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RESUMO

MOREIRA, ANGELA NUNES. D.S. Universidade Federal de Pelotas, outubro de
2005. Desenvolvimento de métodos imunoldégicos e moleculares para deteccéo
de salmonelas em alimentos. Professor Orientador: José Antonio Guimaraes
Aleixo. Co-orientadores: Odir Antonio Dellagostin e Fabricio Rochedo Conceicao.

Bactérias do género Salmonella estdo entre as principais causas de toxinfeccdes
alimentares no mundo todo. A metodologia convencional de detec¢do dessa bactéria
em alimentos é trabalhosa e requer no minimo 4 dias para obtencao de um resultado
negativo e de 6 a 7 dias para identificacdo e confirmacdo de amostras positivas.
Dessa forma, meétodos rapidos, como o ensaio imunoenzimatico do tipo ELISA, a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e a separacdo imunomagnética (IMS), tém
sido desenvolvidos e comercializados para a detec¢do de salmonelas em alimentos.
Entretanto, os kits disponiveis comercialmente no Brasil sdo importados e de custo
elevado. Por esta razdo, neste trabalho, métodos imunoldgicos e moleculares foram
desenvolvidos para a deteccdo de salmonelas em alimentos. Para o
desenvolvimento dos métodos imunoldgicos, dez anticorpos monoclonais (MADbs)
especificos para uma proteina de membrana externa (OMP) de salmonelas do
sorogrupo B foram produzidos e caracterizados. Os MADbs foram utilizados como
anticorpos de captura e deteccdo em um ELISA sanduiche para identificacdo de S.
Typhimurium em carnes. O limite de deteccdo do ELISA foi 10° UFC/ml e ele foi
capaz de detectar 1-10 UFC/25 g de carne de bovinos e de frango
experimentalmente contaminadas. O tempo total do método foi de 57 h. Além disso,
um reagente composto de microesferas magnéticas e MAb para uso em IMS foi
desenvolvido. Esse reagente separou e concentrou eficientemente S. Typhimurium a
partir de culturas puras e de carnes experimentalmente contaminadas. Para o
desenvolvimento do método molecular PCR, uma seqUéncia de nucleotideos
especifica de salmonelas (gene fimA) foi selecionada, primers foram desenhados e
um controle interno de amplificacdo desenvolvido. Essa PCR apresentou 100% de
sensibilidade e especificidade, e limites de deteccdo de 10* UFC/mL e 1,5 pg de
DNA por reacédo. O reagente para IMS e a PCR para amplificagdo do gene fimA
foram associadas com sucesso no desenvolvimento de um novo método para
deteccdo de S. Typhimurium em carnes. O limite de deteccéo deste método, a partir
de cultivos puros, foi de 10* UFC/mL, e a partir de carnes experimentalmente
contaminadas foi de 1-10 UFC/25 g. O tempo total do método foi de 26 h.



ABSTRACT

MOREIRA, ANGELA NUNES. D.S. Universidade Federal de Pelotas, October of
2005. Development of immunological and molecular methods for detection of
salmonellae in foods. Adviser: José Antonio Guimardes Aleixo. Committee: Odir
Antonio Dellagostin and Fabricio Rochedo Conceicéo.

Salmonella is a major cause of food-borne illness all over the world. Conventional
cultural method for detection of this bacterium in foods is laborious and time-
consuming, requiring at least 4 days to obtain negative results, and 6—7 days for
identification and confirmation of positive samples. In this manner, rapid methods,
such as enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), polymerase chain reaction
(PCR) and immunomagnetic separation (IMS), for the detection of salmonellae in
foods have been developed and commercialized. However, kits commercially
available in Brazil are all imported and have a high cost per sample tested. For these
reasons, this work on development of immunological and molecular methods for
detection of salmonellae in foods was started. For development of immunological
methods, ten monoclonal antibodies (MAbs) specific for an outer membrane protein
(OMP) of serogroup B salmonellae were produced and characterized. The MAbs
were used as capture and detection antibody in a sandwich ELISA specific for
detection of S. Typhimurium in meats. Detection limit of the sandwich ELISA was 10°
CFU/ml and it was able to detect 1-10 CFU/25 g of beef and chicken samples
experimentally contaminated. The total time of the assay was 57 h. Moreover, a
reagent composed of magnetic beads and MAb for use in IMS was developed. This
reagent was able to separate and concentrate efficiently S. Typhimurium from pure
culture and artificially contaminated meat. For development of the molecular method
PCR, a salmonellae-specific sequence of nucleotides (gene fimA) was selected,
primers were designed and an internal amplification control (IAC) was developed.
This PCR presented 100% of sensibility and specificity and detection limit of 10*
CFU/ml of salmonellae and 1,5 pg of DNA for reaction. The reagent for IMS and the
PCR for amplification of gene fimA were associated with success in the development
of a novel method for detection of S. Typhimurium in meats. The detection limit of this
method from pure culture was 10* CFU/ml and from artificially contaminated meat, 1-
10 CFU/25 g. The total time of the assay was 26 h.



1. INTRODUCAO GERAL

Salmonelas séo bacilos gram-negativos, anaerdbios facultativos, pertencentes
a familia Enterobacteriaceae. Sua temperatura Otima de crescimento é 37°C,
multiplicam-se na faixa de pH entre 4,5 e 9,5, em atividade de agua acima de 0,93 e
possuem mecanismos de adaptacdo a condicbes ambientais adversas. Produzem
acido e gas a partir da glicose e outros carboidratos e, geralmente, ndo utilizam
lactose e sacarose. S&o oxidase negativa e catalase positiva e sdo capazes de
crescer utilizando citrato como Unica fonte de carbono. Geralmente, produzem H,S,
descarboxilam a lisina e ornitina e nao hidrolisam a uréia. Sua identificacdo
bioquimica presuntiva € tradicionalmente baseada nestas caracteristicas (D"AOUST,
2001).

Bactérias do género Salmonella sédo divididas em duas espécies: Salmonella
enterica e Salmonella bongori (POPOFF; LE MINOR, 1997). Salmonella enterica &
subdivida em seis subespécies (BRENNER et al., 2000) sendo a subespécie |
(subespécie enterica) a que apresenta a maioria dos mais de 2.400 sorovares
identificados e a que compreende os sorogrupos A a H (POPOFF; BOCKEMUHL;
BRENNER et al., 2000). Cepas dos sorogrupos A, B, C;, C,, D e E causam
aproximadamente 99% das infeccbes em humanos e animais de sangue quente
(POPOFF; LE MINOR, 1997). Ja Salmonella bongori e as outras subespécies de
Salmonella enterica sdo raramente isoladas de humanos, sendo geralmente isoladas
de animais de sangue frio e do ambiente (FARMER et al., 1984).

Salmonella enterica subespécie enterica sorovares Typhimurium e Enteritidis
sdo os mais envolvidos em salmonelose humana (CDC, 2000; CDC, 2001: CDC,
2003; VUGIA et al. 2004). Salmonella Typhimurium foi o patégeno mais implicado
em salmoneloses de origem alimentar no mundo todo até 1991 (TAUXE, 1991,
MISHU et al., 1994) e entre 1997 e 2002 (CDC, 2004). Além disso, este sorovar e
outros do sorogrupo B (Salmonella Heidelberg, Salmonella Agona, Salmonella Saint
Paul, Salmonella Derby e Salmonella Paratyphi B) estiveram entre os 20 sorovares
mais comumente isolados de humanos nos Estados Unidos entre 1973 e 1996
(CDCa, 1996; CDCb, 1996). Atualmente, além de Salmonella Typhimurium e
Salmonella Enteritidis, os sorovares de salmonelas mais frequentemente envolvidos
em surtos de toxinfeccdo alimentar sdo S. Heidelberg, S. Newport, S. Infantis, S.
Agona, S. Montevideo, e S. Saint Paul (CHIU et al., 2005).
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Salmonelas estdo amplamente distribuidas no ambiente e residem,
primariamente, no trato intestinal de aves, répteis, animais de estimacdo e de
criacdo para o consumo, e de humanos (KERR et al.,, 1992). A transmissédo de
salmonelas ao homem ocorre, geralmente, pela ingestdo de alimentos ou agua
contaminados (FAVRIN; JASSIM; GRIFFITHS, 2001). As fontes mais comuns de
salmonelas sao carnes, principalmente de frango, leite e ovos. Além destes, diversos
alimentos podem ser envolvidos na transmisséo, sejam eles crus, insuficientemente
processados, mal cozidos ou que sofreram contaminacgéo cruzada.

A grande maioria das salmonelas causa infec¢des localizadas no epitélio
intestinal, conhecidas como salmoneloses. Salmonella Typhi e Salmonella Paratyphi
causam infeccdes sistémicas, com consequéncias mais severas, conhecidas como
febre tiféide (entérica) e paratiféide, respectivamente.

A salmonelose é uma doenca de origem alimentar geralmente caracterizada
por uma gastroenterite aguda auto-limitante. A dose infectante depende do sorovar e
alimentos envolvidos, e do estado fisiolégico do hospedeiro. Segundo a FDA
(FDA/CFSAN, 2003), cerca de 15 células de salmonelas ja podem causar a doenca
em pacientes imunocomprometidos e/ou quando ingeridas com alimentos
gordurosos. Entretanto, a dose infectante em condicbes normais é de
aproximadamente 10° células. Os sintomas mais comuns incluem diarréia, dores
abdominais, vOmitos e nauseas e podem ser acompanhados de prostragcdo, dor
muscular, sonoléncia e febre (JAY, 1992). Apesar de, geralmente, os sintomas se
resolverem dentro de 5 dias, os microrganismos podem ser excretados nas fezes por
muitas semanas. O periodo de incubacao varia de 6 a 48 horas, com uma média de
12 a 36 horas. Este periodo e a gravidade da doenca dependem da dose infectante,
da viruléncia do microrganismo, da susceptibilidade do hospedeiro e da composi¢cao
fisico-quimica do alimento envolvido. Criancas, principalmente as menores de 1 ano,
idosos e pacientes imunocomprometidos sdo mais susceptiveis a doenca e tendem
a ter infeccdes mais severas, como septicemia, que podem levar a morte (GOMEZ;
CLEARY, 1998; DARWIN; MILLER, 1999).

A emergéncia de salmonelas resistentes a multiplos antibiéticos tem tornado
os surtos de doencas de origem alimentar causados por esses patdgenos ainda
mais perigosos. Essa resisténcia € resultado da utilizacdo indiscriminada de
antibioticos em animais como agentes terapéuticos e como suplementos alimentares

(em doses subterapéuticas), para promover o crescimento (RABSCH; TSCHAPE;
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BAUMLER, 2001). Além disso, o uso desnecessario de antibidticos no tratamento da
salmonelose também tem contribuido para essa resisténcia. Salmonella
Typhimurium DT2104, que é uma das principais cepas multi-resistentes a antibioticos,
é, frequentemente, encontrada no trato gastrointestinal de bovinos, aves e suinos e
pode contaminar o homem através da cadeia alimentar (DALY ; FANNING, 2000).

Bactérias do género Salmonella estdo entre os principais agentes causadores
de doencas de origem alimentar no mundo todo (LEWIS, 1997; OLSEN et al., 2000).
Segundo Mead et al. (1999), salmonela é responsavel por cerca de 32% das mortes
relacionadas a toxinfeccbes alimentares. Nos Estados Unidos, 2 a 4 milhdes de
casos de salmonelose sdo estimados por ano (USDA/ERS, 2003). Destes casos,
mais de 500 sdo fatais. Neste pais, no Canadd e na Austrdlia, infeccbes por
salmonelas sdo a segunda principal causa de doencas de origem alimentar
(KHAKRIA et al., 1997; MEAD et al. 1999; AHMED et al., 2000; THORNS, 2000;
OZFOODNET WORKING GROUP, 2004). A incidéncia de salmonelose aumentou
significativamente nas ultimas décadas em varios paises europeus. Na Alemanha,
um total de 63.044 casos foi comunicado no ano de 2003 (ARNOLD et al., 2004).
Em Hong Kong, salmonela foi um dos trés principais agentes responsaveis por
surtos de origem alimentar nos ultimos anos (KONG; YEUNG 1999; MOK, 2001). No
Brasil, salmonela é uma das principais responsaveis pelos elevados indices de
mortalidade infantil (REIS; COSTA; SOLARI, 1993). No Rio Grande do Sul, bactérias
do género Salmonella foram responsaveis por 32% das enfermidades de origem
alimentar entre 1987 e 1997 (DVSSSMA, 1997) e por 35% entre 1997 e 1999
(COSTALUNGA; TONDO, 2002).

Apesar da altissima incidéncia de surtos de salmonelose relatados no mundo
todo, a magnitude do problema ainda é subestimada, pois a maioria dos casos néo é
notificada. Como a salmonelose é uma doenca auto-limitante, muitas vezes ela nao
€ diagnosticada corretamente. Além disso, como a maioria das pessoas infectadas
ndo procura atendimento médico, amostras clinicas nem sempre sao obtidas para
testes laboratoriais e muitas vezes os resultados encontrados ndo sdo comunicados
aos 6rgdos de salde responsaveis (RABSCH; TSCHAPE; BAUMLER, 2001). Com
isso, € estimado que o numero de infec¢des ndo notificadas € 20 a 100 vezes maior
do que as notificadas. Nos Estados Unidos, estima-se que o numero de casos de
salmonelose seja 38 vezes maior que o numero de casos notificados (HEINITZ et
al., 2000).
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A ampla distribuicdo de salmonelas na natureza, a deficiéncia nas praticas de
higiene e sanitizacdo utilizadas na producdo, industrializacdo e distribuicdo de
alimentos, a utilizacdo de ragfes contaminadas e o crescente comércio de alimentos
em nivel mundial tém contribuido para o aumento da incidéncia desse patégeno no
mundo todo. Outros fatores que contribuem para esse incremento sdo: o aumento
da proporcéo de idosos na populacdo; do consumo de alimentos crus ou levemente
cozidos; e do numero de pacientes cronicos e imunocomprometidos (DARWIN &
MILLER, 1999).

O numero de surtos de toxinfeccOes alimentares causadas por salmonelas,
anualmente, pode resultar em gastos de grande impacto econémico. Nos Estados
Unidos, os 1,3 milhdo de casos estimados em 2000 provocaram gastos de 2,4
bilhbes de ddlares em custos médicos e perda de produtividade (USDA/ERS, 2003).

Para evitar surtos de salmonelose, medidas apropriadas de controle de
qualidade devem ser aplicadas em todas as fases da cadeia de producdo de
alimentos. Atualmente, estas medidas sdo baseadas no sistema de Analise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) (SINELL, 1995; DREESEN, 1998).
Além disso, é importante que se faca uma identificacdo do agente causador e
intervencao precoce em surtos de toxinfecces. Por isso, métodos para deteccao e
monitoramento de salmonelas na producdo animal priméaria, na industria de
alimentos e nos produtos finais necessitam serem rapidos, préaticos, confidveis e
baratos (CROCI et al., 2004).

A metodologia convencional para deteccdo de salmonelas em alimentos é
trabalhosa, apresenta custo operacional bastante elevado, em funcdo da grande
variedade de materiais e da méo de obra envolvidos na execucdo das andlises, e
requer um tempo relativamente longo para obter um resultado definitivo. Séo
necessarios, no minimo, quatro dias para obtencéo de um resultado negativo e 6 a 7
dias para identificacdo e confirmagdo de amostras positivas (FDA/BAM, 1998;
FERRETTI et al.,, 2001). O longo tempo de andlise é devido a utilizagdo de trés
periodos de incubacdo, para obtencdo de colonias tipicas, e de testes de
confirmacédo. O pré-enriguecimento das amostras ocorre em meio nao seletivo e tem
a finalidade de recuperar células lesadas. O enriqguecimento em caldos seletivos
permite a multiplicacdo de salmonelas a um nivel detectavel no plagueamento e

restringe a proliferacdo de outras bactérias. O plagueamento em meios seletivos
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visa o isolamento de colbnias suspeitas que sdo submetidas a confirmacéo atraves
de testes bioquimicos e soroldgicos.

Embora a metodologia convencional continue sendo o padrao de referéncia
para a deteccdo de salmonelas, ela apresenta uma sensibilidade limitada, j& que
requer que os caldos de enriquecimento contenham um namero de células viaveis
suficiente para permitir seu isolamento em meio a microbiota competidora presente
no alimento (CHAICUMPA et al., 1995). Além disso, outras bactérias que crescem
nos meios seletivos, especialmente dos géneros Proteus e Citrobacter, podem
apresentar coldénias com caracteristicas semelhantes as de salmonela e prejudicar
seu isolamento e identificacdo (RAMBACH, 1990). Outras limitacdes da metodologia
convencional dizem respeito ao crescente niumero de sorotipos de salmonela que
apresentam reacdes bioquimicas atipicas, como fermentagcédo de lactose (FACH et
al., 1999), e ao desenvolvimento de colénias de salmonela com morfologia diferente
das descritas na literatura. Também os efeitos debilitantes da exposicdo de
salmonelas a dessecacao, radiacdo, baixas temperaturas e preservacéo pelo calor
ou agentes quimicos, durante o processamento dos alimentos, e a limitacdo de
nutrientes podem resultar em células viaveis ndo cultivaveis, limitando a
confiabilidade de métodos bioldgicos (DORAN et al, 1994). Assim, devido as
limitagbes da metodologia convencional mencionadas e, principalmente, devido ao
longo periodo de tempo requerido para a deteccdo de salmonelas em alimentos por
essa metodologia, diversos métodos rapidos foram propostos nos ultimos anos
(BLACKBURN, 1993; SWAMINATHAN; FENG, 1994).

A maioria dos métodos rapidos para deteccdo de salmonelas em alimentos
baseia-se na especificidade da reacdo antigeno-anticorpo, embora métodos
baseados na hibridizacdo de acidos nucléicos (FITTS et al., 1983), na utilizacdo de
um bacteridfago especifico para salmonelas (HIRSH; MARTIN, 1984) e na reacao
em cadeia da polimerase (PCR) (COHEN; MECHANDA; LIN, 1996; LIN; TSEN,
1999; FERRETI et al., 2001) também tenham sido propostos.

Ao desenvolver um novo meétodo para deteccédo de salmonelas em alimentos,
deve-se levar em consideracdo que essa deteccdo € dificultada pelo pequeno
namero normalmente presente nos alimentos, pela variada microbiota competidora e
diversificada composicdo dos alimentos. O método deve apresentar alta

sensibilidade e especificidade, baixo custo, reducdo de tempo e mao de obra
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envolvidos na andlise e ser aplicavel em todos os tipos de alimentos (ANDREWS,
1985).

Muitos métodos rapidos propostos ndo apresentam boa sensibilidade e
especificidade devido a interferéncia da microbiota competidora, a componentes
inibidores presentes nos alimentos, e a semelhanca antigénica de salmonela com
outras bactérias (BURTSCHER et al., 1999, CHE et al., 2000). Outros sdo muito
complexos, requerendo equipamentos e reagentes caros ou um alto nivel de
habilidade técnica para serem executados (BLACKBURN, 1993; SWAMINATHAN &
FENG, 1994; PEPLOW et al., 1999). Os métodos imunoldgicos e os baseados em
PCR séo os que, geralmente, apresentam maior facilidade de execucéo, rapidez na
obtencado de resultados e boa sensibilidade e especificidade quando comparados a
metodologia convencional de cultivo.

Dentre os meétodos imunologicos, que se baseiam na especificidade da
reacao antigeno-anticorpo, 0s ensaios imunoenzimaticos do tipo ELISA sdo os mais
utilizados, em funcdo das vantagens que proporcionam. Existem varios formatos de
ELISA, todos se caracterizando pelo fato da reacdo antigeno-anticorpo ocorrer
ligada a uma fase solida e ser revelada através de uma reacdo enzimatica.
Dependendo do substrato enzimatico utilizado, a formacdo do produto podera ser
acompanhada de geragdo de cor, luz ou fluorescéncia. Este método apresenta
varias vantagens, como rapidez na execucdo, possibilidade de automacéo,
disponibilidade de imunoreagentes quimicamente estaveis e capacidade de analisar
simultaneamente um grande numero de amostras (CHAICUMPA et al., 1995).
Entretanto, o sucesso de um ELISA depende de diversos fatores, que incluem as
caracteristicas da matriz sélida, a qualidade dos reagentes imunolégicos, o sistema
de deteccdo dos complexos imunologicos, o sistema de medida adotado e,
principalmente, os anticorpos utilizados. Além disso, para garantir o bom
desempenho do teste, em termos de sensibilidade, especificidade, repetibilidade e
reprodutibilidade, é necesséario padronizé-lo antes do uso, ou seja, determinar a
concentracdo Otima dos reagentes imunoldgicos, achar o bindmio tempo-
temperatura de incubacdo ideal em cada etapa e utilizar controles negativos e
positivos confiaveis (TIJSSEN, 1985).

Atualmente, diversos ELISAs para deteccdo de salmonelas encontram-se
disponiveis comercialmente. Entretanto, todos s&o importados e, por isso,

apresentam um alto custo de analise, superior ao custo da metodologia
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convencional de cultivo. Além disso, muitos apresentam limitacdes como:
necessidade de etapas adicionais de enriquecimento das amostras para atingir um
namero de células detectavel pelo sistema (SEO et al., 1999); dificuldade de
deteccdo devido a presenca de microbiota contaminante que inibe o crescimento
das salmonelas e, consequientemente, interfere no limite de deteccdo (FELDSINE;
NELSON; HUSTEAD, 1993); baixa especificidade devido a semelhanca antigénica
de salmonelas com outras bactérias encontradas nos alimentos (KEITH, 1997) e a
reacOes inespecificas dos anticorpos com componentes dos alimentos (BENNET et
al., 1997); e utilizacéo de anticorpos com pequeno espectro de reacéo, incapazes de
detectarem a maioria dos sorovares (BLACKBURN, 1993).

Outro método imunoldgico que vem sendo muito empregado em microbiologia
de alimentos é a separacdo imunomagnética (IMS). A IMS é um método de
separacao e concentracdo de microrganismos relativamente simples, que tem sido
aplicado para aumentar a sensibilidade e reduzir o tempo de isolamento e deteccao
de microrganismos especificos (COLEMAN; CHICK; NYE, 1995). A IMS utiliza
microesferas magnéticas de poliestireno, cobertas com anticorpos monoclonais ou
policlonais especificos, para imunocaptura e remocdo dos microrganismos de
culturas liquidas através de um magneto (OLSVIK et al., 1994). No caso das
salmonelas, a técnica tem sido utilizada para separa-las de outras enterobactérias
antes de fazer o plagueamento em &gar seletivo, substituindo a etapa de
enriguecimento seletivo (MANSFIELD; FORSYTHE, 1996), associada a ELISA
(CUDJOE; HAGTVEDT; DAINTY, 1995, MANSFIELD; FORSYTHE, 2001) ou PCR
(RIJPENS et al., 1999, TRKOV et al, 1999, JENIKOVA; PAZLAROVA;
DEMNEROVA, 2000, LI; BOUDJELLAB; ZHAO, 2000, HSIH; TSEN, 2001,
SPANOVA et al., 2001). A substituicio da etapa de enriquecimento seletivo pela IMS
€ vantajosa, pois a concentracdo de agentes seletivos no caldo de enriqguecimento
pode ser toxica para muitas salmonelas. Estudos comparativos entre a técnica de
IMS, utilizando microesferas anti-salmonela disponiveis comercialmente, e caldos de
enriguecimento convencionais, mostraram que a IMS teve eficiéncia igual ou maior
do que os caldos (MANSFIELD; FORSYTHE, 1993; CUDJOE; KRONA; OLSEN,
1994). Outra vantagem da IMS é que ela aumenta a sensibilidade do teste ao qual
foi associada, pois captura também as células subletalmente lesadas (OLSVIK et al.,

1994). Além disso, quando associada a PCR, aumenta ainda mais a sensibilidade
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desta, pois concentra as células alvo e as separa dos inibidores da reacdo e da
microbiota competitiva (SPANOVA et al., 2003).

A grande maioria dos estudos de aplicagdo da IMS para deteccdo de
microrganismos em alimentos utiliza microesferas sensibilizadas com anticorpos
disponiveis comercialmente. Em nosso pais, estas microesferas sdo importadas e,
conseqguentemente, possuem custo elevado, o que dificulta a utilizacdo desta
tecnologia em laboratérios de analises clinicas, industrias de alimentos e setores
privados de prestacao de servigos.

A especificidade dos métodos imunoldgicos disponiveis para deteccdo de
microrganismos em alimentos depende diretamente da especificidade dos
anticorpos. Podem ser utilizados anticorpos policlonais, monoclonais ou ambos.

Anticorpos policlonais s&o anticorpos obtidos a partir do soro de animais
previamente imunizados com um antigeno. Neste caso, uma ampla variedade de
clones de linfécitos B sdo ativados, cada um secretando um anticorpo especifico
para diferentes epitopos do antigeno. Estes anticorpos geralmente estao disponiveis
na forma de antisoros, que sao obtidos através de uma metodologia simples e rapida
a partir de animais como coelhos e cabras. Eles podem ser purificados por meio de
técnicas de precipitacdo ou cromatograficas, e ser armazenados por longos
periodos, pois sdo quimicamente estaveis (HAGE, 1991). Entretanto, a utilizacdo de
anticorpos policlonais em métodos imunoldgicos para detec¢do de microrganismos
em alimentos apresenta desvantagens, como a ocorréncia de reagdes inespecificas
com outras bactérias e com componentes dos alimentos que provocam elevadas
reagfes de fundo. Isso ocorre devido a heterogeneidade dos anticorpos obtidos e
diminui a especificidade do teste (BROWN et al., 1996). Outra desvantagem ¢é a
quantidade limitada de anticorpos obtidos a partir de um Unico animal imunizado, o
que faz com que seja necessaria a utilizacdo de varios animais e a producao de
diversos lotes que apresentam grande variabilidade em caracteristicas como classe,
afinidade e especificidade. Devido a isso, € necessaria a padronizacdo de cada lote
produzido, sendo impossivel a obtencéo de lotes de antisoros idénticos. Contudo,
anticorpos policlonais purificados por cromatografia de afinidade sdo Uteis como
anticorpos primarios ou secundarios em ELISA.

Anticorpos monoclonais (MAbs) sdo imunoglobulinas secretadas por uma
populacdo geneticamente idéntica de células (clones) conhecidas como hibridomas

e que reagem especificamente com apenas um determinante antigénico (epitopo) na
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molécula do antigeno (GODING, 1986). A metodologia tradicional de obtencao de
MADbs foi desenvolvida por Kéhler e Milstein (1975) e envolve a fuséo in vitro de
células secretoras de anticorpos (linfécitos B) com células de mieloma (células de
tumor de linfécitos B). Essa fusdo resulta na obtencdo de células imortalizadas
secretoras de anticorpos especificos. A utilizacdo de MAbs em métodos
imunoldgicos para deteccdo de microrganismos em alimentos apresenta diversas
vantagens sobre os anticorpos policlonais, como maior especificidade,
disponibilidade de quantidade ilimitada de anticorpos, uniformidade e necessidade
de uma unica padronizacdo. Contudo, a utilizacdo de MAbs também pode
apresentar limitacbes, como incapacidade de identificar todos os sorovares de um
género ou espécie, possibilidade de reagir com determinantes antigénicos de outras
bactérias que compartiiham antigenos estruturais, e sensibilidade variada para
diferentes sorovares de uma mesma espécie (KERR et al., 1992).

Dentre os métodos moleculares, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é
uma Otima alternativa para deteccéo rapida, sensivel e especifica de salmonelas em
alimentos (MALORNY et al., 2003). Esta técnica, que € uma imitacdo da replicacao
do DNA, consiste na amplificacdo in vitro de sequéncias especificas de DNA pela
enzima DNA polimerase. Primeiramente, o DNA é submetido a uma etapa de
desnaturacdo. Os primers (oligonucleotideos sintéticos) se anelam as fitas de DNA
complementares em regides que flanqueiam o segmento a ser amplificado. Assim a
enzima DNA polimerase entra em acdo e faz a extensdao dos primers
complementares ao DNA fita simples, utilizando os nucleotideos presentes na
reagdo. Apos o término do ciclo, o DNA é desnaturado para a préxima etapa de
anelamento e extensao, onde nao somente o DNA inicial, mas também o produto da
amplificacdo do ciclo anterior é utilizado como alvo. Como a seqiéncia de DNA é
amplificada exponencialmente, a partir de uma copia de DNA é possivel obter
bilhdes de cépias da sequiéncia desejada em pouco tempo. Esta quantidade de DNA
pode ser visualizada como uma banda em um gel de eletroforese corado com
brometo de etidio, sob luz ultra-violeta.

Entre as principais vantagens da PCR para deteccdo de microrganismos em
alimentos estéo: a alta especificidade e sensibilidade; maior rapidez na obtencéo de
resultados; capacidade de deteccdo de microrganismos viaveis ndo cultivaveis
(DORAN et al., 1994); possibilidade de diminuicdo, ou até mesmo de omisséo, de

etapas de enriquecimento apds concentracado da bactéria (LI; BOUDJELLAB; ZHAO,
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2000) e de identificacdo e tipagem dos microrganismos através de suas
caracteristicas genéticas. Além disso, como a sequéncia de DNA é praticamente
invariavel, a técnica ndo depende e ndo é influenciada pelas condi¢cbes de
crescimento do microrganismo e do ambiente.

A elevada sensibilidade da PCR permite que sequéncias alvo sejam
detectadas mesmo quando presentes em baixas concentracdes, permitindo a
deteccdo de populagbes bacterianas pequenas dentro de uma microbiota complexa.
Entretanto, embora a reacdo de PCR seja capaz de amplificar a sequéncia de DNA
alvo a partir de um Unico microrganismo, o volume extremamente pequeno (1 a 10
uL) de amostra de DNA utilizado na reacao restringe o limite de deteccdo da PCR
em, aproximadamente, 10? ou 10° células/mL. Por isso, apesar da alta sensibilidade
da PCR, etapas de enriquecimento sdo necessarias para aumentar o nimero de
células a um nivel detectavel. Além disso, esses enriquecimentos antes da PCR
auxiliam na recuperacéo de células lesadas aumentando seu numero em relacao a
concentracdo de inibidores, diluem células mortas e substancias inibitérias para a
reacao presentes na matriz da amostra, aumentam a probabilidade de deteccéo de
células vivas e possibilitam o isolamento do organismo alvo para testes
complementares (SHARMA e CARLSON, 2000).

A sensibilidade e especificidade da PCR dependem de diversos fatores, entre
eles as condi¢gbes da reacao, tais como temperatura de anelamento dos primers e
concentracbes de enzima, primers e magnésio. Estas condi¢cbes precisam ser
otimizadas para cada par de primers para minimizar ligag6es inespecificas e permitir
somente a amplificacdo da sequéncia alvo, mesmo quando presente em pequenas
guantidades. Outro fator que interfere na PCR é a qualidade do DNA extraido da
bactéria, ja que a presenca de DNA e de células de outros organismos pode
interferir na amplificagéo e afetar a sensibilidade e especificidade da PCR (WANG;
CAOQO; JOHNSON, 1992). Para realizar uma PCR eficiente & necessario remover 0s
componentes inibitérios associados aos alimentos, separar e concentrar 0S
microrganismos da amostra e purificar eficazmente seu DNA (de BOER; BEUMER
1999).

Além disso, a sensibilidade e especificidade de uma PCR dependem das
sequéncias dos primers utilizados na amplificacdo. Por isso, é necessario utilizar
sequéncias de primers que sejam especificas do patdégeno alvo. Os alvos mais
comuns das PCRs sdo genes para producdo de toxinas, enzimas especificas,
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fatores de viruléncia, plasmideos ou genes rRNA. Como salmonelas né&o
apresentam um plasmideo ou fator de viruléncia comprovadamente comum a todos
os sorotipos (TRKOV; AVGUSTIN, 2003), e sao intimamente relacionadas aos
géneros Escherichia, Shigella e Citrobacter (COHEN; MECHANDA; LIN, 1996), a
selecdo de alvos para amplificacdo se torna ainda mais dificil. Outro fator que
interfere na especificidade de uma PCR é a ocorréncia de contaminacdo das
reagcfes com DNA exdgeno. Resultados falso-positivos podem ser obtidos com um
minimo de contaminacdo e podem ser monitorados pela inclusdo de controles
negativos e de reagentes (branco) além do controle positivo e interno de
amplificacdo. Resultados falso-negativos e reducao da sensibilidade podem ocorrer
devido a degradacdo de acidos nucléicos alvo e/ou primers através de nucleases,
perda de amostra durante a extracdo de DNA, inibicdo ou reducdo da amplificacéo
pela presenca de substancias quelantes de cations de magnésio divalentes
necessarios para a PCR ou pela inibicdo direta da DNA polimerase (WILSON, 1997).
Os inibidores incluem substancias organicas e inorganicas, como detergentes,
antibiéticos, componentes fendlicos, enzimas, polissacarideos, acidos graxos,
proteinas e sais (SPANOVA et al., 2003).

A inclusdo de controles internos de amplificacdo (IAC) é essencial para
prevenir resultados falso-negativos, pois estes indicam a presenca de substancias
inibidoras da PCR na amostra. O IAC é uma sequéncia de DNA néo alvo presente
em todas as reacdes, que é amplificada simultaneamente com a sequéncia alvo. Em
uma PCR sem um IAC, um resultado negativo pode significar que a sequéncia alvo
nao estava presente na reacao (verdadeiro-negativo) ou que a reacao foi inibida
(falso-negativo), devido ao mau funcionamento do termociclador, preparagéo
incorreta da mistura da PCR, problemas com a atividade da DNA polimerase, erro do
operador ou presenca de substancias inibidoras (RADSTROM et al., 2003). J4 em
uma PCR com um IAC, esse deve ser sempre amplificado na auséncia do DNA alvo.
Quando nenhum dos DNAs (IAC e alvo) é amplificado, é sinal que a reacdo de PCR
falhou e a amostra deve ser analisada novamente.

Diversas PCRs foram desenvolvidas para deteccdo de salmonelas em
alimentos (COHEN; MECHANDA; LIN, 1996; LIN; TSEN, 1996; CHEN et al., 1997,
FACH et al., 1999; LIN; TSEN, 1999; FERRETTI et al., 2001; TRKOV; AVGUSTIN,
2003; CHIU et al., 2005). Entretanto, varias apresentam limitacdes como falhas em

identificar todos os sorovares de salmonelas testados e producdo de bandas
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multiplas inespecificas ou bandas de tamanho esperado com o DNA de outras
bactérias (GOODING; CHOUDARY, 1999, MALORNY et al, 2003, ZIEMER;
STEADHAM, 2003). Além disso, devido a variagbes no desempenho de
termocicladores, na eficiéncia de diferentes DNA polimerases, do pessoal envolvido
e devido a presenca de inibidores da PCR, muitas vezes outros laboratérios nao
conseguem reproduzi-las e implementa-las. Outra limitacdo da maioria das PCRs
publicadas é que estas ndo apresentam um I|AC. Segundo o guia geral para
desenvolvimento de PCRs para deteccdo de patdgenos de origem alimentar,
proposto pelo Comité Europeu de Padronizacdo (CEN) em colaboracdo com a
Organizacéao Internacional de Padrdes (ISO), a presenca de um IAC nas reacfes €
necesséria e € um pré-requisito para validacdo de PCRs (ANONYMOUS, 2002).
“Kits” de PCR também estdo disponiveis comercialmente em nosso pais, porém
também séo importados e apresentam um custo muito elevado.

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver métodos rapidos para
deteccdo de salmonelas em alimentos, baseados na reacdo antigeno-anticorpo
(métodos imunoldgicos) e na reacdo de amplificacdo de DNA (método molecular).
Inicialmente, para o desenvolvimento dos métodos imunolégicos, anticorpos
monoclonais especificos para salmonelas do sorogrupo B foram produzidos e
caracterizados. Os anticorpos produzidos foram utilizados como anticorpos de
captura e deteccdo em um ELISA sanduiche especifico para identificacdo de
Salmonella Typhimurium em carnes. Os resultados destes experimentos sao
mostrados no Trabalho 1. A seguir, no Trabalho 2, sdo mostrados os resultados dos
experimentos de desenvolvimento de uma PCR e de um protocolo de separacao
imunomagnética (IMS) para serem usados em associac¢ao. Para o protocolo da IMS,
inicialmente, um anticorpo monoclonal foi ligado a microesferas magnéticas. Para o
desenvolvimento do meétodo molecular PCR, uma seqUéncia de nucleotideos
especifica de salmonelas (gene fimA) foi selecionada, primers foram desenhados e
um controle interno de amplificacdo foi desenvolvido. A PCR foi avaliada quanto a
sensibilidade e especificidade e ao limite de deteccdo com DNA puro. A seguir, tanto
a PCR usada isoladamente como associada a IMS foram avaliadas quanto ao
namero minimo de salmonelas necessarios para obtencdo de uma reacao positiva
(limite de detecgdo), e quanto a influéncia da microbiota natural presente nos
alimentos. Para fins comparativos, todas as amostras foram também analisadas

pela metodologia convencional de cultivo.
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2. TRABALHO N° 01

MONOCLONAL ANTIBODIES AGAINST SEROGROUP B
SALMONELLAE: PRODUCTION, CHARACTERIZATION AND USE IN
A SANDWICH ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY
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MONOCLONAL ANTIBODIES AGAINST SEROGROUP B SALMONELLAE:
PRODUCTION, CHARACTERIZATION AND USE IN A SANDWICH
ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY

ABSTRACT

Ten monoclonal antibodies (MAbs) specific to serogroup B salmonellae were
obtained after immunization of BALB/c mice with outer membrane proteins (OMPS)
from Salmonella Typhimurium. MAbs isotyping revealed that seven were of the
isotype 1gG3, one belonged to the 1gG,y, isotype, one to the IgM isotype and another
to the IgA isotype. Affinity constants measured by ELISA ranged from 8 x10° to 6
x10" M. Results of additivity ELISA demonstrate that most MAbs recognize different
epitopes. ELISA and immunoblotting were used to determine antigen specificity of
MADbs. The MAbs were more reactive with live S. Typhimurium than with heat-treated
bacterial cells and proved to be a useful reagent for developing immunoassays for
the detection of S. Typhimurium. Two MAbs were used for the development of a
sandwich ELISA for detection of S. Typhimurium in meat. The detection limit of the
sandwich ELISA was 10° CFU/ml and it was able to detect 1-10 CFU of S.
Typhimurium in post-enrichment broth from 25 g of beef and chicken meat samples

contaminated with natural flora. The total time of the assay was 57 h.

INTRODUCTION

Non-typhoidal salmonellae cause gastroenteritis, an infectious disease usually
self-limiting in the healthy human population, characterized by diarrhea, abdominal
cramps, vomiting and fever, and may cause a more invasive, life-threatening
infection (bacteremia) in immunocompromised patients (LEVINE et al., 1991), in
children, especially those under 1 year of age, and in the elderly (DARWIN &
MILLER, 1999). Moreover, strains of Salmonella enterica serotype Typhimurium
resistant to multiple antibiotics have emerged, making outbreaks caused by this
pathogen even more dangerous. This serotype and others of serogroup B (S.
Heidelberg, S. Agona, S. Saint Paul, S. Derby and S. Paratyphi B) were among the
20 most commonly isolated serotypes from humans in the United States during 1973-
1996 (CDCa,1996; CDCb, 1996). Also, a recent report includes S. Typhimurium and
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S. Heidelberg among the serotypes most commonly involved in outbreaks of
foodborne infections (CDC, 2004).

Conventional methods for detection of Salmonella in foods are laborious and
time-consuming (4 to 6 days to perform), requiring nonselective pre-enrichment,
selective enrichment, plating on differential agar media, presumptive biochemical
identification and serological confirmation. Many novel rapid methods for Salmonella
detection are being developed in an effort to replace traditional techniques, but these
methods often suffer from a lack of sensitivity or specificity or require expensive
equipment or a high degree of technical expertise to perform (BLACKBURN, 1993;
SWAMINATHAN & FENG, 1994; PEPLOW et al., 1999).

Immunoassays are methods used for the rapid detection of foodborne
pathogens. They are easy to use, specific for the target host, and can reduce
detection time to 2-3 days (ANDREWS, 1985; VARADARAJ, 1993). Monoclonal
antibodies (MAbs), which have been raised against lipopolysaccharides, flagellar
proteins, outer membrane proteins (OMPs) and other cellular components, are a
versatile tool that help detection of food-borne pathogens by immunoassays and
increase their specificity. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), using both
polyclonal and monoclonal antibodies, show high reproducibility and possibility for
simultaneously conducting a large number of assays (PADHYE & DOYLE, 1991,
FELDSINE et al., 1997).

ELISA for detection of Salmonella have been established (LEE et al., 1990;
KERR et al., 1992; WYATT et al., 1993; NG et al., 1996; VALDIVIESO-GARCIA et
al., 2001), but few attempts have been made to develop ELISA for specific detection
of S. Typhimurium and other bacteria of the serogroup B. One of these attempts was
the ELISA developed by Lee et al. (1990) wherein the detector MAb used reacts only
with S. Typhimurium and S. Agona, and a rabbit polyclonal antiserum and an anti-
mouse immunoglobulin M-peroxidase labeled antibody were used to coat the plate
and to detect the MAD, respectively.

This paper describes the production and characterization of MAbs specific for
an OMP of serogroup B salmonellae and their use in a sandwich ELISA for rapid

detection of S. Typhimurium in experimentally contaminated beef and chicken meat.
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MATERIAL AND METHODS

1. Bacteria and growth conditions

Salmonella strains of different serotypes and other bacteria used in this study
were obtained from the culture collection of Fundacédo Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro,
Brazil). Stock cultures were maintained lyophilized and were grown overnight on
brain heart infusion (BHI) broth at 37°C with gentle shaking. S. Typhimurium was
used for preparation of the antigen for immunization of mice. Additional bacteria were
used to characterize MAbs specificity in an indirect ELISA. Unless otherwise stated
cell suspensions were heat-treated (10 min, 100°C) and diluted to OD 0.9 at 600 nm
with 0.05 M carbonate-bicarbonate buffer (pH 9.6) for use in ELISA. All bacterial

species used in this study are shown in Table 1.

2. Preparation of the immunizing antigen

OMPs were prepared according the method described by Filip et al. (1973).
Briefly, S. Typhimurium was cultured for 24 h in 2 | of BHI broth at 37°C with constant
agitation (150 rpm). Cells were harvested by centrifugation (15,000 g, 15 min, 4°C),
washed with saline (0.85% NacCl), resuspended in 10 ml of 10 mM Tris-HCI - 5 mM
EDTA buffer (pH 7.8) and sonicated ten times at 60 Hz for 30 seconds. Cell debris
were removed by centrifugation (15,000 g, 30 min, 4°C) and 2.5 ml of 10 mM Tris-
HCI buffer with n-laurilsarcosine 2% was added to supernatant. After 30 min at room
temperature, OMPs were separated from the supernatant by ultracentrifugation
(300,000 g, 1 h, 4° C), resuspended in 5 ml of 10 mM Tris-HCI buffer, mixed with 5 ml
of 10 mM Tris-HCI buffer with n-laurilsarcosine 2% and again ultracentrifuged. The
pellet was washed with saline, resuspended in 5 ml of 10 mM Tris-HCI buffer,
dialysed against saline and stored at -20°C. The protein concentration was
determined by the Bradford method (BRADFORD, 1976) and the profile of OMPs
was visualized by SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970). This OMP preparation was used for
immunization of mouse for hybridoma production and as antigen in indirect ELISA

and immunoblotting.

3. Immunization of mice
BALB/c mice (6 to 8 weeks old) were injected intraperitoneally with 100 pg of

the S. Typhimurium OMP preparation diluted in 0.25 ml of saline and emulsified with
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an equal volume of complete Freund adjuvant. Following immunizations were similar
to the first one, except that incomplete Freund adjuvant was used. The mice received
boost injections after 2 and 3 weeks. One week after the third injection the mice were
bled from the retroorbital venous plexus, sera were separated and antibody titers
determined by indirect ELISA. Mouse expressing the highest serum titer was boosted

intravenously and intraperitoneally.

4. Production of MAbs

Four days after the last injection the mouse was sacrificed by cervical
dislocation, the spleen was removed aseptically and the spleen cells were fused with
myeloma cells. The fusion was performed essentially as described by Harlow & Lane
(1988). Briefly, spleen cells from immunized mouse were harvested and fused with
Sp2/0-Ag-14 myeloma cells at a ratio of 10:1 in serum-free Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO) by using 50%
polyethylene glycol (MW 1,300 to 1,600) as fusing agent. The hybridomas were
grown in 96-well plates in DMEM supplemented with hypoxanthine-aminopterin-
thymidine (HAT) and 20% of fetal bovine serum (Cultilab, Campinas, SP) at 37°C
under 7% CO0,. Two weeks after fusion, an indirect ELISA was used to screen
supernatants from wells with hybridoma growth for production of antibodies against
OMP antigens from S. Typhimurium. Hybridomas producing specific antibodies were
cloned at least twice by the limiting-dilution method and reassayed for antibody
production. Once established, the hybridoma lines were expanded in tissue culture
flasks and frozen in liquid N, for future use or propagated in mice to obtain ascitic
fluid.

5. Production of ascitic fluid

To obtain high yields of antibodies, the hybridomas were grown as ascitic
tumors in BALB/c mice primed with pristane (2,6,10,14-tetramethyl pentadecane)
(Sigma). Pristane (0.5 ml per mouse) was injected intraperitoneally into BALB/c mice
at 6 to 8 weeks of age. Ten days later, mice were injected with 0.25 -1,25 x 10°
hybridoma cells in 0.5 ml of serum-free DMEM medium by the intraperitoneal route.
The ascitic fluid was collected 7 to 14 days after injection of the hybridoma cells. Cell
debris and fibrin clots were removed by centrifugation (4,000 g, 10 min) and the

antibody containing clarified ascitic fluids were stored at -20°C.
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6. Isotyping and purification of MAbs

MAb classes and subclasses were determined with a mouse monoclonal
isotyping kit that was used according to the manufacturer’s instructions (Sigma). IgG
MAbs from ascitic fluid were purified by affinity chromatography with protein A
Sepharose 4B. MAbs were dialyzed against 0.01 M phosphate-buffered saline (PBS,
pH 7.2) overnight at 4°C. Protein concentrations were determined by the Bradford
method and the activity of purified MAbs was determined by indirect ELISA. The
purity of MAbs was confirmed by SDS-PAGE.

7. Indirect ELISA

Screening of sera from immunized mice, of supernatants from wells with
hybridoma growth and of ascites for the presence of antibodies against OMP
antigens was performed by indirect ELISA in polystyrene 96 well microtitre plates
(Polysorp, Nunc). Plate wells were coated with 25 ug/ml of purified OMP of S.
Typhimurium diluted in 0.05 M carbonate-bicarbonate buffer, pH 9.6. Plates were
incubated at 4°C overnight and washed 3 times with PBS, pH 7.2 containing 0.05%
(v/v) Tween 20 (PBST) to remove unbound antigens. Diluted sera, supernatants from
spent cultures or diluted ascitic fluid were added to wells and plates were incubated
for 1 h at 37° C. Negative control wells were prepared with HAT-DMEM medium and
normal mouse serum, and positive control with post-immunization serum from the
mouse used in fusion. After another series of 3 washes, goat anti-mouse Ig-
peroxidase conjugated antibody (Sigma) at 1:2,000 dilution was added and incubated
as above. Excess conjugate was removed by washing five times with PBST and the
solution of enzyme substrate/ chromogen (H,O,/ ortophenylenodiamine) in citrate-
phosphate buffer pH 5.0 was added. The reaction was allowed to take place in the
dark for 10 minutes and optical density read at 450 nm in an automated ELISA
reader (Multiskan MCC/340, Titertek Instruments, Huntsville, AL). All reagents were
used at 100 pl/well volumes.

Additional indirect ELISAs were performed as described above with different
purposes. For the investigation of MAbs specificities, plates were coated with heat-
treated (100°C/10 min) suspensions of whole bacterial cells from Salmonella strains
of different serovars and from other bacterial species. For the determination of

titration curves, MAb concentrations were first adjusted to 250 pug/ml, diluted two-fold
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with PBST and added to wells of ELISA plates coated with purified S. Typhimurium
OMP (7.5 ug/ml). To investigate the ability of reacting with native OMP antigen,
plates were coated with heat-treated and live bacterial cells (10° cells/ml) diluted in
0.05 M carbonate-bicarbonate buffer (pH 9.6). Positive and negative control wells
were prepared with post immunization serum from the mouse used in fusion and

PBST, respectively.

8. Immunoblotting

Whole-cell antigens from different bacteria and purified OMP from S.
Typhimurium were loaded onto discontinuous SDS-polyacrylamide (5% stacking and
12% separating) gels and were separated by SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970). After
electrophoresis, the antigens were transferred electrophoretically from the SDS-
PAGE gel to a nitrocellulose membrane (TOWBIN et al., 1979) and free binding sites
were blocked with 5% (w/v) skimmed milk suspended in PBS. The membrane was
washed with PBST and incubated with the various MAbs for 1 h at 37°C. After
washing, the membrane was incubated with a goat anti-mouse Ig-peroxidase
conjugate (1:2,000; Sigma). Bands were visualized after the addition of 4-chloro-1-

naphtol (Sigma) as substrate and color development was stopped with distilled water.

9. Affinity constants of MAbs

The affinity constants (Ku5) of MAbs for their antigens were determined by the
ELISA method (FRIGUET et al., 1985), with modifications. Briefly, concentrations of
the antigen varying from 1.3 x 10° M to 1.45 x 10" M were incubated in solution with
known amounts of each MADb until equilibrium was reached (24 h at 20°C). After
incubation, unbound antibodies in the liquid phase were determined by indirect
ELISA. This ELISA used S. Typhimurium OMP (1 pg/mL) for coating wells of
microtitre plates and goat anti-mouse Ig-peroxidase conjugated antibody for
detecting bound MAb. The optical densities (OD) were read at 450 nm and
histograms were built according Bobrovnik (2003). The linear relationships between
values (Ao - A)/Ai and |; (where Aq is the OD of each MAb without reacting with
antigen, A;is the OD of each MAD after reacting with each antigen concentration and
i, is the variable concentration of antigen) were determined and the values of Ky

were defined by measuring the slope of these linear relationships.
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10. Additivity ELISA

The additivity ELISA was performed according to Friguet et al. (1983), with
modifications. First, an indirect ELISA was used to determine saturation curves of the
antigen (S. Typhimurium OMP; 7.5 pug/mL) with each MAb. Then, paired MAbs and
each MADb alone were added at saturation levels to the wells of polystyrene 96 well
microtitre plates and the amount of bound antibody was tested by adding goat anti-
mouse lg-peroxidase conjugated antibody. An additivity index for each pair of MAbs
was calculated according to the formula {[2 A1+2/(A1 + Az)] - 1} x 100, where A;, A,
and A;., are absorbance values with antibody 1 alone, antibody 2 alone, and the two

antibodies together, respectively.

11. Sandwich ELISA

For the development of the sandwich ELISA, MAb 46D3 was used as
detection antibody and MAb 212E3 or rabbit IgG, purified from commercially
available anti-salmonellae somatic polyvalent rabbit sera, were used separately as
capture antibodies to determine which combination would yeld the most sensitive
format for detecting S. Typhimurium. Wells of polystyrene microtitre plates were
coated at 4°C overnight with two-fold dilutions of each antibody in 0.05 M carbonate-
bicarbonate buffer, pH 9.6. Purified S. Typhimurium OMP (7.5 ug/ml) or a S.
Typhimurium culture (10° CFU/mI) was added to each well and the plates were
incubated for 1 h at 37°C. After washing three times with PBST, a 1:2,000 dilution of
MAb 46D3 conjugated to peroxidase by the periodate method (WILSON & NAKANE,
1978) was added and the incubation repeated. Excess conjugate was removed by
washing five times with PBST, the solution of substrate/chromogen was added, the
reaction was allowed to proceed in the dark for 10 minutes and optical densities were
read at 450 nm in the ELISA reader. The reagents were used at 100 pl/well volumes.

For the investigation of the detection limit of the sandwich ELISA, a culture of
S. Typhimurium in the logarithmic growth phase was heat treated (10 min, 100°C),
serially ten-fold diluted with PBST and added to wells coated with capture antibody.
For detection of S. Typhimurium from experimentally contaminated meat, samples
containing different numbers of the bacterium were conventionally enriched, post-
enriched for 6 h in BHI broth, heated at 100°C for 10 min and added to the wells
coated with capture antibody. Other sandwich ELISA steps were as described above.
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12. Contamination of food samples

Samples of 25 g of beef and chicken meat obtained from local retail suppliers
were contaminated with 0.1 ml of 0.1% peptone water containing approximately 1-10,
10-10? and 10%-10° CFU of S. Typhimurium. The actual numbers of cells inoculated
were determined by viable cell plate counts. The samples were pre-enriched in
buffered peptoned water (BPW) for 24 h at 37° C, enriched in tetrathionate (TT) and
Rappaport-Vassiliadis (RV) broth for 24 h at 42° C and post-enriched in BHI broth for
6 h at 37° C before sandwich ELISA. All samples were also analyzed by conventional
methodology (BAM/FDA, 1998).

RESULTS

Ten hybridomas secreting antibodies that react with an OMP antigen of S.
Typhimurium were obtained from two separate fusions. The hybridomas were cloned
twice and propagated in mice to obtain ascitic fluid. The MAbs obtained from ascitic
fluids were purified and further characterized. Purity of MAb preparations was
confirmed by SDS-PAGE and specificity was determined by indirect ELISA which
used heat-extracted (100° C/10 min) antigens from various bacteria, including
Salmonella strains of different serovars. MAbs were found to react more strong only
to serovars belonging to serogroup B (S. Typhimurium, S. Heidelberg and S. Saint
Paul) and failed to bind to representative strains of other serogroups of salmonellae

and of other bacteria (Table 1).
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Table 1. MADb specificity determined by indirect ELISA with different Salmonella
serovars and other bacteria®.

ODyso
Species Serovar MAb® MAb MAb MAb MAb MAb MAb MAb
(Serogroup) 46D3 36C3 22B3 18A3 49E3 411C3 212E3 410G3

Salmonella

A S. Paratyphi 0.015° 0.009 0.016 0.011 0.011 0.029 0.000 0.010
B S. Agona 0.017 0.010 0.019 0.009 0.004 0.015 0.000 0.012
S. Derby 0.016 0.052 0.020 0.011 0.003 0.021 0.028 0.021
S.Typhimurium 0.169 0.165 0.168 0.130 0.127 0.251 0.157 0.156
S. Heidelberg 0.246 0.171 0.176 0.203 0.190 0.357 0.164 0.163
S. Saint Paul 0.286 0.203 0.218 0.292 0.292 0.364 0.155 0.153
C1 S.Oranienberg 0.013 0.007 0.018 0.007 0.001 0.014 0.008 0.008
S.Choleraesuis 0.021 0.011 0.025 0.012 0.004 0.018 0.005 0.011
Cc2 S. Infantis 0.020 0.008 0.020 0.011 0.000 0.020 0.003 0.013
S. Hadar 0.018 0.011 0.016 0.011 0.000 0.018 0.010 0.012
S. Emek 0.018 0.009 0.021 0.010 0.004 0.012 0.008 0.011
C3 S. Albany 0.019 0.013 0.030 0.008 0.012 0.025 0.003 0.011
D1 S. Enteritidis 0.016 0.010 0.020 0.011 0.002 0.011 0.009 0.011
S. Gallinarum 0.019 0.014 0.018 0.010 0.004 0.017 0.012 o0.010
S. Dublin 0.017 0.010 0.016 0.007 0.005 0.014 0.004 0.011
El S. Anatum 0.018 0.011 0.022 0.011 0.005 0.016 0.005 0.013
E2 S. Newington 0.013 0.013 0.032 0.014 0.001 0.035 0.005 0.012
E4 S. Senftenberg  0.022 0.005 0.020 0.009 0.000 0.013 0.011 0.015
F S. Rubislaw 0.019 0.010 0.015 0.010 0.000 0.013 0.007 0.012
G S. Worthington  0.014 0.008 0.013 0.006 0.000 0.011 0.011 0.005
H S. Florida 0.026 0.008 0.018 0.013 0.004 0.016 0.008 0.011
Proteus vulgaris 0.022 0.008 0.020 0.010 0.008 0.029 0.004 0.016
Enterobacter aerogenes 0.014 0.006 0.016 0.015 0.004 0.014 0.003 0.019
Klebsiella pneumoniae 0.015 0.010 0.018 0.015 0.002 0.029 0.007 0.009
Serratia marcescens 0.016 0.010 0.012 0.001 0.001 0.008 0.009 0.010
Citrobacter freundii 0.014 0.010 0.020 0.013 0.008 0.017 0.008 0.018
Escherichia coli 0.025 0.012 0.031 0.013 0.012 0.029 0.010 0.016
Shigella sonnei 0.014 0.011 0.013 0.012 0.000 0.015 0.003 0.006
Edwardsiella tarda 0.017 0.009 0.015 0.010 0.000 0.010 0.008 0.012
Pseudomonas aeruginosa 0.016 0.012 0.026 0.012 0.003 0.032 0.006 0.006

% Cell suspensions heat treated (100°C/10 min) and diluted to OD 0.9 at 600 nm with 0.05 M
carbonate bicarbonate buffer (pH 9.6) were used as coating antigen in indirect ELISA.

® MAbs purified from ascitic fluids by protein A affinity chromatography and used at 5 ug/ml.

° Mean of three replicates.

The protein profile of the S. Typhimurium OMP preparation, revealed by
Coomassie brilliant blue staining after SDS-PAGE, included one major band with
molecular mass of about 38 kDa and other band of about 22 kDa (Figure 1). The
proteins were transferred from gel to a nitrocellulose membrane, and the localization
of the antigen recognized by the MAbs was determined by immunoblotting. All ten
MAbs were specific for the OMP 38 kDa protein band of S. Typhimurium, S.

Heidelberg and S. Saint Paul (data not shown).
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Figure 1. SDS-PAGE profile of a preparation of OMP from S. Typhimurium. Lane 1,
molecular weight markers; lane 2, OMP. The gel was stained with Coomassie brilliant
blue.

Table 2 shows the results of MAbs characterization. Isotyping revealed that
seven MAbs were of the 1gG; isotype, one belonged to the 1gG,y, isotype, one to the
IgM isotype and another to the IgA isotype. The affinity of MAbs for the epitopes in
the 38 kDa OMP antigen was determined by indirect ELISA. The affinity constant
ranged from 8 x10° to 6 x10" M™, and MAbs with the highest affinities were 46D3,
411C3, 49E3 and 36C3. The titers ranged from 250 to 4,000, and the highest titers
were given by MAb 46D3 followed by MAbs 411C3 and 22B3. Titration curves of
MAD preparations (250 pg/ml) are shown in the Figure 2.

Table 2. Characterization of MAbs produced against OMP antigens from S. Typhimurium.

MAb? Isotype ELISA titre” Affinity constant Reaction on
M™h immunobloting®
46D3 19Gap 4,000 1x 10’ +
36C3 1gGs 250 2 x 10’ +
22B3 1gGs 1,000 5x 10° +
18A3 1gG3 250 5x 10° +
49E3 1gG3 250 6 x 10’ +
411C3 IgG3 1,000 1x 10’ +
212E3 1gG3 250 8 x 10° +
410G3 IgG3 250 2 x10° +
210C3 IgM ND* ND ND
135B2 IgA ND ND ND

%1gG MADbs purified from ascitic fluid by protein A affinity chromatography.

® Titre expressed as reciprocal of last dilution showing OD higher or equal to 0.100 in indirect ELISA
using OMP from S. Typhimurium as coating antigen; concentration of antibody preparations was 250
ug/ml.

° Reaction with a 38 kDa band from OMP preparation.

¢ Not done.
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Figure 2. Titration curves of MAb preparations with protein concentrations adjusted
to 250 pg/ml. The MAbs were two-fold diluted with PBST and added to ELISA plates
coated with purified S. Typhimurium OMP (7.5 pg/ml). Each point represents the
mean OD (450 nm) of triplicate wells.

The ability of MAbs to react with native OMP from S. Typhimurium was
evaluated by indirect ELISA using heat-treated and live bacterial cells as antigens.
The MAbs reacted strongly with live than with heat-treated bacterial cells (data not
shown).

An additivity ELISA was used to investigate MAbs recognition of antigenic
sites. In this assay, an additivity index is calculated for each pair of MAbs competing
for epitopes in the antigen molecule fixed in ELISA plates. Low indexes suggest
binding to the same epitope. Results indicate that most MAbs recognize sites that are
sufficiently apart from each other so that effects of esteric hindrance are minimal
(Table 3). However, binding of MAb 46D3 was affected by the binding of all other
MADbs but 212E3.

Table 3. Recognition of antigenic sites by MAbs determined by additivity ELISA®.

Additivity index

MAb® 46D3 36C3 22B3 18A3 49E3 411C3 212E3 410G3
46D3 - 0.26 0.60 0.10 0.26 7.79 64.33 39.49
36C3 0.26° 63.41 48.61 33.04 93.81 65.92 45.04

22B3 0.60 63.41

- 43.26 42.08 67.41 84.90 65.15
18A3 0.10 48.61 43.26 - 35.65 25.32 70.07 49.51
49E3 0.26 33.04 42.08 35.65 - 22.15 75.92 90.74
411C3 7.79 93.81 67.41 25.32 22.15 - 99.15 98.84
212E3 64.33 65.92 84.90 70.07 75.92 99.15 13.66

410G3 39.49 45.04 65.15 49.51 90.74 98.84 13.66 -
% paired MAbs and each MAb alone were added at saturation levels to wells of microtitre plates coated
with S. Typhimurium OMP (7.5 pg/mL) and the amount of bound antibody was tested by adding goat
anti-mouse Ig-peroxidase conjugated antibody.
® MAbs purified from ascitic fluid by protein A affinity chromatography.
¢ The additivity index for each pair of MAbs is shown in % and was calculated according to the formula
{[2 A+2/(A1 + Ay)] - 1} x 100, where A;, A,, and A;., are absorbance values with antibody 1 alone,
antibody 2 alone, and the two antibodies together, respectively.
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A sandwich ELISA using MAb 46D-peroxidase conjugate as probe for
detection of S. Typhimurium in beef and chicken meat was developed. First, MAb
212E3 and IgG purified from anti-salmonellae somatic polyvalent rabbit sera were
tested as capture antibodies, at different concentrations, to determine which one
would yield the most sensitive assay for detecting the bacterium. The best result was
obtained with MAb 212E3 at 10 pg/ml, which was able to detect 10° CFU/mL (Figure
4). This sandwich ELISA was then used for detection of S. Typhimurium in
experimentally contaminated meat samples. Different samples (25 g) of beef and
chicken meat containing between 1-10, 10-10 and 10%-10% S. Typhimurium cells
were pre-enriched in buffered peptone water (BPW) for 24 h at 37° C, selectively
enriched in tetrathionate (TT) and Rappaport-Vassiliadis (RV) broth for 24 h at 42° C,
post-enriched in BHI broth for 6 h at 37° C, heated at 100° C for 10 min and used in
the sandwich ELISA. The sandwich ELISA was able to detect S. Typhimurium in the

three levels of contamination tested (Table 4).
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Figure 4. Detection limit of S. Typhimurium by sandwich ELISA. Cell suspension was
heat treated (100°C/10 min), serially ten-fold diluted with PBST and added to wells
coated with capture antibodies. Detection limit expressed as the first cell number
showing OD higher or equal to 0.100 in sandwich ELISA.

Table 4. Comparison of sandwich ELISA and conventional methodology for detection
of S. Typhimurium in experimentally contaminated meat samples.

Meat sample Inoculum Sandwich ELISA® Conventional methodology
(CFU/25q)
Beef 1-10 +° +
10-10° + +
10%10° + +
Chicken 1-10 + +
10-10° + +
10*10° + +

% sandwich ELISA using MAb 212E3 as capture antibody.
® positive result.
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DISCUSSION

Specific and sensitive immunoassays for rapid detection of S. Typhimurium
and other serovars belonging to serogroup B in foods and feeds are necessary since
they are one of the most common causes of acute gastroenteritis in humans and
farm animals (MITOV et al., 2003). Moreover, strains of S. Typhimurium resistant to
multiple antibiotics have emerged and spread within populations of food animals
(RABSCH et al., 2001). This paper describes the production of 10 MAbs reactive with
an OMP antigen of 38 kDa from S. Typhimurium that could be useful for the
development of specific detection assays. According to research in the Genbank,
probably this OMP antigen is codified by ompC gene and is one of the major
structural membrane proteins of Salmonella. However, indirect ELISA and
immunoblotting using whole cell antigens from different Salmonella serovars and
other bacteria have shown that these MAbs reacted only with S. Heidelberg and S.
Saint Paul, besides S.Typhimurium. A few attempts to generate MAbs specific for S.
Typhimurium and other serogroup B salmonellae have been made, no one against
OMP antigens. MAbs were obtained against LPS antigens from these bacteria but all
presented cross-reactivity with strains from other serogroups (TSANG et al., 1991,
YAMAURA et al., 1992; MITOV et al., 2003). In other study, MAbs specific for phase
1 and 2 flagella of S. Typhimurium (H:i and H:1,2) were produced and used to
confirm isolates from infected animals (de VRIES et al., 1998).

The affinity of an antibody for its corresponding antigen is a crucial parameter
affecting the performance of an immunoassay such as ELISA. High-affinity
antibodies can lower the detection limit of the assay, decrease assay incubation
times, and lower the dissociation tendency of the antigen/antibody complex in
heterogeneous assays (DESHPANDE, 1996; BROVKO et al., 2004). The ELISA
method (FRIGUET et al., 1985) used to measure antibody affinity in the present
study requires a small amount of antibody and antigens, and does not need
purification or labeling of reagents. In this method, true affinity constants of the
antigen-antibodies interactions are determined by measuring the concentration of
free MADs in solution after achieving equilibrium. All MADbs tested have shown high
affinity, particularly 46D3, 411C3, 49E3 and 36C3, indicating that in this respect they

are adequate for use in immunoassays.
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An additional experiment was carried out to evaluate the performance of MAbs
when reacting with the antigen fixed in a solid surface. MAb preparations (250 ug/ml)
were two-fold diluted and tested in an indirect ELISA against the 38-kDa OMP
antigen adsorbed to polystyrene microtiter plates. The highest titer was given by MAb
46D3, followed by MAbs 411C3 and 22B3, in spite of the major affinities of MAbs
36C3 and 49E3. These results are illustrative of the discrepancies that occurs when
the antigen-antibody reaction take place in solution or in solid matrices, fact that has
already been demonstrated by others (FRIGUET et al., 1985).

The antigenic sites in the 38-kDa OMP antigen from S. Typhimurium were
easily accessible to all MAbs without the need of exposing them by heat treatment,
as seen in indirect ELISA using heat-treated and live bacterial cells. The reaction with
live bacteria has shown that the MAbs react with the 38-kDa antigen in its native form
and that they are suitable for use in immunoassays such as ELISA, immunomagnetic
separation and lateral flow for detection of live S. Typhimurium from food, feeds, and
environmental samples.

Additivity indexes (Al) were calculated for pairs of MAbs to obtain information
on their binding behavior. Al values close to zero suggest that the antibodies tested
recognize the same or two closely associated epitopes, while a high Al value
suggests the simultaneous binding of antibodies to distinct epitopes. Most pairs of
MADbs have shown intermediate to high Al when tested in the additivity ELISA, except
when pairing with MAb 46D3 that was the one with titer proper for use in solid phase
immunoassays. Only one MAb (212E3) yielded an Al that suggests binding to an
epitope distinct from that of 46D3. Hence, these two MAbs were chosen for use in
the sandwich ELISA developed for detection of S. Typhimurium in meat samples.

In developing the sandwich ELISA, first two types of capture antibodies were
tested to determine how they would affect the sensitivity of the assay. The use of
either IgG purified from anti-salmonellae somatic polyvalent rabbit sera or the MAb
212E3 as capture antibodies, combined to MAb 46D3 as detection antibody, resulted
in ELISA with detection limits of 10° CFU/ml. This sensitivity is similar to most
sandwich ELISA proposed for detection of pathogenic bacteria in foods (LEE et al.,
1990; WESTERMAN et al., 1997; KERR et al., 2001). A sandwich ELISA with a
detection limit for S. Typhimurium ten-fold lower was achieved using biotynilated
MADbs (VALDIVIESO-GARCIA et al., 2001). The reason for this improvement is likely
the amplification effect resulting from reaction with streptavidin.
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The ability of the sandwich ELISA was further investigated using the MAbs to
detect S. Typhimurium in experimentally contaminated food samples (beef and
chicken meat) in the presence of their natural microbial flora. MAb 212E3 was used
as capture antibody because it gave a reaction stronger than rabbit IgG in the study
of sensitivity. Positive results were obtained from all three contamination levels tested
(1-10, 10-10% and 10%10% CFU of S. Typhimurium), indicating that the ELISA was
able to detect 1-10 CFU of S. Typhimurium in 25 g of beef and chicken meat after
conventional enrichment and a post-enrichment of 6 hours, giving a total assay time
of 57 hours.

The results of characterization of MAbs suggest that they can be useful for
immunoassays to detect S. Typhimurium, S. Heidelberg and S. Saint Paul
(serogroup B salmonellae) in food specimens. The sandwich ELISA developed was
shown to be highly specific and sensitive for detection of S. Typhimurium in meat,
and in this manner it has the potential to be used as a rapid method for detection of

this bacterium in other food matrixes.
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DESENVOLVIMENTO DE PCR ASSOCIADA A SEPARACAO IMUNOMAGNETICA
PARA DETECCAO DE Salmonella Typhimurium EM CARNES

RESUMO

Foi desenvolvido um novo método rapido baseado em separa¢cdo imunomagnética
(IMS) e PCR para a deteccao de Salmonella Typhimurium em carnes. Inicialmente,
foi padronizada uma PCR com primers desenhados para amplificar o gene fimA de
Salmonella. Com cultivos puros de Salmonella Typhimurium e outras bactérias, a
PCR apresentou 100% de sensibilidade e especificidade, e limites de deteccdo de
10* UFC/mL e 1,5 pg de DNA por reacdo. Em seguida, foi preparado um reagente
para IMS composto de microesferas magnéticas e um MAb especifico para
Salmonella Typhimurium e outras salmonelas do sorogrupo B. Este reagente foi
capaz de separar e concentrar eficientemente Salmonella Typhimurium a partir de
cultivo puro e de carnes experimentalmente contaminadas. A associacdo da PCR
com a IMS resultou em um novo método que foi capaz de detectar cerca de 10 UFC
em 25 g de carne experimentalmente contaminada e que pode ser completado em
26 horas.

INTRODUCAO

Bactérias do género Salmonella estdo entre os principais agentes causadores
de doencas de origem alimentar no mundo todo (LEWIS, 1997; OLSEN et al., 2000).
A metodologia convencional para deteccdo de salmonelas em alimentos é
trabalhosa e requer no minimo 4 dias para obten¢do de um resultado negativo e 6 a
7 dias para identificacdo e confirmagdo de amostras positivas (BAM/FDA, 1998).
Este longo tempo de analise € devido ao requerimento de duas etapas de
enriguecimento, uma etapa de isolamento de coldnias suspeitas em agar seletivo, e
etapas adicionais para confirmagfes bioquimicas e sorologicas dos isolados. Esta
situagcdo fez com que, nas Ultimas duas décadas, houvesse um esforgo importante
de pesquisa e desenvolvimento de meétodos rapidos de deteccdo (BLACKBURN,
1993; SWAMINATHAN; FENG, 1994, MANDRELL; WACHTEL, 1999). Entretanto, a
maioria dos métodos que tém sido desenvolvidos apresenta problemas com a

sensibilidade e especificidade ou sdo muito complexos.
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A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é um método sensivel, especifico e
rapido, no qual poucas coépias de DNA alvo podem ser amplificadas a um nivel
detectavel pela eletroforese em gel. Como sua sensibilidade e especificidade
dependem das sequéncias dos primers utilizados, sequéncias presentes somente
nos patdégenos alvos devem ser escolhidas para serem amplificadas. Diversas PCRs
foram desenvolvidas para deteccdo de salmonelas em alimentos (COHEN;
MECHANDA,; LIN, 1996; LIN; TSEN, 1996; CHEN et al., 1997; FACH et al., 1999;
LIN; TSEN, 1999; FERRETTI et al., 2001; TRKOV; AVGUSTIN, 2003; CHIU et al.,
2005). Entretanto, varias apresentam limitagcées como falhas em identificar todos os
sorovares de salmonelas testados e producdo de bandas multiplas inespecificas ou
bandas de tamanho esperado com o DNA de outras bactérias (GOODING;
CHOUDARY, 1999, MALORNY et al., 2003, ZIEMER; STEADHAM, 2003).

A sensibilidade de uma PCR pode ser dramaticamente reduzida quando
aplicada a amostras bioldgicas complexas, como alimentos. Isso ocorre devido a
presenca de diversos componentes, como proteinas, polissacarideos, acidos graxos
e sais, e de DNA ou células de outros organismos, que inibem ou reduzem a
amplificacéo. Por isso, a remocao dessas substancias inibidoras e a utilizacdo de um
controle interno de amplificacdo (IAC) para indicar inibicdo, sdo necessarias.

A separacdo imunomagnética (IMS) € um método de separacdo e
concentracdo de microrganismos, que tem sido aplicado para aumentar a
sensibilidade e reduzir o tempo de isolamento e deteccdo de microrganismos
especificos. Os microrganismos sao capturados por microesferas magnéticas
cobertas com anticorpos especificos, e sdo concentrados e separados através de
um magneto. No caso das salmonelas, a IMS tem sido utilizada para substituir a
etapa de enriquecimento seletivo (MANSFIELD; FORSYTHE, 1996), associada a
ELISA (CUDJO; HAGTVEDT; DAINTY, 1995, MANSFIELD; FORSYTHE, 2001) ou
PCR (RIJPENS et al., 1999, TRKOV et al., 1999, JENIKOVA; PAZLAROVA;
DEMNEROVA, 2000, LI; BOUDJELLAB; ZHAO, 2000, HSIH; TSEN, 2001,
SPANOVA et al., 2001). Quando associada & PCR, aumenta ainda mais a sua
sensibilidade, pois concentra as células alvo e as separa dos inibidores da reacéo e
da microbiota competitiva (SPANOVA et al., 2003).

Neste trabalho, € descrito o desenvolvimento de protocolos de PCR e de IMS
para serem utilizados em associacdo na deteccdo de Salmonella Typhimurium em

carnes.
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MATERIAL E METODOS

1. Bactérias, condi¢cdes de cultivo e extracdo de DNA

Salmonelas e outras bactérias utilizadas neste trabalho foram obtidas da
colecdo de culturas da Fundagdo Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro, Brasil) e sao
listadas na Tabela 1. Culturas estoques das bactérias foram mantidas liofilizadas até
0 momento do uso. Para os experimentos, as bactérias foram cultivadas em caldo
infusdo de cérebro e coracdo (BHI) a 37° C com agitacdo constante (150 rpm) e a
densidade celular dos cultivos foi ajustada a um valor de absorbancia de 0,9 a 600
nm. Para determinar o nimero de células viaveis utilizadas nos experimentos,
diluicbes decimais dos cultivos foram semeadas em placas contendo agar padrao
para contagem em placas (PCA), as placas foram incubadas a 37° C por 24 h e as
contagens registradas como unidades formadoras de coldnias por mililitro (UFC/mL).

A extracdo de DNA gendmico de 1 mL dos cultivos puros das bactérias foi
realizada conforme as instrucdes do PureGene® DNA purification kit (Gentra
Systems, USA). Para a extracdo do DNA bacteriano a partir dos caldos de
enriquecimento das amostras de carne, um mililitro foi centrifugado a 15.000 g por 8
min, as células foram lavadas com salina tamponada fosfatada estéril (PBS, pH 7,2)
e o DNA foi extraido através de aquecimento a 95° C por 15 min em 20 uL de
solucéo de lise 1:1 (0,125% SDS e 0,05M NaOH) e centrifugagao a 15.000 g por 5

min.
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Tabela 1. Bactérias utilizadas no trabalho.

Bactérias Sorovares Sorogrupos

Salmonella enterica Paratyphi A
Agona B
Derby B
Typhimurium B
Heidelberg B
Saint Paul B
Mbandaka C1
Oranienberg C1
Choleraesuis C1
Infantis C2
Hadar c2
Emek Cc2
Albany C3
Enteritidis D1
Gallinarum D1
Dublin D1
Panama D1
Anatum El
Newington E2
Senftenberg E4
Rubislaw F
Worthington G
Florida H

Proteus vulgaris - -
Enterobacter aerogenes - -
Klebsiella pneumoniae - -
Serratia marcescens - -
Citrobacter freundii - -
Escherichia coli - -
Shigella sonnei - -

Edwardsiella tarda - -
Pseudomonas aeruginosa - -

2. Selecao dos primers

Para a selecdo das sequéncias de nucleotideos especificas de salmonela a
serem utilizadas como primers na PCR, uma extensa revisao bibliografica e
pesquisas em bancos de dados de DNA (GenBank e EMBL) foram realizadas. As
sequéncias pré-selecionadas foram comparadas com as de salmonelas e de outras
bactérias depositadas nos bancos de dados atraveés de alinhamento com o programa
BLAST N (National Center for Biotechnology Information - NCBI). O gene fimA de
Salmonella Enteritidis (nUmero de acesso no Genbank S76043) foi o selecionado
para a PCR. As sequéncias para os primers especificos para salmonelas foram

selecionadas baseadas nestes alinhamentos para amplificar o gene inteiro. Os
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primers foram desenhados e avaliados com o auxilio do software Vector-NTI, para
escolher aqueles com as melhores caracteristicas. A especificidade dos primers para
0 género Salmonella foi novamente checada através de alinhamentos, para
assegurar que sua sequéncia fosse inteiramente complementar a de salmonelas e
gue nao apresentasse homologia com sequéncias de outras bactérias. Os primers
foram sintetizados por MWG-Biotech (Los Angeles, CA). As sequéncias dos primers
gue amplificam um fragmento de 566 pb, correspondente a todo o gene fimA (ATG
ao stop codon), estdo na Tabela 2. A concentracdo dos reagentes e a temperatura
de anelamento ideais para o par de primers FimA foram determinadas por PCR com
gradiente de temperatura utilizando DNA purificado de Salmonella Enteritidis como
DNA molde.

3. Desenvolvimento de um controle interno de amplificacao (IAC)

Um fragmento de DNA criado artificialmente foi utilizado como IAC em todas
as reacdes de PCR. O IAC foi obtido de acordo com a estratégia descrita por
Sachadyn e Kur (1998) com algumas modificagOes, para obter um fragmento de 850
pb que € amplificado na mesma reacdo que o gene alvo, utilizando o mesmo par de
primers. O DNA IAC consistiu de um fragmento de 810 pb do vetor pGAPZoA
(Invitrogen®, USA), flanqueado pela seqiiéncia alvo dos primers FimA e foi criado
através de uma PCR de 2 etapas. Primers quimeras, que possuem extremidades 5
com sequéncias idénticas as dos primers FImA (sequéncia em sublinhado, tab. 2) e
extremidades 3° complementares a uma determinada seqiéncia de DNA do
plasmideo pGAPZaA (seqiéncia em italico, tab. 2), foram desenhados e utilizados
para amplificar o DNA a partir deste vetor. As condi¢cdes de amplificacdo foram
otimizadas para obter somente um produto de 850 pb. O produto da amplificacao foi
purificado conforme as instrucdes do kit GFX™ (PCR DNA and gel band purification
kit, Amersham Biosciences®, UK) e utilizado como DNA molde em uma segunda
amplificacdo com os primers FimA. A reacdo de PCR foi realizada em um volume
final de 25 uL e consistiu de: 25 pmol de cada primer; 1,5 mM de MgCly; 0,2 mM de
cada dNTP; 1 U de Taq DNA polimerase recombinante (Invitrogen®, USA); 1X
tampédo de PCR e 1 uL de DNA molde. A amplificacdo ocorreu em termociclador
modelo Master Cycle Gradient (Eppendorf®) utilizando o seguinte programa:

temperatura inicial de desnaturacdo de 95°C por 5 min; 35 ciclos consistindo de
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desnaturacdo por 30 s a 95°C, anelamento dos primers por 30 s a 60°C e extens&o
por 30 s a 72°C; e extensdo final de 7 min a 72°C. O produto da amplificacéo foi
purificado e clonado no plasmideo PCR®2.1-TOPO® (Invitrogen®, USA). O DNA
plasmideal foi propagado em Escherichia coli TOP 10, extraido conforme as
instrucdes do kit GFX™ (Micro plasmid prep kit, Amersham Biosciences®, UK) e
utilizado como IAC na PCR.

A concentracdo do IAC, ou seja, do plasmideo contendo o IAC (PCR®2.1-
TOPO®/IAC), foi estimada através de espectrofotometria, e a concentracéo 6tima a
ser utilizada na PCR foi determinada através de experimentos de titulacéo.
Inicialmente, para determinar a menor concentracdo de IAC que produz uma banda
visivel apoés eletroforese em gel, diluigbes decimais desse plasmideo (50 a 0,05 pg)
foram utilizadas como DNA alvo em uma PCR utilizando os primers FimA. Apos,
diferentes concentragdes de IAC (3, 2, 1, 0,5, 0,1 pg), proximas a definida na PCR
anterior, foram amplificadas na presenca de diluicbes decimais do DNA de
Salmonella Enteritidis extraido com o Kit PureGene®. A concentracéo 6tima de IAC
corresponde a menor quantidade capaz de ser amplificada na auséncia de DNA de

salmonela e que, na sua presenca, ndo afeta a amplificacdo do gene fimA.

Tabela 2. Sequéncias e orientacdo dos primers utilizados e tamanhos dos produtos
amplificados.

Primers Orientacéo da sequiéncia (5'- 3") Produto
amplificado (pb)
FimA for Forward GGGGGATCCATGAAACATAAATTAATGACCT
FimA rev Reverse CCGAATTCTCACATGATAAAGGTGGCG 566
FimA IAC for Forward ATGAAACATAAATTAATGACCGCAATAATAGCGGGCGGAC
FimA IAC rev Reverse TTTCATGATAAAGGTGGCGCAAACCCCTACCACAAGATAT 850
4. PCR

Um microlitro de cada DNA extraido foi utilizado como molde na amplificacdo
por PCR. As condicbes da PCR, como determinagdo das temperaturas de
anelamento e concentracéo ideal de primers e MgCl,, foram otimizadas visando a
obtencéo de produtos da PCR claramente visiveis, correspondentes ao gene fimA e
ao IAC. Todas as reagbes de PCR foram realizadas em um volume final de 25 uL e
consistiram de: 25 pmol de cada primer; 1,5 mM de MgCl,; 0,2 mM de cada dNTP; 1
U de Taq DNA polimerase recombinante; 1X tampao de PCR; 0,5 pg de IAC e 1 uL
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de DNA molde. ReacBes com e sem DNA purificado de Salmonella Enteritidis foram
utilizadas como controle positivo e negativo, respectivamente.

A amplificacdo dos fragmentos que correspondem ao gene fimA e ao IAC foi
feita em termociclador modelo Master Cycle Gradient utilizando o seguinte
programa: temperatura inicial de desnaturacdo de 95°C por 5 min; 35 ciclos
consistindo de desnaturacdo por 30 s a 95°C, anelamento dos primers por 30 s a
60°C e extensdo por 30 s a 72°C; e extenséao final de 7 min a 72°C. A detecgdo dos
produtos da PCR foi feita através da visualizacdo de bandas sob luz ultra-violeta
(UV) apos eletroforese em gel de agarose a 0,8% contendo brometo de etidio, em
tampéo de corrida 45 mM de &cido bodrico, 45 mM de Tris-base, 1 mM de EDTA
(TBE), pH 8.0. Os marcadores de peso molecular utilizados foram o ladder 100 pb e
o AHindlll. As reacdes foram consideradas positivas e negativas quando bandas de
566 e 850 pb, respectivamente, foram visualizadas sob luz UV. Quando nenhuma

banda foi visualizada, considerou-se que a reagao continha substancias inibidoras.

5. Limite de deteccédo da PCR com DNA puro

DNA gendmico de Salmonella Enteritidis, extraido através do kit PureGene®,
foi utilizado para determinar a quantidade minima de DNA necessaria para se obter
uma reacao positiva na PCR. A concentracdo de DNA foi estimada através de
espectrofotometria (260 nm), o DNA diluido a diferentes concentra¢des (30, 15, 7,5,
3,1,5, 0,75 pg/uL) com 10 mM Tris, 1 mM EDTA (TE), pH 8,0 estéril e utilizado nas
reacoes de PCR.

6. Limite de deteccédo da PCR com células de Salmonella

Um cultivo puro de Salmonella Typhimurium foi utilizado para determinar o
limite de deteccé@o das reagbes de PCR, ou seja, 0 niumero minimo de células de
salmonelas necessario para se obter uma reacédo positiva. Para obter concentracdes
de Salmonella Typhimurium de 10° a 10° UFC/mL, um cultivo puro, cuja densidade
celular foi ajustada a uma absorbancia de 0,9 a 600 nm, foi diluido em série decimal
com &gua peptonada 0,1%. As células foram concentradas através da centrifugacao
(15.000 g por 8 min) de aliquotas de 1 mL de cada diluicdo, lavadas com PBS e
ressuspendidas em 20 uL de solucao de lise para a extracdo de DNA. Um microlitro

do DNA extraido de cada dilui¢éo foi utilizado como molde nas rea¢des de PCR.
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7. Sensibilidade e especificidade da PCR

A sensibilidade e a especificidade da PCR foram determinadas através da
utilizacdo de DNA purificado de salmonelas dos diferentes sorogrupos e de outras
bactérias (tab.1) como molde nas reacbes de amplificagcdo contendo os primers
FimA.

8. Microesferas magnéticas e anticorpo monoclonal (MADb)

As microesferas magnéticas utilizadas no trabalho s&o de poliestireno,
cobertas com proteina A, possuem 0,86 um de didmetro e apresentam-se em
suspensdao com 1% de solidos (Bangs Laboratories, USA). A utilizacdo de
microesferas cobertas com proteina A, um constituinte natural da parede celular de
Staphylococcus aureus que possui afinidade pela fracdo Fc de IgG de diversas
espécies, permite a fixagdo adequada dos anticorpos a superficie das microesferas.
Assim, os dois sitios Fab do anticorpo que se ligam ao antigeno ficam livres para
capturar o microrganismo alvo, no caso, as salmonelas. O MAb utilizado é especifico
para um antigeno de membrana externa de Salmonella Typhimurium e foi produzido
no Laboratério de Imunologia Aplicada da Universidade Federal de Pelotas de
acordo com as recomendacdes de Harlow e Lane (1988). Pertence ao isotipo 1gG2b
e foi purificado a partir de fluido ascitico através de cromatografia de afinidade
utilizando uma coluna de proteina A-Sepharose 4B acoplada ao aparelho AKTA

Prime.

9. Sensibilizacdo das microesferas com o MAb

As microesferas magnéticas cobertas com proteina A foram sensibilizadas
com o MAb especifico para Salmonella Typhimurium de acordo com as
recomendacdes de Conceicdo (2004). Primeiramente, as microesferas foram
ressuspendidas em uma concentracdo de 0,5 mg/mL, lavadas 2 vezes em tampao
borato de sédio 50 mM, pH 8,2, e recuperadas através de um concentrador de
microesferas magnético (MPC-S, Dynal, Oslo, Norway). Ap6s as lavagens, um
volume de tampdo borato contendo 0,6 mg/mL do MAb foi adicionado as
microesferas. A mistura microesferas-MADb foi incubada por 16 a 18 h com agitacao
constante a 4° C. Apés a incubacdo, as microesferas sensibilizadas com o MAb
foram recuperadas com o concentrador de microesferas magnético e o

sobrenadante contendo MAbs nao ligados foi reservado para determinagdo da
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concentracdo protéica. As microesferas foram lavadas trés vezes com tampao
borato, ressuspendidas a 1% de sélidos em tampé&o de estoque (tampao borato de
sédio 10 mM, ph 8,5, + 0,01 BSA + 0,05% Tween 20 + 10 mM EDTA + 0,1% NaN3) e
estocadas a 4° C. A quantidade de MAb adsorvido as microesferas foi indiretamente
determinada a partir da diferenca entre a concentracdo inicial do MAb e a
concentracdo de MAbs nao-ligados as microesferas, obtidas através da leitura da
absorbancia em espectrofotbmetro a 280 nm. Além disso, as microesferas
sensibilizadas foram avaliadas microscopicamente para verificacdo de ocorréncia de
auto-agregacdo e de aglutinacdo com células de Salmonella Typhimurium e

Escherichia coli.

10. Limites de deteccéo da IMS e da PCR associada a IMS

Para determinar o nimero minimo de salmonelas que a IMS € capaz de
recuperar de um cultivo liquido e que a PCR associada a IMS é capaz de detectar,
um cultivo puro de Salmonella Typhimurium em caldo BHI foi diluido em série
decimal com &gua peptonada a 0,1% para obter concentracbes entre 10° a 10°
UFC/mL. Vinte microlitros das microesferas sensibilizadas foram adicionadas a trés
aliquotas de 1 mL de cada diluicdo. As aliquotas foram incubadas a temperatura
ambiente por 15 min sob agitacdo constante. As salmonelas capturadas pelas
microesferas foram separadas da fase liquida e concentradas durante 3 min com o
concentrador de microesferas magnético. O sobrenadante foi cuidadosamente
aspirado e as microesferas foram lavadas 3 vezes com PBS contendo 0,05% (v/v)
de Tween 20 (PBST). Para determinacdo do limite de deteccdo da IMS, as
microesferas de uma aliquota foram ressuspendidas em 20 uL de PBS, semeadas
em placas de agar xilose lisina desoxicolato (XLD) e incubadas por 24 h a 37°C para
observacdo do crescimento de colbnias tipicas. As microesferas da segunda
aliquota foram ressuspendidas em 20 uL de solucao de lise e as da terceira aliquota
foram ressuspendidas em 1 mL de BHI para um pés-enriquecimento de 6 h a 37° C.
Ao fim do pdés-enriquecimento, foi feita uma centrifugacdo a 15.000 g por 8 min, o
pellet foi ressuspendido em 20 pL de solucdo de lise e o DNA desta aliquota e da

segunda foram extraidos para serem utilizados na PCR.
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11. Desempenho da PCR associada a IMS com amostras de carne
experimentalmente contaminadas

Para verificar como a microbiota natural dos alimentos afeta o desempenho
da PCR associada a IMS, amostras de carnes bovina, de frangos e suina, foram
experimentalmente contaminadas com Salmonella Typhimurium. Todas as amostras
foram obtidas no comércio local e confirmadas serem negativas para salmonelas
através da metodologia convencional de detec¢do. Amostras de 25 g foram pesadas
assepticamente em sacos plasticos estéreis e diluicdes decimais de um cultivo puro
de Salmonella Typhimurium (absorbancia 0,9 a 280 nm) foram adicionadas para
obter trés niveis de contaminacao, correspondendo a aproximadamente 1-10, 10-10°
e 10%-10° células. Uma amostra de 25 g de cada tipo de carne no foi contaminada
para servir como controle negativo. Todas as amostras foram homogeneizadas com
225 mL de agua peptonada tamponada (BPW) por 1 min em Stomacher.

Em cada nivel de contaminacdo, foram testados trés protocolos de
enriguecimento da amostra antes de aplicar a metodologia de deteccao
desenvolvida. O primeiro consistiu de um pré-enriquecimento de 16-18 h em BPW a
37° C, seguindo-se a IMS e PCR; no segundo, foi feito 0 mesmo pré-enriquecimento
do primeiro, mas com um pdés-enriquecimento de 6 h em caldo BHI entre a IMS e a
PCR; o terceiro consistiu de um pré-enriquecimento de 8 h em BPW, seguindo-se a
IMS e um poés-enriquecimento de 16-18 h em caldo BHI a 37° C antes de aplicar a
PCR. Nos trés protocolos, quinze mililitros das amostras pré-enriquecidas em BPW
foram centrifugados a 2.000 g por 2 min para remocao de restos de alimentos e,
apos, foram novamente centrifugados a 10.000 g por 8 min para deposicdo das
células. Os “pellets” foram ressuspendidos em 1 mL de PBS e a IMS foi realizada
com 20 uL de microesferas sensibilizadas. As aliquotas de 1 mL contendo as
microesferas foram incubadas a temperatura ambiente por 15 min sob agitacédo
constante. As microesferas com as salmonelas capturadas foram separadas da fase
liguida e concentradas durante 3 min com o concentrador de microesferas
magnético. O sobrenadante foi cuidadosamente aspirado e as microesferas foram
lavadas 3 vezes com PBST. Estas microesferas foram destinadas a extracédo de
DNA (primeiro protocolo) ou foram suspensas em 1 mL de BHI para pos-
enriguecimento (segundo e terceiro protocolos).

As amostras poés-enriquecidas em BHI foram centrifugadas a 15.000 g por 10

min e os “pellets” formados, e também as microesferas do primeiro protocolo de
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enriguecimento, foram ressuspendidos em 20 uL de solucéo de lise para extracdo do
DNA a 95° C por 15 min e utilizacdo na PCR. Para controle da eficiéncia da IMS, as
microesferas foram semeadas em agar XLD para observacao de colonias tipicas de
salmonelas apés incubacéo a 37° C por 24 h. Para avaliar a necessidade da IMS na
metodologia desenvolvida, os trés protocolos de enriquecimento foram repetidos e a
PCR realizada sem que houvesse IMS. Os seis protocolos de enriquecimento sao

listados na Tabela 3.

Tabela 3. Protocolos de enriquecimento utilizados para deteccdo de Salmonella
Typhimurium em amostras de carne experimentalmente contaminada.

N° do Pré-enriquecimento® Pos- Durac&o (h)
Protocolo (h) IMS® enriquecimento® (h)

1 16-18 + - 19-21

2 16-18 + 6 25-27

3 8 + 16-18 27-29

4 16-18 - - 19-21

5 16-18 - 6 25-27

6 8 - 16-18 27-29

% Em agua peptonada tamponada (BPW) a 37° C
bSepara(;élo imunomagnética: +, com IMS; -, sem IMS
°Em caldo BHI a 37°C

12. Metodologia convencional

Todas as amostras de alimentos utilizadas neste estudo foram
simultaneamente analisadas pela metodologia convencional de deteccdo. A
deteccdo convencional de salmonelas foi realizada de acordo com a metodologia
descrita no Bacteriological Analytical Manual, 82 edicdo (BAM/FDA, 1998). Amostras
de 25 g foram pesadas assepticamente em sacos plasticos estéreis,
homogeneizadas com 225 mL de BPW por 30 s em Stomacher e incubadas a 37° C
por 24 + 2 h para a etapa de pré-enriquecimento. Para a etapa de enriquecimento
seletivo, 1 e 0,1 mL das amostras pré-enriquecidas foram transferidos para 9 mL de
caldo tetrationato e 9,9 mL de caldo Rappaport Vassiliadis, respectivamente, e 0s
tubos foram incubados a 42° C por 24 + 2 h. Para isolamento de colbnias tipicas, as
culturas enriquecidas foram semeadas em agar XLD e em &gar verde brilhante
vermelho de fenol lactose e sacarose (BPLS) contendo novobiocina e as placas
foram incubadas a 37° C por 24 + 2 h. Testes bioquimicos foram realizados em
colonias suspeitas de serem salmonelas em agar triplice acucar e ferro (TSI), agar

lisina e ferro (LIA) e caldo uréia. As bactérias que apresentaram reacdes
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bioquimicas caracteristicas do género Salmonella foram confirmadas através dos
testes de soro aglutinacdo em lamina, para antigenos somaticos e, em tubo, para

antigenos flagelares.

RESULTADOS

1. Selecédo dos primers

A sequéncia de nucleotideos especifica de salmonelas escolhida para ser
amplificada por PCR foi a do gene fimA de Salmonella Enteritidis (nUmero de acesso
no GenBank S76043). Os primers que amplificam um fragmento de 566 pb,
correspondente ao gene fimA e suas sequéncias sao mostradas na Tabela 2. A
temperatura de anelamento ideal para esse par de primers, para evitar ligacdes

inespecificas e amplificar somente a sequéncia alvo foi de 60° C.

2. Desenvolvimento de um controle interno de amplificacao (IAC)

Para indicar resultados falso-negativos causados por inibidores da PCR, um
IAC foi construido e clonado no plasmideo PCR®2.1-TOPO®. Escherichia coli TOP10
foi transformada com o PCR®2.1-TOPO®/IAC e multiplicada para extracdo do
plasmideo para uso como IAC. A concentracdo do IAC obtido foi de 500 ng/uL e a
concentracdo Otima para a PCR, determinada por experimentos de titulacdo, foi de
0,5 pg/25 uL de reacao (fig.1). Essa concentracdo de IAC nao afetou o limite de
deteccdo de salmonela da PCR, pois a intensidade das bandas dos produtos da
PCR amplificados a partir de concentracdes iguais de DNA de Salmonella Enteritidis,

em presenca e auséncia do IAC, foram as mesmas (fig.2).

bp 1 2 3 4 5 6 7 8 9

850 -
600 -

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose dos produtos da PCR amplificados com os primers FimA,
100 pg de DNA de Salmonella Enteritidis (DNA SE) e diferentes concentra¢des do IAC. Linhas: 1,
Ladder AHindlll; 2, Controle positivo; 3, somente IAC; 4, DNA SE + 3 pg de IAC; 5, DNA SE + 2 pg de
IAC; 6, DNA SE + 1 pg de IAC; 7, DNA SE + 0,5 pg de IAC; 8, DNA SE + 0,1 pg de IAC; 9, 100 pg de
DNA SE.
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3. Limite de detec¢cao da PCR com DNA puro

O limite de deteccdo da PCR com DNA puro, ou seja, a quantidade minima de DNA necessaria para se obter uma reacéo positiva, com e
sem o IAC, foi de 1,5 pg/25 pL de reagdo e ndo foi afetada pela presenga de 0,5 pg de IAC (fig.2).

@)
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose dos produtos da PCR amplificados com os primers FimA e
diferentes concentracdes de DNA de Salmonella Enteritidis. (a) sem IAC; (b) com IAC (0,5 pg/25 uL de
reacdo). Linhas: 1 e 11, Ladder 100 pb; 2 e 12, Controle positivo; 3 e 13, IAC; 4 e 14, Controle negativo; 5 e
15, 30 pg de DNA de S. Enteritidis; 6 e 16, 15 pg de DNA de S. Enteritidis; 7 e 17, 7,5 pg de DNA de S.
Enteritidis; 8 e 18, 3 pg de DNA de S. Enteritidis; 9 e 19, 1,5 pg de DNA de S. Enteritidis; 10 e 20, 0,75 pg
de DNA de S. Enteritidis.

4. Limite de deteccdo da PCR com células de Salmonella

O limite de deteccdo da PCR com Salmonella, ou seja, 0 nimero minimo de células necessario para se obter uma reacéo positiva, foi de
10* UFC de salmonelas por mililitro ou 500 UFC por reacéo (fig.3).

bp 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose dos produtos da PCR amplificados com os primers FimA e DNAs
extraidos de dilui¢des decimais de Salmonella Typhimurium. Linhas: 1, Ladder 100 pb; 2, Controle positivo;
3, IAC; 4, Controle negativo; 5, 10° UFC/mL; 6, 10° UFC/mL; 7, 10* UFC/mL; 8, 10°® UFC/mL; 9, 10
UFC/mL; 10, 10" UFC/mL; 11, 10° UFC/mL.

5. Sensibilidade e especificidade da PCR

Fragmentos de aproximadamente 566 pb foram amplificados a partir do DNA
de todas as salmonelas testadas (fig.4). Por outro lado, com o DNA das outras
bactérias, somente houve amplificacdo do IAC (fig.5). Estes resultados demonstram
que a PCR, que tem como alvo o gene fimA, apresenta sensibilidade e

especificidade de 100% com cultivos bacterianos puros.

53



bp 1. 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12 13 14 15 16

800 -
600 -

1718 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

800 -
600 -

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose dos produtos da PCR amplificados com os primers FimA e
DNA de diferentes salmonelas. Linhas: 1 e 17, Ladder 100 pb; 2 e 18, Controle positivo; 3 e 19, IAC;
4 e 20, Controle negativo; 5, S. Paratyphi; 6, S. Agona; 7, S. Derby; 8, S. Typhimurium; 9, S.
Heidelberg; 10, S. Saint Paul; 11, S. Oranienberg; 12, S. Choleraesuis; 13, S. Infantis; 14, S. Hadar;
15, S. Emek; 16, S. Albany; 21, S. Enteritidis 1; 22, S. Gallinarum; 23, S. Dublin; 24, S. Anatum; 25, S.
Newington; 26, S. Senftenberg; 27, S. Rubislaw; 28, S. Worthington; 29, S. Florida; 30, S. Panama;
31, S. Enteritidis 2; 32, S. Mbandaka.

bp 1 2 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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Figura 5. Eletroforese em gel de agarose dos produtos da PCR amplificados com os primers FimA e
DNA de outras bactérias. Linhas: 1, Ladder 100 pb; 2, IAC; 3, Controle positivo; 4, Controle negativo;
5, Proteus vulgaris; 6, Citrobacter freundii; 7, Serratia marcescens; 8, Enterobacter aerogenes; 9,
Klebsiella pneumoniae; 10, Escherichia coli; 11, Shigella sonnei; 12, Pseudomonas aeruginosa.

6. Sensibilizacdo das microesferas com o MAb

A quantidade de MAb adsorvido em cada miligrama de microesferas foi de
aproximadamente 0,7 mg, o que correspondeu a adsorcdo de cerca de 58% da
quantidade inicial do MADb utilizado para a sensibilizagdo. As microesferas
sensibilizadas com o MAb foram avaliadas microscopicamente e mostraram
pequena auto-agregacdo e aglutinacdo apenas de cultivos puros de Salmonella

Typhimurium.

7. Limites de deteccao da IMS e da PCR associada a IMS

O limite de deteccdo da IMS, quando usada isoladamente para recuperar
salmonelas a partir de diluicdes de um cultivo puro de Salmonella Typhimurium e
detecta-las através de plagueamento em agar seletivo, foi de aproximadamente 20
UFC por mililitro. J& o limite de deteccdo da PCR, quando realizada imediatamente
apo6s a IMS, foi de 10* UFC/mL. Por fim, quando a PCR foi realizada depois do
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periodo de pos-enriquecimento em BHI que seguiu a IMS, o limite de deteccao foi de

1 a 10 UFC/mL (fig.6).

(@
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Figura 6. Eletroforese em gel de agarose dos produtos da PCR amplificados com os primers FimA e
DNAs das salmonelas capturadas pelas microesferas a partir de cultivos puros. (a) PCR com DNAs
extraidos imediatamente apés a IMS; (b) PCR com DNAs extraidos apés um pdés-enriquecimento em
BHI por 6 h a 37° C. Linhas: 1 e 12, Ladder 100 pb; 2 e 13, Controle positivo; 3 e 14, IAC; 4 e 15,
Controle negativo; 5, 10" UFC/mL; 6 e 16, 10° UFC/mL; 7 e 17, 10° UFC/mL; 8 e 18, 10 UFC/mL; 9 e
19, 10° UFC/mL; 10 e 20, 10> UFC/mL; 11 e 21, 10" UFC/mL; 22, 10° UFC/mL.

8. Desempenho da PCR associada a IMS com amostras de carne
experimentalmente contaminadas

A influéncia da microbiota natural dos alimentos no desempenho da
metodologia desenvolvida foi investigada utilizando amostras de carne bovina, de
frango e suina experimentalmente contaminadas com trés quantidades de
Salmonella Typhimurium (1-10, 10-10% e 10%-10° UFC/25 g). Todos os resultados da
avaliacdo do método PCR associado ou ndo a IMS, utilizando diferentes protocolos
de enriquecimento, em amostras de carnes experimentalmente contaminadas com
Salmonella Typhimurium estdo na Tabela 4. A PCR associada a IMS foi avaliada,
utilizando trés protocolos de enriquecimento. Um fragmento de aproximadamente
566 pb foi amplificado a partir dos DNAs extraidos apds os trés protocolos de
enriquecimento da carne bovina, nos dois niveis mais altos de contaminacao (fig.7a)
e da carne de frango nos trés niveis (fig.7b). Com relacdo a carne suina, o
fragmento correspondente ao gene fimA foi amplificado a partir dos DNAs extraidos
apos os protocolos 2 e 3 nos trés niveis de contaminacdo e apos o protocolo 1 nos
dois niveis mais altos (fig.7c). J& utilizando os mesmos protocolos sem IMS antes da
PCR, ocorreu amplificacdo do gene fimA somente a partir dos DNAs extraidos apos
os trés protocolos de enriquecimento da carne de frango, e protocolos 4 e 6 da carne
suina, no nivel mais alto de contaminacéo, e apds o protocolo 5 da carne suina nos

dois niveis mais altos. Com isso, as sensibilidades dos protocolos com IMS 1, 2 e 3
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foram, respectivamente, de 78, 89 e 89% e dos protocolos sem IMS 4, 5 e 6 foram,
respectivamente, 22, 33 e 22%. O tempo total dos protocolos 2 e 3, que utilizam a
IMS, foi de aproximadamente 26 e 28 h, respectivamente.
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Figura 7. Eletroforese em gel de agarose dos produtos da PCR amplificados com os primers FimA e
DNAs das salmonelas capturadas ou ndo pelas microesferas a partir de diferentes protocolos de
enriguecimentos de amostras de carnes experimentalmente contaminadas. (a) carne bovina; (b)
carne de frango; (c) carne suina. Linhas: 1 e 10, Ladder 100 pb; 2 e 11, Controle positivo; 3 e 12, IAC;
4, amostra contaminada com 1 a 10 UFC/mL, protocolo 1; 5, 10 a 10° UFC/mL, protocolo 1; 6, 10° a
10® UFC/mL, protocolo 1; 7, 1 a 10 UFC/mL, protocolo 4; 8, 10 a 10> UFC/mL, protocolo 4; 9, 10° a
10® UFC/mL, protocolo 4; 13, 1 a 10 UFC/mL, protocolo 2; 14, 10 a 10° UFC/mL, protocolo 2; 15, 10
a 10° UFC/mL, protocolo 2; 16, 1 a 10 UFC/mL, protocolo 5; 17, 10 a 10 UFC/mL, protocolo 5; 18,
10? a 10® UFC/mL, protocolo 5; 19, 1 a 10 UFC/mL, protocolo 3; 20, 10 a 10> UFC/mL, protocolo 3;
21, 10% a 10° UFC/mL, protocolo 3; 22, 1 a 10 UFC/mL, protocolo 6; 23, 10 a 10> UFC/mL, protocolo
6; 24, 10° a 10° UFC/mL, protocolo 6. O protocolo de enriquecimento 1 consistiu de um pré-
enriguecimento de 16-18 h em BPW a 37° C, seguindo-se a IMS e PCR; no 2 foi feito o mesmo pré-
enriquecimento do 1, mas com um pés-enriquecimento de 6 h em caldo BHI entre a IMS e a PCR; e 0
3 consistiu de um pré-enriquecimento de 8 h em BPW, seguindo-se a IMS e um pds-enriquecimento
de 16-18 h em caldo BHI a 37° C antes de aplicar a PCR. Os protocolos de enriquecimento 4, 5 e 6
consistiram, respectivamente, dos protocolos 1, 2 e 3 sem a utilizagéo da técnica de IMS.

56



Tabela 4. Desempenho da PCR, associada ou ndo a IMS, apOs diferentes
protocolos de enriquecimento de amostras de carnes experimentalmente
contaminadas com Salmonella Typhimurium.

Nivel de Protocolos de enriquecimento
Amostra contaminag&o 1? 2° 3° 4° 5° 6'
(UFC/mL)

z
Q

Carne bovina 1a10 -
10 a 10° +
10 a 10° +
Carne de frango lalo +
10 a 10° +
10% a 10° +

Carne suina l1a10 -
10 a 10° +
10%a 10° +

Sensibilidade® (%) 719 8/9 8/9 219 3/9 219 9/9
(78) (89) (89) (22) (33) (22) (100)

+ 4+ + + + + +
+ 4+ + + A+ + +
1
1
+ + + 4+ + + + 4+

+
+
+
+
+
+

16-18 h BPW, IMS, PCR

® 16-18 h BPW, IMS, 6-8 h BHI, PCR

° 8 h BPW, IMS, 16-18 h BHI, PCR

?16-18 h BPW, PCR

¢16-18 h BPW, 6-8 h BHI, PCR

" 8 h BPW, 16-18 h BHI, PCR

9 Metodologia convencional: 24 + 2 h BPW, 24 + 2 h RV e TT, 24-48 h XLD e BPLS, testes bioquimicos e
sorolégicos

" Resultado negativo

' Resultado positivo

' PCR inibida
¥ N° de resultados positivos de um teste/ n° de resultados positivos verdadeiros

As amostras experimentalmente contaminadas foram analisadas também
através da metodologia convencional de deteccdo. Todas as amostras foram
positivas por essa metodologia, mas foram necessérias 48 h de incubacédo a 37° C
para a observacdo de colbnias caracteristicas nas placas de XLD e BPLS e o
namero de colbnias obtido foi extremamente baixo. Com isso, o tempo total da
andlise foi de 6 dias (144 h).

DISCUSSAO

Um método rapido baseado em IMS e PCR para a deteccdo de Salmonella
Typhimurium foi desenvolvido. Para isso, microesferas magnéticas foram
sensibilizadas com um MAb especifico para Salmonella Typhimurium e outras
salmonelas do sorogrupo B e primers especificos para o género Salmonella foram
selecionados.

Genes especificos do género Salmonella, que codificam antigenos de
superficie foram escolhidos visando, inicialmente, a sua clonagem em plasmideos

de expressdao em ceélulas eucaridticas para a producdo de MADbs através de
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imunizacao genética. Para isso, foram realizadas uma extensa revisao bibliogréafica e
pesquisas em bancos de dados de DNA, que incluiram alinhamentos das
seqUéncias de diversos genes com as sequéncias de outros sorovares e de outras
bactérias ali depositadas. O gene fimA de Salmonella Enteritidis (nUmero de acesso
no GenBank S76043) foi o selecionado, pois apresentou, no alinhamento de DNA,
alta similaridade com regifes alvo de vérias salmonelas, tais como Salmonella
Typhimurium, Salmonella Paratyphi, Salmonella Pullorum, Salmonella Diarizone e
Salmonella Typhi, e baixa similaridade com outras bactérias. O par de primers foi
selecionado visando a amplificacdo do gene inteiro, para aumentar a chance da
expressao da proteina em sua conformacao tridimensional nativa e, assim, produzir
MAbs que reconhecam a bactéria integra. Além disso, os primers foram desenhados
visando a clonagem direcional do gene no plasmideo e a geracao, internamente aos
sitios de restricdo, de um codon de iniciacdo ATG e um de terminacdao TAA nas
extremidades 5’ e 3’, respectivamente. Como o par de primers FImA apresentou alta
especificidade e sensibilidade em testes preliminares, passou a ser avaliado para
utilizacdo no desenvolvimento de uma PCR para deteccdo de salmonelas em
alimentos. Para a selecéo de primers para deteccao de microrganismos especificos,
usualmente, somente as sequéncias as quais 0s primers se anelam necessitam ser
especificas para o microrganismo alvo. No presente trabalho, ndo s6 as sequéncias
as quais os primers se anelam, mas toda a sequéncia do gene a ser amplificada,

sao especificas de salmonelas.

O gene fimA, constituinte de um cluster de genes, codifica a subunidade
principal da fimbria tipo 1 das salmonelas (DORAN et al., 1994). Um estudo prévio
(DORAN et al., 1994), que utilizou antisoro policlonal preparado contra fimbria tipo 1
purificada de Salmonella Enteritidis, indicou que esses antigenos fimbriais séo
compartilhados pela maioria dos sorovares de salmonelas, e uma analise
comparativa das sequéncias dos genes fimA de Salmonella Enteritidis e Salmonella
Typhimurium com genes correspondentes de Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae e Serratia marcescens demonstrou que somente pequenas regiées sao
conservadas entre os 4 géneros avaliados. ApGs o sequenciamento do gene fimA de
Salmonella Enteritidis e ap0s a analise comparativa, sondas de oligonucleotideos
foram desenhadas para deteccdo de salmonelas. Uma sonda hibridizou e,

consequentemente, detectou todos os 612 isolados de salmonela de 89 sorovares
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testados, enquanto outras duas sondas detectaram 97,5% e 99,7% dos isolados.
Nenhuma hibridizacdo dessas sondas foi detectada com os 250 isolados de outras
enterobactérias ou com as 14 espécies de eubactérias testadas.

Os determinantes antigénicos de fimbrias tipo 1 sdo conservados na maioria
das salmonelas, o que sugere uma conservacdo do gene fimA (COHEN;
MECHANDA,; LIN, 1996). O alto grau de conservacdo deste gene entre 0s sorovares
de salmonela também é demonstrado pelas propriedades de sensibilidade e
especificidade demonstradas em outros trabalhos. Entretanto, esses trabalhos, que
usaram primers desenhados para amplificar pequenos fragmentos internos do gene
fimA, apresentam limitagdes. Doran et al. (1994), que seqienciaram o gene fimA de
Salmonella Enteritidis utilizado no presente trabalho, desenharam trés pares de
primers, baseados somente nos alinhamentos das sequéncias do gene fimA de
Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae e Serratia marcescens. Um desses primers gerou uma resposta falso-
positiva com Citrobacter freundii e outro gerou bandas inespecificas com outras
bactérias. Além disso, esses primers foram utilizados em conjunto com outro par de
primers (para o gene tctC) e ndo foram avaliados com amostras de alimentos
experimentalmente e naturalmente contaminadas. Cohen, Mechanda e Lin (1996)
desenharam primers, baseados em regibes do gene fimA de Salmonella
Typhimurium (nimero de acesso no GenBank M18283), a partir do alinhamento com
Salmonella, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae. Este par de primers também
ndo foi avaliado em amostras de alimentos naturalmente contaminadas com
salmonelas. JA o par de primers desenhado por Naravaneni e Jamil (2005), foi
utilizado para detectar salmonelas em amostras ambientais.

Embora a maioria dos sorovares de salmonela produzam fimbria tipo 1,
alguns, como Salmonella Gallinarum, produzem somente fimbria tipo 2 que é
estruturalmente e antigenicamente relacionada a fimbria tipo 1, mas nao
funcionalmente. Apesar de ndo produzirem fimbria tipo 1, estas bactérias foram
detectadas por Western blotting utilizando antisoro policlonal anti-fimbria tipo 1
(DORAN et al., 1994). No presente trabalho, a sequéncia do gene fimA de
Salmonella Gallinarum foi amplificada. Isso sugere que o gene esta presente, mas
em forma inativa (COHEN; MECHANDA; LIN, 1996). Resultado idéntico foi
encontrado por Swenson, Clegg e OIld (1994), que demonstraram que Salmonella

Typhimurium nao fimbriadas também possuiam a sequéncia fimA. Além disso,
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isolados fimbriados de Salmonella Senftenberg, que néo reagiram com soro anti-
fimbria, produziram um amplicon com os primers FimA de Salmonella Typhimurium
(COHEN; MECHANDA; LIN, 1996) e com os primers desenhados no presente
trabalho. Estes resultados sugerem que todos os sorovares de salmonela,
provavelmente, possuem o0 gene fimA, apesar de algumas cepas produzirem
fimbrias ndo relacionadas antigenicamente e outras mesmo ndo produzirem
fimbrias.

Gooding e Choudary (1999), Malorny et al. (2003) e Ziemer e Steadham
(2003) avaliaram varias PCRs para salmonelas e demonstraram que algumas
falharam em identificar todos os sorovares de salmonelas testados ou produziram
bandas multiplas inespecificas. Além disso, algumas produziram bandas de tamanho
esperado com o DNA de outras bactérias. A PCR desenvolvida no presente trabalho
nao apresentou bandas inespecificas na amplificacdo de salmonelas, nenhuma
banda de tamanho esperado com o DNA de outras bactérias e apresentou 100% de
sensibilidade e especificidade. Com isso, concluiu-se que os primers avaliados
nesse trabalho foram especificos para as cepas de salmonelas testadas e, portanto,
passivel de utilizacdo na deteccédo destes microorganismos através de PCR.

Embora a técnica de PCR seja extremamente sensivel, sua sensibilidade
pode ser drasticamente reduzida quando aplicada a amostras bioldgicas complexas,
como alimentos, que possuem diversos componentes inibidores para a reacao, tais
como lipideos, sais e proteinas. Além disso, DNA e células de outros organismos
(microbiota competitiva) também afetam a sensibilidade e especificidade da PCR.
Com isso, para indicar resultados falso-negativos causados por inibidores da reacéo,
€ necessario utilizar controles internos de amplificacdo (IAC) na deteccdo de
bactérias em alimentos através de PCR. A presenca de um produto IAC na auséncia
do produto alvo da PCR permite a diferenciacdo entre resultados verdadeiro e falso
negativos. Neste trabalho, um IAC foi construido de forma a ser amplificado pelo
mesmo par de primers usado para amplificar o DNA alvo. Desse modo, o DNA alvo e
o IAC séao amplificados sob as mesmas condi¢cfes. Esta estratégia, conhecida como
método competitivo devido a competicdo existente entre o DNA alvo e o IAC pelos
primers, é a mais recomendada, pois além de permitir a amplificacdo de ambos
DNAs sob as mesmas condi¢cdes também evita o risco de interacfes indesejadas
entre multiplos primers (HOORFAR et al., 2004).
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Outra vantagem da metodologia utilizada para a construcdo do IAC é que,
como a sequéncia do IAC interna aos primers € completamente diferente da
sequéncia alvo, ndo ocorre formacdo de dimeros entre os produtos do DNA alvo e
IAC (SACHADYN; KUR, 1998; JONES et al., 2000). Além disso, o produto do IAC
deste trabalho foi construido para ser maior (850 pb) do que o do alvo (566 pb), pois,
em teoria, a cinética da reacdo € dirigida para o menor produto da PCR
(SACHADYN; KUR, 1998). A sequiéncia do IAC foi clonada em um plasmideo e este
foi armazenado em células de Escherichia coli. Este método, além de ser o mais
seguro para estocagem de DNA, facilita o controle da estabilidade, tamanho e
namero de copias, garante a qualidade e fornece quantidade ilimitada de IAC
(HOORFAR et al., 2004).

A quantidade de IAC é critica para o limite de deteccdo. Se utilizado em altas
concentracdes, competira com o produto do DNA alvo inibindo a sua amplificacao.
Além disso, podera ndo detectar fraca inibicdo quando o DNA alvo estiver presente
em concentracdes extremamente baixas, resultando em diminuicdo do limite de
deteccdo ou em resultados falso-negativos (ROSENSTRAUS et al.,, 1998). A
concentracdo Otima de IAC, determinada cuidadosamente por experimentos de
titulacéo, foi de 0,5 pg/25 uL de reacéo e foi semelhante a de outros IACs utilizados
em PCRs para deteccdo de salmonelas (AMAVISIT et al.,, 2001; CUBERO et al.,
2002). O limite de deteccdo da PCR com DNA puro de 1,5 pg/25 uL de reacéo nao
foi influenciado pela presenca do IAC e foi melhor do que o encontrado por Cohen,
Mechanda e Lin (1996) utilizando outro par de primers para fimA (5 pg). Ja o limite
de deteccéio de salmonelas em cultivo foi de 10* UFC/mL ou 500 UFC por reacao.

Para o desenvolvimento do protocolo de IMS, inicialmente, foi preparado um
reagente composto de microesferas magnéticas cobertas com proteina A
sensibilizadas com um MAb especifico para Salmonella Typhimurium. A quantidade
de MAb adsorvido em cada miligrama de microesferas foi de aproximadamente 0,7
mg, 0 que correspondeu a 58% do MAD utilizado na sensibilizacdo. Essa proporgao
de adsorcdo foi similar a obtida por Conceicdo (2004), que utilizou o mesmo
protocolo para adsorver IgG purificada de soro polivalente somatico anti-salmonela
as mesmas microesferas.

A qualidade do reagente foi avaliada quanto a tendéncia a auto-agregacao e
quanto a capacidade de aglutinar um cultivo puro de Salmonella Typhimurium e nao
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aglutinar Escherichia coli. A observacdo microscépica do reagente revelou uma
pequena auto-agregacdo das microsferas e aglutinacdo apenas das salmonelas.
Estes resultados sugerem que a utilizacdo de MAbs especificos para salmonelas
pode melhorar a especificidade da IMS, ja que soros policlonais, embora possam ser
usados, frequentemente, apresentam reac¢des cruzadas com outras enterobactérias
presentes em carnes.

Com base nestes resultados concluiu-se que a sensibilizacdo das
microesferas com o MAb foi satisfatéria, uma vez que foi conseguida uma boa
adsorcdo, as microesferas sensibilizadas ficaram bem dispersas, apresentando
apenas uma leve auto-agregacao, e aglutinaram somente na presenca de cultivos
puros de salmonelas.

O limite de deteccdo, ou seja, 0 numero minimo de salmonelas necessario
para se obter uma reacdo positiva na PCR e no plagueamento em &agar XLD,
guando usados associados a IMS, foi determinado. O plagueamento em agar XLD
demonstrou que a IMS foi capaz de capturar, aproximadamente, 20 células de
salmonelas por mililitro. Resultados similares foram encontrados por outros autores.
Mansfield e Forsythe (2001) e Conceicao (2004) capturaram salmonelas em cultivos
contendo 1 a 10 UFC/mL e 20 UFC/mL, respectivamente, apds IMS e plaqueamento
em &gar XLD. Angen et al. (2001) capturaram 10 células de Actinobacillus
pleuropneumoniae, agente causador da pleuropneumonia suina, a partir de 1 mL de
cultivos mistos. Ja YU, UKNALIS e TU (2001) conseguiram capturar Campylobacter
jejuni através da IMS em cultivos contendo 10° UFC/mL.

O limite de detecgdo da PCR, quando realizada imediatamente apés a IMS,
foi de 10* UFC/mL, e quando foi feito um pds-enriquecimento entre a IMS e a PCR
baixou para 1 a 10 UFC/mL. Além disso, a IMS foi capaz de recuperar,
aproximadamente, 20 células de Salmonella Typhimurium quando associada a
plagueamento em agar seletivo. Estes resultados sugerem que a IMS com
microesferas magnéticas cobertas com MAb anti-Salmonella Typhimurium é uma
técnica eficiente para a concentracdo e separacdo de salmonelas de culturas
liquidas. Apesar do limite de deteccdo da PCR associada a IMS ter sido o mesmo
obtido quando foi usada somente PCR (10* UFC/mL), a intensidade da banda obtida
com IMS foi mais intensa, o que demonstra a importancia da IMS para aumentar a
sensibilidade da PCR. Entretanto, devido ao pequeno volume de DNA utilizado na

PCR (1 puL) este limite de deteccdo ainda pode ser considerado muito alto. Assim,
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para baixar o limite de detec¢cdo do método para um nivel de 1 a 10 UFC/mL, uma
etapa adicional de 6 h de enriquecimento em BHI entre a IMS e a PCR torna-se
necesséria. Outros estudos compararam a sensibilidade da PCR para detec¢cédo de
salmonelas apés IMS, centrifugacdo e filtracdo do meio de enriquecimento, e de
todos, o melhor resultado foi obtido com IMS (KONGMUANG; LUK; LINDBERG,
1994, RIJPENS et al., 1999).

A IMS foi também utilizada para concentrar salmonelas a partir do caldo de
pré-enriquecimento de amostras de carne com o objetivo de separa-las de
substancias inibidoras e de outras bactérias, as quais podem inibir a reacédo de PCR
e, consequentemente, reduzir sua sensibilidade. Neste caso, a PCR associada a
IMS foi aproximadamente 100 vezes mais sensivel do que a PCR sem IMS. Entre os
protocolos de enriquecimento testados, que incluem IMS e PCR, o0s que
apresentaram bandas mais nitidas e as maiores sensibilidades foram o 2 e 3.
Entretanto, Rijpens et al. (1999) avaliaram o crescimento de células estressadas de
Salmonella Panama utilizando periodos de incubacdo variando de 4 a 25 h e
concluiram que um pré-enriquecimento de, no minimo, 16 h é necessario para obter
uma quantidade de salmonela detectavel por PCR. Além disso, os kits de deteccao
de salmonelas baseados em PCR disponiveis comercialmente, como o Probelia®,
TagMan® e Bax®, utilizam um pré-enriquecimento de 16 a 20 h antes da PCR. Por
isso, 0 protocolo 2, que incluiu um pré-enriquecimento de 16-18 h em BPW, seguido
de IMS, poés-enriquecimento de 6 h em caldo BHI e, finalmente, PCR, deve ser o
escolhido para avaliar esta metodologia de deteccdo com amostras de carne
naturalmente contaminadas com salmonelas. Além disso, esse protocolo é o mais
pratico e coerente, pois utiliza um pré-enriquecimento longo que possibilita uma
melhor recuperacao de células lesadas e aumento do numero de salmonelas para
captura pela IMS, e um pdés-enriquecimento breve, com tempo suficiente para o
crescimento das salmonelas a um nivel detectavel pela PCR. O protocolo 2 foi capaz
de detectar 1 a 10 UFC de salmonelas por 25 g de carne. Esse resultado foi
semelhante ao encontrado por Trkov et al. (1999), Jenikova, Pazlarova e
Demnerova (2000) e Rijpens et al. (1999), e melhor do que o encontrado por Civilini
et al. (2000). O protocolo de enriquecimento utilizado por Trkov et al. (1999) foi
semelhante ao 3 do presente trabalho, com excec¢ao do enriquecimento seletivo em
RV, feito apés a IMS naquele trabalho, que foi substituido por um pos-

enriguecimento nao-seletivo em BHI. Esse protocolo apresentou resultados falso-
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negativos devido, provavelmente, ao fato do periodo de pré-enriquecimento ser
muito curto e ndo fornecer quantidade suficiente de salmonelas para a IMS. Os
protocolos de enriquecimento com IMS testados no presente trabalho néo
necessitam de um enriquecimento seletivo, pois a seletividade é dada pela utilizacdo
do MAb anti-Salmonella Typhimurium adsorvido as microesferas.

A eficiéncia da PCR, tanto utilizada sozinha como associada a IMS, foi
influenciada de forma diferente quando aplicada aos protocolos de enriquecimento
dos trés tipos de carnes. Quando aplicada aos protocolos de enriquecimento da
carne bovina, sua eficiéncia foi menor do que quando aplicada aos das outras duas
carnes. Isso indica que, provavelmente, a carne bovina continha microrganismos
competidores que cresceram melhor do que a salmonela ou que continha mais
substancias inibidoras ou inibidores mais potentes da PCR.

Muitas vezes, a utilizacdo da IMS associada a metodologia convencional
também obtém bons resultados, como recuperacdo de menos de 10 células de
salmonela em 25 g de alimento experimentalmente contaminado (CUDJOE; KRONA,
1997; CONCEICAO, 2004). Entretanto, as etapas de plaqueamento em agar seletivo
e de confirmacdo bioquimica e sorolégica levam a um aumento de 2 a 3 dias no
tempo total do teste em relacdo a IMS-PCR. Conceicdo (2004) e Mansfield e
Forsythe (1996) conseguiram diminuir o tempo de deteccéo de salmonelas em cerca
de 24 h em relagdo a metodologia convencional e Cudjoe e Krona (1997), em torno
de 2 dias. O tempo total do método desenvolvido no presente trabalho foi de
aproximadamente 26 h. Com isso, esse método foi capaz de diminuir o tempo de
deteccado de salmonelas em cerca de 5 dias em relagédo a metodologia convencional.

Os resultados da avaliagdo da PCR associada a IMS demonstraram que a
utiizacdo das microesferas magnéticas cobertas com MAb anti-Salmonella
Typhimurium, é uma técnica eficiente para separacéo e concentracdo de salmonelas
de culturas liquidas. A IMS desenvolvida foi usada com sucesso associada a PCR
para deteccdo de salmonelas, aumentando a sua sensibilidade, especificidade e
velocidade de obtencdo de resultados na deteccdo especifica de Salmonella

Typhimurium em carne.
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4. CONCLUSOES

O painel de 10 MAbs produzidos e caracterizados reagem especificamente
com salmonelas do sorogrupo B.

Todos os MAbs reagem com determinantes antigénicos de uma proteina de
membrana externa de Salmonella Typhimurium e apresentam afinidade
adequada para uso em ensaios imunoldgicos para deteccdo desta bactéria
em alimentos.

O ELISA sanduiche para deteccdo de Salmonella Typhimurium em carnes,
desenvolvido com os MADbs, apresenta boa sensibilidade e especificidade em
experimentos com cultivo puro e com carne experimentalmente
contaminadas.

O reagente desenvolvido para uso em IMS, composto de microesferas
magnéticas e MADb, separa e concentra eficientemente Salmonella
Typhimurium a partir de culturas puras e de carne experimentalmente
contaminada.

A PCR desenvolvida, tendo como alvo o gene fimA de salmonelas, apresenta
100% de sensibilidade e especificidade em experimentos de amplificacdo do
DNA de salmonelas de diversos sorogrupos e de outras bactérias.

A associacao entre a IMS e a PCR para amplificagcdo do gene fimA consiste
em uma nova metodologia para deteccdo de Salmonella Typhimurium em

carne que é completada em cerca de 27 horas.
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