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RESUMO: Diagndstico quanto a presenga de microrganismos patogénicos nos alimentos ¢ indispensavel para garantir a qualidade ¢ a
seguranga alimentar. Registros epidemioldgicos oficiais apontam a Sa/monella sp. como um dos principais microrganismos causadores de
doengas de origem alimentar no estado do Parana. Portanto, vale ressaltar a importancia da verificagdo de presenga/auséncia deste patégeno
nos alimentos. As técnicas microbioldgicas convencionais possuem custo e tempo de execucdo elevado. Em contrapartida, o diagndstico
molecular ¢ inovador, de alta sensibilidade e especificidade, tendo como principal vantagem a redug@o do tempo da analise. O presente
trabalho tem como objetivo realizar diagnostico molecular por meio da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para sorotipo de salmonela,
com sua cultura padrdo. Para tanto, cepas de Salmonella choleraesuis, Salmonella gallinaru; e Salmonella enteritidis foram repicadas em
caldo nutriente, incubadas a 37°C e apds 24 horas realizou-se a extracdo de DNA utilizando o método de fenol/cloroférmio, seguida da
sua amplificagdo, a qual foi satisfatoria para a detecgdo do gene InvA, observou-se que a temperatura de hibridizagao ideal foi de 57°C. A
realizagdo desta metodologia e favoravel por poder ser realizada de forma rapida e especifica.
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USE OF STANDARD Salmonella CULTURES FOR MOLECULAR DIAGNOSIS

ABSTRACT: Diagnosis regarding the presence of pathogenic microorganisms in food is essential to ensure its quality and safety. Offi-
cial epidemiological records define Salmonella sp. as one of the main microorganisms responsible for foodborne illnesses in the state of
Parana. Therefore, it is worth highlighting the importance of checking for the presence/absence of this pathogen in food. Conventional
microbiological techniques are costly and time-consuming. On the other hand, molecular diagnosis is innovative, with a high sensitivity
and specificity, as well as decreasing the analysis time, which is the main advantage of this approach. The present work aims to perform
molecular diagnosis using Polymerase Chain Reaction (PCR) for Salmonella serotype with its standard culture. In order to do this, strains
of Salmonella choleraesuis, Salmonella gallinaru and Salmonella enteritidis were replicated in nutrient broth and incubated at 37°C. After
24 hours, DNA was extracted using phenol/chloroform method, followed by its amplification, which was satisfactory for the detection of
the /nvA4 gene, with 57°C being the optimal hybridization temperature. This methodology showed positive outcome since it can obtain fast

and specific results.
KEYWORDS: Molecular diagnosis; Sa/monella; DNA.

Introducao

Atualmente a necessidade de se diagnosticar a pre-
senca de microrganismos patogénicos nos alimentos ¢ indis-
pensavel para aumentar a qualidade e a garantia da seguranca
alimentar (ABREU, 2007; JIN, YIN, YE, 2009). As doengas
transmitidas por alimentos (DTA’s) tém grande variabilidade
genética do organismo que lhe da origem, portanto ¢ de suma
importancia a comparagao de resultados com cepas padrdes.

A alta incidéncia de DTA’s ocorre devido a caracte-
risticas como: controle inadequado de temperatura; manipu-
lagdo incorreta dos alimentos; contaminagdo cruzada de ali-
mentos crus ou processados (PIETROWSKI; RANTHUM,
2009). Os alimentos mais envolvidos em DTA’s sdo frequen-
temente os de origem animal, sendo que as carnes ocupam o
segundo lugar (OMS, 2002). Isto ocorre pois muitos agentes
patogénicos sdo pertencentes a microbiota dos animais, em
alguns casos estes ainda sdo transportado no ambiente de
producao, via utensilios, manipulador, equipamento ou ainda
pela dgua (SAMULAK et al., 2011).

Registros epidemioldgicos oficiais apontam a Sal-
monella sp. como um dos principais microrganismos causa-
dores de doencas bacterianas de origem alimentar no Parana.
Portanto, vale ressaltar a importancia da verificacdo da pre-

senca deste nos alimentos (AMSON; HARACEMIV; MAS-
SON, 2006).

A Salmonella, pertencente a familia Enterobactere-
acea, ¢ um dos géneros mais envolvidos nos surtos de to-
xinfecg@o alimentar, por apresentar-se de diversas formas na
natureza e possuir um elevado numero de reservatdrios. Sao
bacilos Gram-negativos ndo produtores de esporos, anaero-
bios facultativos, produtores de gés a partir da glicose, além
de serem capazes de utilizar citrato como unica fonte de car-
bono. A maioria ¢ moével, através de flagelos peritriquios.
Comporta-se como patdgeno intracelular facultativo, possui
como habitat o trato intestinal de homens e animais. Por
possuir capacidade de invasdo celular, ¢ associada sempre
a problemas entéricos, septicémicos e abortivos. A doenga
causada por este microrganismo ¢ a salmonelose (MOREI-
RA, 2002; FRANCO; LANDGRAF, 2002; BORSOI, 2009;
ANDRADE et al., 2010).

De acordo com a Resolugdo - RDC n® 12, de 2 de
janeiro de 2001, o resultado da determinacgdo de Salmonella
sp., deve ser expresso como Presenca ou Auséncia na aliquo-
ta analisada e, para tanto, tem-se necessidade da realizacdo
de analises microbioldgicas (BRASIL, 2012).

As técnicas microbiologicas convencionais fazem
uso de meios de culturas. Desta forma, testes bioquimicos
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tornam-se necessarios para confirmar a presenga do micror-
ganismo cultivado. Estes testes podem apresentar variagdes
de acordo com fatores ambientais e sobre a expressao génica.
Além disso, ha um grande risco de interpretagdes erroneas.
No entanto, quando se faz o uso de uma diversidade de testes
o custo final da analise, bem como seu tempo de execugio, se
torna elevado (GANDRA et al., 2008).

Com o desenvolvimento da biologia molecular, ob-
serva-se a possibilidade de sua aplicag@o para determinagéo
e caracterizagdo de microrganismos patdogenos nos alimentos
de forma inovadora, com alta sensibilidade e especificidade,
tendo como principal vantagem a reduc@o do tempo da anali-
se (CASTELANI; DUARTE, 2011).

Um diagnostico comumente utilizado na biologia
molecular é a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), pois
seu tempo de execucdo e sua alta especificidade sdo conside-
rados satisfatorios quando comparado a outras metodologias.
Esta é realizada em trés etapas: desnaturagdo, anelamento ¢
extensdo. Tais etapas sdo realizadas em ciclos, sendo repe-
tidos em média 35 vezes. Cada etapa deste ciclo é executa-
da em uma temperatura ideal (MAGISTRADO, GARCIA,
RAYMUNDO, 2001; CORDEIRO, 2003; VIANEZ, 2007
GANDRA et al., 2008).

A analise do microrganismo ¢ possivel pois utiliza-
-se um padrao que possui descendentes de uma cultura pura,
que contém apenas uma espécie de organismo que se origina
de uma mesma célula parental (PELCZAR et al., 1997).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi realizar o
diagnostico molecular através da PCR para sorotipos de Sal-
monella com uma cultura padrio.

Material e Método

As espécies de cepas de Salmonella utilizadas fo-
ram doadas pela Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) em
margo de 2011, sendo: ATCC 12011 — Salmonella cholera-
esuis; ATCC 9184 — Salmonella gallinaru; ATCC 13076 —
Salmonella enteritidis. As cepas foram repicadas em Caldo
Nutriente e incubadas por 24 horas (para recuperagdo das
células injuriadas) e, em seguida foram mantidas no Caldo
Nutriente sob refrigeracéo e repicadas periodicamente.

Extracido de DNA

Para a extracdo do DNA das cepas de Salmonellas
utilizou-se padroes adaptados de Moreira et al. (2010). O
protocolo apresenta os seguintes passos: Transferéncia de
1,5ml da cultura para os tubos de micro tubo os quais foram
submetidos a centrifugacdo por 1 minuto a 12.000rpm. Em
seguida descartou-se o liquido sobrenadante e adicionou-se
600ul de tampao Sodium dodecyl sulfate (SDS) 1% e Sul de
Proteinase K. Posteriormente incubou-se os micro tubo em
banho-seco 65°C por 30 minutos. Apés a incubagdo adicio-
nou-se 700ul de CIA (24:1 de cloroférmio e alcool isoamili-
co) e centrifugou-se a 13.000rpm por 7 minutos. O sobrena-
dante foi transferido para novo micro tubo onde adicionou-se
200pul de tampao de extracdo (SDS 1%) e 650ul de CIA.
Realizou uma nova centrifugagido a 13.000rpm por 7 minu-
tos, transferindo o sobrenadante para novo micro tubo. Nes-
te foi adicionado 650ul de CIA e novamente centrifugado
a 13.000rpm por 7 minutos, em seguida o sobrenadante foi
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transferido para novo micro tubo, no qual adicionou-se ImL
de etanol 96% e centrifugou-se a 13.000rpm por 3 minutos.
Apos a centrifugacdo o alcool foi retirado e o micro tubo seco
em temperatura ambiente, o pellet entdo foi ressuspenso em
50ul de agua deionizada estéril.

Amplificacio do DNA
A PCR foi realizada baseada em Maldonado (2008),
o qual amplifica o gene InvA de 457 pares de bases, que ¢é

especifico para o género de Salmonella.

Tabela 1: Sequéncia de iniciadores (Adaptado de Maldona-
do (2008))

Gene Primer Sequéncia
Sal 5’-TGC CTA CAA GCA
sense TGA AAT GG-3
InvA

5’-AAA CTG GAC CAC

Sal anti-sense GGT GAC AA- 3’

As amostras de DNAs isoladas foram amplificadas
em um volume final da reagdo de 25 ul, sendo 22 pl da reagéo
preparada (mix) ¢ 3 pul de DNA.

Tabela 2: Reagentes para PCR

Componentes Concentracio 1 amostra
Agua - 15,15 ul
dNTP's 0,2 mM 0,8 wl
Buffer 1x 2,5ul
fsrz:rlrllsee:Anti sense) 1uM de cada 2,50
MgCl2 0,75 mM 0,75 pl
Taq 1,5U 0,3 ul
DNA ~20ng 3ul
Total 25ul

Para determinagao de um padrao de identificagdo de
Salmonella sp. tornou-se necessario efetuar diferentes ajus-
tes na técnica de acordo com os equipamentos disponiveis,
bem como os ciclos de temperaturas utilizadas para anela-
mento dos primers. A temperatura ideal de hibridizagdo de-
terminada foi de 57°C. As amostras foram amplificadas no
Termociclador Therm-1000/ Maxygene Versdo n°1.4, os ci-
clos adotados podem ser verificados na Tabela 3.

Tabela 3: Ciclos de temperatura para PCR

Temperatura Tempo

1° Ciclo 93°C  5min

2°Ciclo  Desnaturagéo 93°C 1min
Anelamento 57°C 30seg ¢ 35 Ciclos
Extensao 72°C 1min

3°Ciclo 72°C  5min

Visualizacio dos resultados

Para observar os resultados das amplificagdes utili-
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zou-se o sistema de eletroforese de agarose (1,5%) em cuba
horizontal com tampao de corrida TBE (Tampao Tris-Bora-
to-EDTA). Ap6s o gel ser submetido por uma corrente elétri-
ca de 80 V por 30 minutos. O gel foi corado com brometo de
etidio a 0,5ug/mL durante 15 minutos. Para visualizagdo das
bandas foi realizada a exposi¢do do gel em transiluminador
ultravioleta. As bandas foram comparadas com um padrao de
100 pares de base.

Resultados e Discussoes

Em relacdo ao método de extracdo de DNA total,
alguns autores (ALVAREZ et al. 2004; KUMAR et al. 2006;
HALATSI et al. 2006) realizaram-na utilizando o método de
extracdo por fervura. Contudo, neste trabalho optou-se pelo
método de fenol/cloroféormio com o objetivo de minimizar
possiveis reagdes inespecificas ou até mesmo a ndo reacao,
conforme discutido por Sambrook e Russel (2006). A meto-
dologia de extracdo apés sofrer algumas modificagdes para a
adaptag@o aos equipamentos do laboratério mostrou-se satis-
fatoria além de apresentar reprodutibilidade.

Para a detecgdo do gene InvA4, observamos que a
programagdo apresentou sucesso apos a determinagdo da
temperatura de hibridizagdo via PCR- gradiente.

A temperatura ideal de hibridizagdo determinada foi
de 57°C, a qual divergiu-se quando comparada com resulta-
dos encontrados por Passo (2009). Embora a temperatura uti-
lizada neste trabalho seja diferente daquela usada pelo autor
citado, as reagdes de PCR ocorreram com sucesso.

Na amplifica¢do das amostras observou que a loca-
lizacdo da banda se encontra entre 400 e 500 pares de bases,
o qual se pode considerar correto uma vez que o primer do
gene InvA amplifica um fragmento de 457pb, como pode-se
visualizar na Figura 1.

Em estudos realizados acerca da presenca de Sal-
monella sp. em produtos frescais suinos, foram encontradas
cerca de 2% de alimentos contaminados no estado do Parana
(REIS; KRUGER; MACIEL, 1995). A presenca da Salmo-
nella sp., em alimentos é causadora de salmoneloses e diver-
sas doencas como febre tifoide, bacteremia, gastroenterite e
infec¢des focais (MALDONADO, 2008).

Em pesquisa realizada por Felix (2012), com 171
amostras de linguigas apenas duas apresentaram contamina-
¢do por Salmonella sp., no entanto ressalta que a auséncia
deste microrganismo ndo significa a auséncia de outros mi-
crorganismos patogenos.
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Figura 1: Foto da amplificagdo das amostras

M: Marcador de peso molecular; x- controle negativo (agua deio-
nizada estéril); Sc— Salmonella choleraesuis (ATCC 12011); Sg-—
Salmonella gallinaru (ATCC 9184); Se- Salmonella enteritidis
(ATCC 13076).

Conclusao

Com esse resultado, pode-se concluir que a metodo-
logia de extragdo e amplificagdo de DNA de Salmonella sp.
em cultura padrdo, empregando uma temperatura de anela-
mento de 57°C foi efetiva e satisfatoria.

O emprego deste método em alimentos processados
podera determinar a sensibilidade da técnica para detecgdo
da presenga de Salmonellas. A importancia disso mostra-se
no controle de qualidade microbiana que esta sendo cada vez
mais aplicado em toda a cadeia de produgdo alimentar, de
forma a minimizar o risco de doengas transmitidas por ali-
mentos.

Dada a importancia que as doengas transmitidas por
alimentos (DTA’s) assumem no contexto de saude publica,
este trabalho apresentou uma alternativa de diagnostico de
patdgenos. A sua confiabilidade e seu tempo de execugao tor-
nam possivel sua utilizagdo conjunturalmente com a micro-
biologia tradicional. Metodologias inovadoras em diagnos-
ticos de patdgenos sdo de grande interesse, pois a deteccdo
de microrganismo, de forma rapida e especifica ¢ de extrema
importancia. No entanto, para implementagdo da técnicas de
analise mostrada faz-se necessario a padronizagdo de proto-
colos e a validagdo dos mesmos em diversas matrizes de ali-
mentos, todo este processo demanda tempo e custos.
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