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Resumo

As salmoneloses sdo doencas normalmente entéricas causadas pelo consumo de
alimentos contaminados por Salmonella. Essa bactéria e classificada em mais de 2.600
sorotipos que necessitam ser identificados para fins diagndsticos e epidemiologicos. No
entanto, os procedimentos laboratoriais de sorotipagem sao trabalhosos e demorados. Esse
estudo objetivou estabelecer métodos de andlise de DNA para identificar sorotipos de
Salmonella. Os procedimentos experimentais consistiram de (1) revisdo em bancos de dados
bibliograficos e genéticos para definir regides alvo potenciais para identificacdo especifica
dos sorotipos de Salmonella; (2) desenvolvimento de métodos de amplificagéo pela reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) seguida de sequenciamento de DNA; (3) validacdo desses
métodos pela anélise de 63 isolados de Salmonella de 21 sorotipos de ocorréncia frequente em
granjas de producdo animal e alimentos do Sul do Brasil. Os resultados mostraram a
identificacdo de duas regiGes espacadoras intergénicas (ISRs, intergenic spacers regions)
localizadas nos operons rrnH e rrnB (sintese de RNAs transportadores/ribossomais). Os
métodos de PCR-sequenciamento possibilitaram a amplificacdo e analise das ISRs de todos 0s
63 isolados. Amostras de mesmo sorotipo apresentaram sequéncias especificas em ambos
ISRs, possibilitando a identificacdo dos sorotipos. A analise comparativa demonstrou 95,2%
de concordancia do método de analise de DNA em relagdo a sorotipagem. A analise conjunta
das sequéncias aumentou o poder de discriminacéo, possibilitando inclusive a diferenciagdo
de isolados de mesmo sorotipo (Typhimurium e Gallinarum). Em conclusdo, esses resultados
demonstram a eficiéncias dos métodos de PCR-sequenciamento das ISRs dos operons rrnH e
rrB na identificacdo de sorotipos de Salmonella.
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INTRODUCAO
A Salmonella € uma bactéria causadora de doencas humanas e de animais, muitas das

quais transmitidas pela alimentagédo (DE OLIVEIRA et al. 2010). As salmoneloses podem
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ocorrer tanto nos animais em producdo (aves, suinos, bovinos) como nos consumidores de
alimentos contaminados com esta bactéria.

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae, sendo uma bactéria gram-
negativa em forma de bacilo. Os isolados de Salmonella sdo usualmente classificados em
sorotipos, sendo que j& foram demonstradas mais de 2.600 combinag¢Bes antigénicas no
mundo (ISSENHUTH-JEANJEAN et al., 2014). A identificacdo de sorotipos é essencial tanto
no diagndstico de doencas humanas e animais, como para a compreensdo da epidemiologia de
um surto e/ou disseminacdo dessa bactéria em uma determinada regido geografica.

O genoma das salmonelas € constituido de uma dupla fita de DNA circular com
aproximadamente 4,6 milhGes de pares de bases, com ocorréncia eventual de um ou mais
plasmideos. Entre os diversos agrupamentos de genes (operons) presentes no genoma, sete
sdo responsaveis pela sintese de RNAs ribossomais e transportadores: rrnA, rrnB, rrnC,
rrD, rrnE, rrnG e rrH (LIU; SANDERSON et al., 1998). As regides intergénicas destes
operons apresentam elevado grau de variagdo, possibilitando a identificacdo de géneros e
espécies bacterianos (CHENOLL et al., 2003). Especificamente a regido espacadora
intergénica (ISR, intergenic spacer region), localizada entre os genes rRNA 16S e 23S,
apresenta variagOes ainda mais sutis e que caracterizam determinados sorotipos de Salmonella
(MORALES et al., 2006). Estudos prévios inclusive demonstraram que procedimentos de
PCR e sequenciamento da ISR do operon rrnH permitem identificar sorotipos de Salmonella
(MORALES et al., 2006; PULIDO-LANDINEZ et al., 2014).

O presente estudo teve como objetivo estabelecer métodos de analise de DNA para
identificar sorotipos de Salmonella. Esses métodos tiveram como alvo as ISRs de dois

operons de sintese de RNAs ribossomais e transportadores (rrnB e rrnH).

METODOLOGIA

A metodologia consistiu em:

1) Revisdo em bancos de dados bibliogréaficos e genéticos para definir regides alvo
potenciais para identificacdo especifica dos sorotipos de Salmonella.

2) Realizagdo de estudo in silico com as sequéncias dos operons de RNAs
ribossomais/transportadores de cinco sorotipos principais (Enteritidis, Typhimurium,
Heidelberg, Gallinarum, Infantis).

3) Desenho e sintese dos primers para amplificacdo das regides selecionadas.



4) Estabelecimento dos procedimentos de PCR-sequenciamento: amplificacdo por
PCR convencional (Veriti 96Well Thermal Cycler — Applied Biosystems); visualizacdo dos
produtos de amplificacdo por eletroforese em gel de poliacrilamida corado com nitrato de
prata; purificacdo do fragmento pelo meétodo de silica utilizando o Kit NewGene Preamp
(Simbios Biotecnologia, Cachoeirinha RS, Brasil); quantificacdo por eletroforese em gel de
agarose; sequenciamento pelo método de Sanger na empresa Ludwig Biotec (Porto Alegre,
Brasil).

5) Andlise das sequéncias: avaliacdo inicial pela ferramenta BLASTN, da plataforma
GenBank; alinhamento com sequéncias de referéncia; montagem das arvores filogenéticas.

6) Validacdo dos procedimentos com a analise de 63 isolados de Salmonella
pertencentes aos sorotipos Agona (n=1), Anatum (n=2), Banana (n=1), Bareilly (n=1), Coeln
(n=1), Enteritidis (n=9), Gafsa (n=1), Gallinarum (n=12), Give (n=1), Hadar (n=1),
Heidelberg (n=5), Infantis (n=3), Livingstone (n=1), Mbandaka (n=1), Panama (n=1), Rissen
(n=1), Schwarzengrund (n=2), Teneessee (n=1), Typhimurium (n=12), O:6,7 (n=1), além de

cinco amostras com sorotipo indeterminado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os primers foram selecionados a partir do alinhamento da regido alvo do operon rrnH
de cinco cepas de Salmonella Enteritidis (AM933172), Gallinarum (AM933173),
Typhimurium (AE006468), Heidelberg (CP016565) e Infantis (CP016406) utilizando o
software MegAlign (Lasergene 6.0). A partir deste alinhamento, foram selecionados dois
primers, um localizado no final do gene conservado 23S e o outro localizado no inicio do
gene dkgB, garantindo que apenas o operon rrnH fosse amplificado. Esta analise também foi
realizada para os demais operons (A, B, C, D, E, G), sendo possivel observar que apenas o
operon rrnB possuia a mesma estrutura em todos os sorotipos de Salmonella incluidos no

alinhamento. Assim novos primers foram desenhados para amplificagdo do operon rrnB.

As 63 amostras de Salmonella foram submetidas a amplificacdo e deteccao das regides
dos operons rrnB e rrnH por eletroforese em gel de poliacrilamida. As amostras analisadas
apresentaram uma variacao de 534 a 873 bp (rrnB) e 601 a 870 bp (rrnH), demonstrando que
cada sorotipo possui um padréo de amplificagédo distinto das regides espagadoras intergénicas
presentes nos operons, sendo esta variabilidade utilizada para futura caracterizacdo dos
sorotipos, corroborando com os estudos implementados por Morales et al. (2006), Guard et al.
(2012), Pulido-Landinez et al. (2014) e Kipper (2016)



Com relacdo a anélise do operon rrnH, na pesquisa realizada no BLASTN, 60 (95,2%)
das 63 amostras retornaram sequéncias de mesmo sorotipo caracterizado pelo método KWL,
56 delas apresentaram 100% de similaridade com cepas de referéncia de seus devidos
sorotipos. Dois isolados Gallinarum retornaram cepas do biovar Pullorum com 98% de
similaridade, um isolado de Anatum retornou uma cepa com 96% de similaridade ao seu
sorotipo, e um isolado de sorotipagem incompleta pelo método KWL retornou com 99% de
identidade uma cepa Minnesota. As trés amostras que o sequenciamento discordou do método
KWL pertenciam aos sorotipos Schwarzengrund, Typhimurium e O:6,7, as quais retornaram
na pesquisa do BLASTn como Bredeney (100%), Heidelberg (100%) e Choleraesuis (100%),
respectivamente.

Ja para o operon rnnB, na pesquisa realizada no BLASTn, novamente 60 (95,2%) das
63 amostras retornaram o mesmo sorotipo do método KWL, 52 delas apresentaram 100% de
similaridade com cepas de referéncia do sorotipo esperado. Trés isolados de Typhimurium,
um de Heidelberg, um de Gallinarum biovar Pullorum e um de Panama retornaram com 98%
de similaridade cepas de referéncia de mesmo sorotipo, ja um isolado de Anatum apresentou
92% de similaridade e um de Enteritidis 99%. Das trés amostras que discordaram, uma
pertencia ao sorotipo Infantis, uma Typhimurium e uma 0:6,7, que retornaram com 100% de
similaridade com Koessen, Heidelberg e Choleraesuis, respectivamente.

A avaliacdo combinada foi realizada a partir da juncao das sequéncias de nucleotideos
do operon rrnH seguida pela sequéncia do operon rrnB (rrnH_B). O tamanho da sequéncia
variou de 1006 a 1692 bp. Foram realizadas trés arvores filogenéticas, uma para cada operon
e uma com a andlise conjunta, onde, em geral, os isolados se agruparam com suas cepas de
referéncia formando clados distintos. A andlise conjunta das sequéncias aumentou o poder de
discriminacdo, possibilitando inclusive a diferenciacdo de isolados de mesmo sorotipo para
Typhimurium e Gallinarum. A variabilidade do grupo de cepas do sorotipo Gallinarum
permitiu a discriminacdo de cepas do biovar Gallinarum, biovar Pullorum e ainda um

subgrupo variantes de cepas de Pullorum.

CONCLUSOES
A andlise conjunta das regides espacgadoras intergénicas (ISRs) dos operons rrnB e
rrnH pelo método de PCR-sequenciamento se mostrou eficiente na identificacdo de sorotipos

de Salmonella, além da diferenciacdo de isolados dentro de um mesmo sorotipo, 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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