
entre os genes rRNA 16S e 23S de Salmonella, apresenta variacoes ainda mais sutis e que caracterizam determinados sorotipos de Salmonella. Trabalhos prévios demonstram que
procedimentos de PCR e sequenciamento estao obtendo resultados positivos para a deteccao de sorotipos de Salmonella através da analise do operon rrnH. No entanto, outros
operons também poderiam possibilitar a analise de sorotipos e ainda nao foram estudados.

OBIJETIVO

O presente estudo tem como objetivo verificar a capacidade de diferenciacao de sorotipos de Salmonella através da analise das duas regides espacadoras intergénicas presentes
no operon rrnB.

MATERIAIS E METODOS

Amplificagcao do gene invA Andlise dos Cts (cycle threshold) Amplificacdo das ISRs Analise dos resultados

/¢ Jé é_s;g;l»J L/e JU s [L ]
2t . . essf ‘
RS S-EEEF BB

Arnphficabon Pict

Cycio

Eletroforese em gel de
PCR Tempo Real (RT-PCR) PCR Convencional poliacrilamida corado com

nitrato de prata

RESULTADOS E DISCUSSAO

As 42 amostras de Salmonella foram positivas para o gene invA, apresentando um Ct médio de 22,6, variando de 14,7 a 33,2. Destas amostras 25 (59,52%) apresentaram padrao
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), Subgrupo B (n=1), Subgrupo D (n=1), Mbandaka (n=1), Pullorum (n=1), spp. (n=3) e Typhimurium (n=2). As outras 17 (40,48%) amostras nao amplificaram as
regioes espacadoras intergénicas do operon rrnB.

As amostras dos sorotipos analisados apresentaram uma variacao de 500 bp a 750 bp, demonstrando que cada sorotipo possui um padrao de amplificacao distinto, sendo esta
variabilidade utilizada para futura caracterizacao dos sorotipos. Isto corrobora com os estudos implementados por Morales et al. (2006), Guard et al. (2012), Pulido-Landinez et al.
(2014) e Kipper (2016) os quais analisaram o operon rrnH e observaram que os diferentes sorotipos apresentam padroes de bandeamentos distintos.

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 de pares de bases para podermos analisar variantes dentro de um biovar, suas delecoes e
insercoes, organizar estas amostras em clados para avaliar a evolucao e para que possamos comparar as sequéncias geradas com as sequéncias de referéncia

As amostras estao sendo preparadas para serem purificadas e encaminhadas para sequenciamento a nivel de nucleotideos para a verificacao exata de pares de base.

CONCLUSAO

A utilizacao da analise da regiao espacadora intergénica (ISR) se mostrou eficiente na diferenciacao 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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