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DIFERENCIAGAO MOLECULAR ENTRE Salmonella enterica subsp enterica

sorovar Pullorum E Salmonella enterica subsp enterica sorovar Gallinarum

RESUMO - A Salmonella Pullorum (SP) é muito semelhante a Salmonella
Gallinarum (SG), agentes da Pulorose e Tifo aviario, respectivamente, sendo
responsaveis por perdas econdmicas no setor avicola. Sdo salmonelas de composigao
antigénica similar e a distingdo de ambas tem sido baseada em provas bioquimicas.
Entretanto, este procedimento é laborioso e o surgimento de estirpes com
comportamento bioquimico atipico tem estimulado a procura por outros métodos de
diagnostico, como os testes moleculares. No presente estudo, analisou-se o método
descrito na literatura envolvendo o gene rfbS em conjunto com testes desenvolvidos
com base nos genes speC e speF. O gene rfbS codifica a enzima que atua na parede
celular de bactérias e tem sido utilizado para diferenciar SP e SG. Com o propdsito de
padronizar a PCR para ser utilizada na rotina laboratorial, empregou-se dois métodos
de extragcdo de DNA e diferentes concentragcées de reagentes. Entretanto, tendo em
vista a dificuldade de padronizagdo encontrada desde o inicio, foi concomitantemente
desenvolvida a PCR para os genes speC e speF. Estes dois ultimos estado relacionados
com a producdo da enzima ornitina-descarboxilase, a qual é ativa em SP e inativa em
SG. Apos testes inicias, foi possivel padronizar a PCR do gene speC com posterior
utilizacdo da técnica de tratamento enzimatico com a enzima de restricdo Eco RI. Tanto
para o gene rfbS quanto para os genes speC e speF, os resultados encontrados
permitiram a diferenciacao de 13 amostras de SP e 20 de SG isoladas no Brasil e duas
cepas ATCC. Sendo assim, as acdes sanitarias e a tomada de decisdo no campo

podem ser conduzidas de maneira rapida e segura.

PALAVRAS-CHAVE: diferenciacdo, gene rfbS, gene speC, Salmonella Gallinarum,

Salmonella Pullorum
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MOLECULAR DIFFERENTIATION BETWEEN Salmonella enterica subsp enterica

sorovar Pullorum AND Salmonella enterica subsp enterica sorovar Gallinarum

SUMMARY - Salmonella Pullorum (SP) is very similar to Salmonella Gallinarum
(SG). They are respectively agents of Pulorosis and Avian Typhoid, both diseases
responsible for economic losses to poultry production. Due to the fact that both
salmonellas have similar antigenic composition, their differentiation has been based in
biochemical tests. However, this fact that this kind of procedure is very troublesome and
the occurence of strains showing atypical behavior have stimulated the search for others
diagnostic methods, such as molecular tests. In the present study, a method described
in the literature using gene rfbS was analyzed together with tests developed based on
genes speC and speF. Gene rfbS encodes an enzyme that acts on the cell wall of
bacteria and has been used in the differentiation between SP and SG. In order to
standardize the PCR procedure to be used in laboratory routine, two methods for DNA
extraction were used, as well as different concentrations of the reagents. However, due
to the difficulty in the standardization observed from the beginning of the study, a PCR
procedure was developed for genes speC and speF. These genes are related to the
production of the enzyme ornithine-descarboxilase, active in SP and inactive in SG.
After the initial tests, PCR of gene speC was standardized, and later on it was coupled
with the enzymatic treatment with restriction enzyme Eco RI. Results obtained for gene
rfbS as well as for genes speC and speF enabled differentiation of 13 SP and 20 SG
strains isolated in Brazil and two strains ATCC. So, the sanitary actions and the

decisions in the livestock can to be conduced with safety and rapidity.

KEY-WORDS: differentiation, gene rfbS, gene spec, Salmonella Gallinarum, Salmonella

Pullorum



I-INTRODUGAO

As salmoneloses sao enfermidades provocadas por bactérias do género
Salmonella, responsaveis por perdas econbOmicas significativas no setor avicola.
Bactérias deste género infectam as aves e podem causar a Pulorose, cujo agente € a
Salmonella enterica subsp enterica sorovar Pullorum (SP), o Tifo Aviario, causado pela
Salmonella enterica subsp enterica sorovar Gallinarum (SG) e o Paratifo Aviario,
causado por qualquer outra salmonela que ndo seja SP e SG.

A Salmonella Pullorum é muito semelhante a Salmonella Gallinarum, entretanto,
difere na relacdo parasita-hospedeiro com a ave. Sendo assim, sob o ponto de vista
epidemiologico e para fins de programa de controle, a diferenciacdo destas duas
salmonelas é muito importante, tendo-se em vista que as medidas adotadas em cada
situacao sao distintas.

Os sorovares Pullorum e Gallinarum sao de dificil diferenciagcdo em procedimento
laboratorial rotineiro. A caracterizagdo sorolégica com soros especificos, utilizada na
identificacdo de salmonelas n&do permite identificar os sorovares acima, uma vez que
SP e SG pertencem ao mesmo sorogrupo e nao possuem flagelos. Além disso,
apresentam comportamento bioquimico idéntico em muitas reagdes. Uma prova muito
utilizada na distingdo das duas refere-se a capacidade da Salmonella sp em assimilar o
aminoacido ornitina, por acdo da enzima ornitina descarboxilase (ODC). S. Pullorum
descarboxila este aminoacido enquanto S. Gallinarum ndo. No entanto, o isolamento de
estirpes com comportamento bioquimico atipico quanto a metabolizagdo da ornitina,
tem dificultado tal diferenciacao.

Considerando que a confirmacéo dos dois sorovares de Salmonella sp utilizando
testes bioquimicos séo passiveis de erro e podem levar a resultados dubios, a Reacao
da Polimerase em Cadeia (PCR) pode ser uma ferramenta util, pois permite a detecgao
rapida destas salmonelas aviarias.

Provas moleculares utilizando genes como o rfbS, tém sido sugeridas para
diferenciar SP de SG. Os genes relacionados com a produgao de ornitina descaboxilase

também poderiam ser objeto dessa diferenciagcdo (speC e speF), ja que a



metabolizacdo da ornitina € uma das provas mais discriminatérias entre Salmonella
Pullorum e Salmonella Gallinarum.

O gene rfbS codifica a enzima paratose syntetase, que atua na sintese de
parede celular de bactérias. Baseando-se no polimorfismo de nucleotideos especificos
para SP e SG, presentes neste gene e utilizando o método de PCR alelo-especifico,
procurar-se-a obter a diferenciagao entre SP e SG.

Os genes speC e speF estao relacionados com a expressao da ornitina e néo se
observa diferenca entre S. Pullorum e S. Gallinarum, ao se analisar o tamanho de cada
gene (em pares de bases — bp). Entretanto, a analise dos fragmentos gerados apos o
tratamento dos genes com enzimas de restricdo podera revelar que ha diferenga entre
os sorovares, tendo-se em vista que SP e SG comportam-se de maneira diferente

quanto a assimilacao de ornitina.



Il- OBJETIVOS

- Aprimorar o diagnéstico de Salmonella Pullorum e Salmonella Gallinarum,

mediante a inclusdo de testes moleculares relativos aos genes rfbS, speC e speF;

- Analisar a prova molecular recomendada para a diferenciacdo de Salmonella
Pullorum e Salmonella Gallinarum considerando o gene rfbS, em conjunto com o estudo

dos genes speC e speF, para o mesmo proposito;

- Diminuir o tempo necessario para se chegar ao diagndstico definitivo de SP ou
SG, mesmo quando as amostras apresentarem comportamento bioquimico atipico,

contribuindo para que medidas sanitarias sejam adotadas com rapidez e seguranca;



ll- REVISAO DE LITERATURA

Dentre as principais infecgbes que afetam as aves e comprometem a avicultura
comercial estdo as salmoneloses, responsaveis por prejuizos diretos ou indiretos a
producdo avicola, além da importadncia que tém em saude publica (BERCHIERI
JUNIOR et al. 2001; BUCHALA et al. 2006).

As salmoneloses sao enfermidades provocadas por bactérias pertencentes a
familia Enterobacteriaceae, género Salmonella, espécies S. bongori e S. enterica. Esta
ultima divide-se nas subspécies enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e
indica. Sao bastonetes Gram-negativos, anaerébios facultativos, catalase-positivos,
oxidase-negativos, redutores de nitratos e nitritos, ndo formadores de esporos e moveis
por meio de flagelos peritriquios, com exceg¢ao da Salmonella enterica subsp enterica
sorovar Pullorum e Salmonella enterica subsp enterica sorovar Gallinarum que séao
aflagelares (FRANCO & LANGRAF, 1996; JAY, 2000; FORSHELL & WIERUP, 2006).

As salmoneloses sdo enfermidades de grande importdncia na avicultura
industrial. Entretanto, nem sempre sao facilmente reconhecidas, a menos que um
cuidadoso programa de prevencdo e controle seja efetuado. Diante deste fato, é
necessario adotar medidas para evitar tanto a transmissao vertical quanto a horizontal
de salmonelas entre aves para exploragdo comercial (SILVA, 1991; TESSARI et al.
2003). Considerando-se que as trés maiores fontes de Salmonella sp para aves de
interesse comercial seriam a introdug¢ao de ave infectada, o meio ambiente e a racdo, a
pesquisa de salmonelas, principalmente nestas fontes, se faz necessario para avaliar o
grau de infecgdo das aves por estas bactérias, permitindo o uso de medidas eficientes,
objetivando o seu controle (KAMPELMACHER, 1987; PEREIRA et al. 1999). Néao
obstante, a presenca de Salmonella sp também é uma barreira sanitaria que restringe o
comércio de aves e seus produtos (GAMBIRAGI et al. 2003).

Sao conhecidos mais de 2.500 sorovares de Salmonella sp, contudo cerca de 80
a 90 sdo os mais comuns em casos de infec¢cao dos seres humanos e dos animais. Nas
aves, a S. Pullorum é o agente etiolégico da Pulorose, a S. Gallinarum do Tifo Aviario e

qualquer outra salmonela que néo seja as citadas é capaz de infectar as aves,



acarretando o Paratifo Aviario. Os sorovares SP e SG sao caracterizados como
Salmonella enterica subsp enterica, grupo D (antigenos somaticos 1, 9 e 12) e
apresentam semelhangas quanto as suas caracteristicas bioquimicas e de
antigenicidade. Além de ambas ndo possuirem flagelos, apresentam crescimento mais
lento em meios de cultivo e produzem pouco H,S no TSI inclinado (Triple Sugar Iron
Agar), ao contrario das demais salmonelas (BERCHIERI JUNIOR, 2000).

A Pulorose é uma enfermidade que pode acometer as aves em qualquer idade,
entretanto, € mais comum em aves jovens, principalmente nas trés primeiras semanas
de vida. Nesse periodo, a mortalidade pode ser alta e as aves que sobrevivem a
doenca podem se tornar portadoras, nao crescer dentro dos parametros zootécnicos
esperados e produzir ovos contaminados. A sua histdéria se confunde com o
desenvolvimento da avicultura industrial, sendo que o processo de incubacéao artificial
de ovos foi muito influenciado por sua ocorréncia, que prejudicava a incubacéo,
provocava alta mortalidade entre os pintainhos e muita refugagem. Com a incubagao de
ovos provenientes de aves diferentes, o agente da Pulorose foi sendo transferido para
outras aves de interesse econdmico, como os perus. Para viabilizar a incubacao
artificial em escala industrial, foi preciso buscar métodos de controle dessa enfermidade
(POMEROY & NAGARAJA, 1991; SHIVAPRASAD, 1997; BERCHIERI JUNIOR, 2000).

As medidas para prevenir a Pulorose eram baseadas em higiene e limpeza.
Todavia, o controle sé foi conseguido com o desenvolvimento, na década de 20 do
século passado, de uma prova sorolégica baseada em aglutinagdo, que permitia
identificar e eliminar aves portadoras. Apds 1930, verificou-se que o teste poderia ser
feito com sangue total, tornando-o factivel em larga escala. Assim, com o teste sendo
realizado nos plantéis reprodutores, foi possivel controlar a Pulorose. Ainda hoje, o
método de aglutinagao rapida em placa com sangue total, realizado em 100% do lote de
aves reprodutoras, € um instrumento imprescindivel para seu controle em avicultura
industrial. Nao obstante, com a aprovacdo do uso em reprodutoras de vacina contra
Salmonella Enteritidis, o teste de Pulorose perdeu a sua essencialidade (BERCHIERI
JUNIOR, 2000).

No Brasil, foram diagnosticados varios surtos de Pulorose nas décadas de 1980



e 1990, incluindo-se ai a presenca de uma estirpe bacteriana com comportamento
bioquimico atipico. De um modo geral, criagbes de aves em que se utiliza a incubagao
artificial, como galinhas, perus e codornas, € preciso estar atento a esta enfermidade
(POMEROY & NAGARAJA, 1991; TAVECHIO et al. 1996; SHIVAPRASAD, 1997;
BERCHIERI JUNIOR, 2000).

O Tifo Aviario, embora seja causado por uma Salmonella muito semelhante ao
agente da Pulorose, apresenta uma relagado parasita-hospedeiro com a ave bastante
diferente. A S. Gallinarum é altamente patogénica, capaz de causar infecgéo sistémica
e pode acometer aves de qualquer idade. Entretanto, a sua ocorréncia € mais comum
entre aves adultas. A mortalidade provocada pelo Tifo Aviario pode chegar a 40-80% do
plantel. Observa-se que algumas aves adoecem e acabam morrendo em 7-14 dias.
Este processo € continuo e aos poucos vai acometendo as demais aves de uma granja,
tendo-se no final, mortalidade dentro dos pardmetros mencionados anteriormente.
Muitas vezes, a morte é decorrente da enfermidade e de intoxicagdo pelos
medicamentos usados para combaté-la (POMEROY & NAGARAJA, 1991;
SHIVAPRASAD, 1997; BERCHIERI JR. 2000).

No final do século XIX, o Tifo Aviario foi reconhecido na Inglaterra, e atualmente
€ uma doencga considerada de paises “em desenvolvimento”. Nos Estados Unidos da
Ameérica, tem sido considerada sob controle e este resultado deve-se a um plano
nacional de prevengdo de enfermidades avicolas, com destaque para o controle de
salmoneloses. Parte importante deste plano refere-se a eliminagcao de aves infectadas,
a adocao de provas soroldgicas, a pesquisa e identificagdo do sorovar de Salmonella
por meio de exames bacteriologicos, em conjunto com medidas de limpeza,
desinfeccdo e higiene. Na Europa, Alemanha e Dinamarca, o Tifo Aviario foi notificado
no inicio da década de 1990. A enfermidade tem sido observada nas Américas Central
e do Sul. No México, programas de vacinagao tém sido utilizados para prevenir o Tifo
Aviario. No Brasil, tem sido diagnosticada em areas de exploragdo de aves de postura
comercial, mas também pode ocorrer em aves reprodutoras para a producado de pintos
de corte e de postura (POMEROY & NAGARAJA, 1991; TAVECHIO et al. 1996;
SHIVAPRASAD, 1997; BERCHIERI JR. 2000; OLIVEIRA et al. 2001). Segundo



CHRISTENSEN et al. (1992), na década de 1980 observaram-se casos na Dinamarca
em aves de postura, relacionados a surtos em aves de fundo de quintal.

Embora o Brasil tenha uma avicultura considerada de “primeiro mundo”, alias, &
de fato uma das melhores do mundo, o clima e o sistema de criagdo, com barracdes
abertos, favorece o desenvolvimento de enfermidades, como a salmonelose. Segundo
dados do Laboratério de Patégenos Entéricos do Instituto Adolfo Lutz (Sdo Paulo —
Brasil), no periodo de 1991 a 1995 foram identificadas 372 amostras de Salmonella
procedentes de criacbes avicolas, sendo que 21 eram de S. Pullorum e 35 de S.
Gallinarum (TAVECHIO et al. 1996). Essas duas salmonelas sdo muito parecidas
quanto a sua constituicdo antigénica e bioquimismo, mas algumas provas tém sido
utilizadas para diferencia-las, incluindo a producdo de gas durante a fermentagdo de
glicose, maltose e dulcitol, utilizagdo de d-tartarato, mucato, celobiose, salicina e
gelatina. Segundo TRABULSI & EDWARDS (1962), a capacidade ou nao de assimilar a
ornitina seria a principal prova bioquimica que permite a diferenciacdo entre SP e SG,
mas o isolamento de estirpes de comportamento bioquimico atipico nessa prova
dificulta a separacao das duas (CHRISTENSEN, et al. 1992; SHIVAPRASAD, 1997).

NOBREGA (1935) estudando amostras de S. Pullorum e S. Gallinarum e levando
em consideragao suas caracteristicas bioquimicas e soroldgicas, ja mencionava a
dificuldade em diferencia-las, levando em consideracdo somente estes fatores.
LANGENEGGER et al. (1982), apesar de terem encontrado apenas amostras com
reagdes bioquimicas e soroldgicas tipicas, fizeram mengao de formas “variantes”, as
quais apresentavam caracteristicas distintas das encontradas em culturas de bactérias
padrao.

A diferenciacao dessas duas salmonelas é muito importante sob o ponto de vista
epidemioldgico e para fins de programa de controle, tendo-se em vista que as medidas
sanitarias a adotar sao distintas (SHIVAPRASAD, 1997). Por meio de medidas de
controle sanitario e de desenvolvimento técnico e cientifico, o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, da Republica Federativa do Brasil (MAPA) pretende reduzir
a presenga de microrganismos patogénicos na carne de frango e nas criagdes, com o

intuito de fornecer produtos avicolas de qualidade, tanto no mercado nacional como no



internacional. Com essa finalidade, em 1994 foi criado o Programa Nacional de
Sanidade Avicola (PNSA), que tem como acgdes prioritarias a vigilancia, o controle e a
erradicagao das principais doengas aviarias de importancia para a saude animal e para
a saude publica, como as salmoneloses (BRASIL, 1994; BRASIL 2003).

O esquema de Kauffmann-White (POPPOFF, 2001) propicia a classificagdo do
género Salmonella em mais de 2.500 sorovares pela combinagdo de antigenos
somaticos e flagelares. Entretanto, a diferenciacdo entre SP e SG por esta técnica nao
€ possivel, tendo-se em vista que as duas pertencem ao mesmo sorogrupo (1,9,12 :—:-)
e nao possuem flagelos. Por todas essas dificuldades, tem-se procurado por medidas
alternativas, como a utilizacado de métodos moleculares (PROUX et al. 2002).

A amplificagdo do DNA através da PCR tem se mostrado de grande valia para a
identificacdo de microrganismos, mesmo quando estes n&o estdo mais viaveis, quando
suas concentracbes sao baixas e o isolamento €& dificil ou simplesmente se os
microrganismos sao desconhecidos (COHEN et al. 1993).

Segundo COHEN et al. (1993) e MAKINO et al. (1999) a PCR é uma técnica
altamente sensivel e especifica. Além disso, o teste baseado em PCR pode ser mais
rapido, confiavel, e de melhor custo-beneficio do que métodos tradicionais utilizados
(STONE et al. 1995; TUCHILI et al. 1995; ITOH et al. 1997). Em estudos envolvendo a
deteccdo de patdégenos relacionados a casos de toxinfecgao alimentar, incluindo a
Salmonella, a PCR também demonstrou ser sensivel e especifica. Por esta razao, a
técnica foi validada e normatizada pelo Comité Europeu para uso em rotina laboratorial
(MALORNY et al. 2002).

Portanto, a PCR descrita por Kary Mullis em 1983, pode ser uma ferramenta util,
no intuito de fornecer a detecgao rapida e precisa de Salmonella (NELSON & COX,
2002).

Analisando o genoma de diferentes sorovares de Salmonella, incluindo SP e
SG, foram observadas numerosas insercdes, delecdes, substituicoes, inversoes,
translocagdes e pseudogenes especificos de cada sorovar, que muitas vezes podem
estar relacionadas com a patogenicidade da bactéria (RILEY & ANILIONIS, 1980; WU
et al. 2005).



OLSEN et al. (1996), analisaram amostras de SP e SG utilizando métodos de
tipagem molecular e puderam observar que estes sorovares s&do muito similares quanto
a constituicdo cromossémica. Entretanto, pelo emprego do método de PFGE (Pulsed-
field gel eletrophoresis), é possivel observar que diferem entre si.

Provas moleculares para diferenciacao de SP e SG tém sido direcionadas para a
analise de seus genes, como o rfbS.

A membrana externa de Salmonella é formada por uma estrutura denominada
LPS (lipopolissacarideo). A fragdo do polissacarideo confere a bactéria suas
caracteristicas antigénicas: antigeno somatico (O) e antigeno de grupo (representados
por letras do alfabeto). Nos grupos A, B e D de Salmonella tal antigeno é formado por
um polimero de quatro agucares: manosil-ramnosil-galactose (estdo presentes em
todos os grupos) e uma dideoxihexose (paratose nos grupos A e D, abequose no grupo
B e tivelose no grupo D) (VERMA et al. 1988; LIU et al. 1991; LUK et al. 1993; XIANG et
al. 1993; XIANG et al. 1994; ITOH et al. 1997).

O gene responsavel pela codificagdo de enzimas relacionadas a biossintese dos
antigenos somaticos O é denominado rfb. Apds o sequenciamento deste gene foi
possivel observar que existe uma regido central, de funcado diferenciada, a qual é
responsavel pelas diferencas entre os sorogrupos (XIANG et al. 1993, 1994). Nos
sorogrupos A e D, o gene que codifica a paratose synthetase (enzima que atua na
etapa final da via biossintética dos lipopolissacarideos), foi denominado rfbS (VERMA &
REEVES, 1989; LIU et al. 1991).

LUK et al. (1993), conhecendo a sequéncia de nucleotideos do gene rfb nos
sorogrupos A, B, C2 e D, conseguiram com sucesso a diferenciagdo entre os sorovares.

Posteriormente, a PCR baseada na amplificagdo do gene rfbS foi desenvolvida
para a detecgao especifica dos sorotipos que pertencem as salmonelas do sorogrupo D
(LUK et al. 1997).

PARK et al. (2001), clonaram e sequenciaram um fragmento do gene rfbS e
observaram um polimorfismo de nucleotideos especifico para SP e SG. Com base
nesse trabalho, um forward primer comum, e dois reverse primers rfbSP e rfbSG alelo-

especificos foram construidos para hibridizar com as sequéncias dos genes rfbS de SP
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e de SG, respectivamente (SHAH et al. 2005). Essa metodologia de PCR alelo-
especifica, usada para detectar mutacbes especificas, denomina-se sistema de
amplificagdo de mutacédo refrataria — ARMS (Amplification Refractory Mutation System).
Este método demonstrou ser simples, rapido e de confianga para a dete¢ao de qualquer
mutacado que envolva mudangas simples de bases ou delegdes pequenas (FERRIE et
al. 1992; LAMPEL et al. 1996; CABELLO, 2005).

Mutagdes conhecidas podem ser identificadas pelo desenho de trés primers. Um
especifico para o alelo mutante, um segundo especifico para o alelo selvagem e o
terceiro especifico da regido flanqueadora (conservada) do exon e que sera o primer
que vai encaminhar a amplificacdo da fita no sentido direto. O desenho é feito de
maneira que o primer especifico para o alelo mutante termine com a base alterada na
extremidade 3’ e o primer especifico para o alelo selvagem termine com a base normal
em sua extremidade 3’, funcionando como uma sonda alelo-especifica (CABELLO,
2005).

Em 2004, observando as diferencas entre SP e SG no que diz respeito ao
sequenciamento do gene rfbS, SHAH et al. (2005) desenvolveram um método de PCR
alelo-especifico e o testaram com o DNA de varios sorotipos de Salmonella, além de
outras bactérias. O método revelou-se de extrema especificidade para o gene rfb de
SG, fato que ndo ocorreu com o gene rfb de SP. Em relacdo ao gene rfbS, duas
regides polimorficas encontradas, uma na posicdo 598 e outra na posigdo 237,
mostraram-se viaveis para a aplicagdo da metodologia de PCR alelo-especifica.
Realizada no continente asiatico para a posigao 598, mostrou-se 100% especifica para
SG e eficaz na diferenciacédo entre SG e SP, contudo, o primer rfbSP, além das
amostras de SP, também gerou amplicons em amostras de Salmonella Dublin,
Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhi.

Como nao foi obtido 100% de especificidade para SP na posigdao 598, um outro
trabalho foi realizado posteriormente para a posigdo 237 do gene rfbS. A técnica de
PCR alelo-especifico demonstrou ser rapida, simples e barata. Além disso, foi
considerada Pullorum-especifica, uma vez que nao gerou amplicons com amostras de

outras bactérias nem com outras cepas de Salmonella analisadas, como Salmonella
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Gallinarum, Salmonella Dublin, Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhi, Salmonella
Typhimurium (DESAI et al. 2005).

Genes relacionados com a assimilagao de ornitina (speC e speF) também seriam
de interesse na diferenciacdo de SP e SG, tendo-se em vista que a expressado da
enzima ornitina descarboxilase (ODC) difere entre os dois sorovares.

CUNNINGHAM-RUNDLES & MAAS (1975) observaram colénias mutantes de
Escherichia coli que nao apresentavam crescimento satisfatério, por ndo serem
capazes de sintetizar a enzima ornitina descarboxilase (ODC). O gene envolvido com
tal funcdo foi designado speC. Os mesmos autores demonstraram que a
suplementacao de putrescina ou espermidina era capaz de reverter o quadro anterior,
permitindo que o crescimento celular ocorresse normalmente.

Posteriormente, KYRIAKIDIS et al. (1978) demonstraram a existéncia de
substancias que modulam a reacdo da enzima ODC, tanto favoravelmente quanto
inibindo sua acado. A presenga de substancias como putrescina em altas concentragoes,
estagio do crescimento bacteriano e pH, podem ativar ou inibir a ODC.

A putrescina € uma amina presente em células vivas e desempenha um
importante papel como precursor de espermidina. Estas duas substincias estao
relacionadas com o estimulo ao crescimento celular e sua regulagdo. Exceto para
certos mutantes, todos os organismos estudados s&o capazes de sintetizar a
putrescina, a maior parte pela acado de uma enzima denominada ornitina descarboxilase
a qual converte ornitina em putrescina (WRIGHT & BOYLE, 1982).

WRIGHT & BOYLE (1984) compararam o gene speC (responsavel pela
biossintese de ODC) de Escherichia coli e de outras bactérias e encontraram
sequéncias homodlogas de DNA em amostras de E. coli e de Salmonella. Segundo estes
autores existem trés classes de E. coli, com relagdo aos genes para sintese e
degradacao de ODC: a primeira classe que possui 0 gene speC ativo, a segunda que
possui um gene ativo e um inativo para a degradacdo de ODC e a terceira que possui
um gene ativo tanto para sintese quanto para degradacéo de ODC. Entre as amostras
comparadas, as de Salmonella apresentaram resultados compativeis com a terceira

classe, expressando atividade degradativa bem maior que sintética para ODC. Segundo
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PANAGIOTIDIS et al. (1987), a funcdo degradativa parece estar relacionada ao
aumento do pH do meio, necessario quando as células estdo se multiplicando e o pH
esta acido.

Genes relacionados com a descarboxilagdo da ornitina (speC e speF) estao
presentes tanto em SP quanto em SG. Quanto ao tamanho, eles sé&o similares nos
sorotipos Pullorum, Gallinarum, Typhimurium e diferem de S. Typhi (McCLELLAND et
al. 2001). Observa-se que em SP os genes speC e speF sdo expressos e a bactéria
apresenta reagao bioquimica positiva para a ornitina. J4 em SG n&o ocorre expressao
dos genes e a bactéria apresenta reagdo negativa para a ornitina. (TRABULSI &
EDWARDS, 1962; CHRISTENSEN, et al. 1992; LI, et al. 1993). Este é o padrao de
resultado esperado. Entretanto, com a constatacdo de reagdes atipicas em SP e SG
quanto a assimilacdo deste aminoacido, a diferenciacdo dos dois sorovares tem sido
dificultada. TRABULSI & EDWARDS (1962) consideram a prova da ODC a unica
confiavel para realizar a diferenciagao entre SP e SG, mas o comportamento bioquimico
atipico prejudicaria a separagao das duas.

Embora sejam semelhantes, os genes speC e speF de SP e SG poderiam
apresentar diferengas no que concerne aos sitios de clivagem por agado de enzimas de
restricdo (McCLELLAND et al. 2001; SAMBROOK & RUSSEL, 2001).

Na rotina laboratorial tem-se deparado com isolados de campo que apresentam
comportamento bioquimico atipico. Tal fato na maioria das vezes dificulta a separacao
entre S. Pullorum de S. Gallinarum, culminando com a demora na tomada de decisdes.
Sendo assim, neste sentido e com o propésito de abreviar o tempo necessario ao

diagndstico definitivo, os genes rfbS, speC e speF serao objeto deste trabalho.
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IV- MATERIAL E METODOS
4.1- Amostras utilizadas

Foram utilizadas estirpes de salmonelas provenientes de aves comerciais do
Brasil, obtidas junto a centros de referéncia do Brasil por meio do Laboratorio Nacional
Agropecuario (Lanagro-SP), 6rgao que coordena os exames de aves pelo PNSA, e
estirpes mantidas e/ou isoladas no laboratério de Ornitopatologia da FCAV / UNESP —
Jaboticabal. Também foram utilizadas duas cepas ATCC (American Type Collection
Culture), uma de SG (ATCC n° 9184) e outra de SP (ATCC n° 9120).

As amostras foram identificadas na Fundag¢ao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ-RJ) e no
Instituto Adolfo Lutz (IAL-SP), com base no comportamento bioquimico e provas
antigénicas com soros anti-antigenos somaticos (poli e monovalente) e flagelar
(polivalente) de salmonela.

Foram utilizadas 35 amostras de salmonela, sendo 21 de S. Gallinarum e 14 de
S. Pullorum, as quais estavam mantidas em agar nutritivo (DIFCO -213000) e foram
identificadas com numeracao de 01 a 21 e de 22 a 35 respectivamente. Dentre estas, a
cepa ATCC de SG foi identificada com o n° 10 e a cepa ATCC de SP com o n° 33.

Durante toda a fase de padronizacao dos testes, a escolha das amostras foi aleatdria.

4.2 - Diferenciacao de Salmonella Pullorum e Salmonella Gallinarum por meio da
técnica de PCR do gene rfbS

Avaliou-se a PCR alelo-especifica baseada em duas regides polimérficas

encontradas no gene rfbS: a da posi¢ao 598 e a da posicao 237, utilizando o sistema de
amplificagdo de mutacéo refrataria (ARMS), o qual baseia-se no principio do método de
PCR alelo-especifico.

Para a posicao 598 do gene rfbS, foi construido um forward primer capaz de
hibridizar tanto os genes de S. Gallinarum quanto de S. Pullorum (rfbSF). O reverse
primer rfbSG permite a amplificagdo apenas do gene rfbS de S. Gallinarum e o rfbSP
apenas do gene rfbS de S. Pullorum. Para esta posi¢cédo, os primers rfbSF, rfbSG e
rfbSP, foram preparados conforme a descrigdo de SHAH et al. (2005).
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O diagrama a seguir permite a visualizagdo de tais amplificagdes:

A-598
e
S. Gallinarum /bS gene
rfbSF PCR
—_— <3 — produto de 187 pb
—
#hSG  ("mismatch” dnico)
+hSF
— S —» X

e

rfhSP  ("mismatch” duplo)

G-598
<

S. Pullorum rfhS gene

rfhSF
—»

< — X
rh8SG  ("mismatch” duplo)
rfhSF
" PCR
—3P» produto de 187 pb

rfbSP ("mismatch” tinico)

Fig. 1. Diagrama mostrando o principio do método PCR alelo-especifico. rfbSF (forward primer capaz de
hibridizar os genes de SG e de SP). rfbSG (reverse primer que apresenta mismatch Unico com o gene
rfbS de SG e dois mismatches com o gene rfbS de SP). rfbSP (reverse primer com dois mismatches para
SG e um para SP). Apenas mismatches unicos permitem a amplificagao de PCR.

Para a posigao 237, foi construido um forward primer (rfbSFP) e um reverse
primer (rfbSPP), ambos capazes de hibridizar somente o gene rfbS de S. Pullorum.

Para o desenho dos primers, seguiu-se o trabalho descrito por DESAI et al. (2005).

4.2.1- Obtencado do DNA

O DNA utilizado nas provas moleculares foi obtido por dois métodos: um
segundo SOUMET et al. (1994) e o outro, a partir da colénia bacteriana segundo
SAMBROOK & RUSSEL (2001) e TURNER et al. (1998), com as descri¢goes a seguir.

4.2.1.1- Extracao de DNA segundo SOUMET et al. (1994
Considerando este método, foram feitas algumas modificagbes e o DNA das

amostras de SP e SG foi extraido seguindo as etapas do protocolo a seguir:
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1. As amostras de SP e SG foram cultivadas em caldo LB (Invitrogen 12780-052),
overnight a 37°C, sob agitagao;

2. Posteriormente, 1mL da cultura em caldo LB foi colocada em tubo tipo eppendorf de
1,5mL e depois centrifugado a 13.000 g por 3 min. (Centrifuga Mini Spin — Eppendorf);
3. Descartou-se o sobrenadante e o sedimento foi ressuspenso com 500uL de solugéo
salina Tris EDTA (TE) pH 8,0;

4. Repetiram-se as etapas de centrifugacao e descarte do sobrenadante mais uma vez;
5. O sedimento foi ressuspenso em 100uL de agua bidestilada estéril;

6. Em seguida, o tubo foi submetido a fervura por 8 min;

7. O material foi resfriado a temperatura ambiente, colocado a temperatura de 4 a 8°C

por 30 min e posteriormente estocado de -18 a -20°C.

4.2.1.2- Extracao de DNA a partir da colénia bacteriana segundo
SAMBROOK & RUSSEL (2001) e TURNER et al. (1998

Com relacdo a estes métodos, também foram feitas algumas modificagdes e o
DNA das amostras de SP e SG foi extraido seguindo as etapas do protocolo a seguir:
1. As amostras de SP e SG foram cultivadas em caldo LB overnight a 37°C, sob
agitacao;
2. Posteriormente as amostras foram semeadas em placas de Petri contendo agar LB,
incubadas a 37°C overnight,
3. Uma colbnia foi tocada suavemente e imersa diretamente em tubo tipo eppendorf de
1,5mL contendo 300uL de TE pH 8,0;
4. Procedeu-se a homogeneizacdo do material em vortex. Em seguida, o tubo foi
submetido a fervura por 10 min e depois centrifugado a 12.000 g por 3 min;
7. Foram transferidos 250uL para novo tubo, descartando-se o sedimento com o
volume restante;

8. Apds a extracdo, as amostras foram estocadas de -18 a -20°C.
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4.2.2- Composicao da solugdo empregada na PCR do gene rfbS, das
regioes polimorficas nas posicoes 598 e 237.

A solugéo empregada na PCR do gene rfbS, posicédo 598 foi similar a da posi¢ao
237, seguindo os trabalhos de SHAH et al. (2005) e DESAI et al. (2005) e em ambas,
utilizou-se os reagentes nas seguintes concentragdes: 23uL de uma solugao contendo
200nM d-NTPs; 25pmol de cada primer ; 2,5U de Super-Tag DNA polymerase; 10mM
de Tris (pH 9,0); 50mM de KCI; 1,4mM de MQgCly; 1% Triton X-100 e 2uL de DNA
(aproximadamente 100ng), com volume final de 25uL.

Para a PCR da regiao 598, os primers empregados em amplificagcbes SP-
especificas foram denominados rfbSF e rfbSP e em amplificagdes SG-especificas
utilizou-se o primer rfbSG no lugar do primer rfbSP

Com relagédo a PCR da regido 237, empregou-se os primers rfbSFP e rfbSPP

4.2.3- Composigoes alternativas empregadas na PCR do gene rfbS, das
regioes polimorficas nas posigoes 598 e 237

Foram preparadas composi¢des alternativas, tanto para a posicao 598 como
para a posicao 237, visando a padronizagcao da reagao molecular.

Nesta etapa, utilizou-se uma solugao padrao de reagentes, denominado X-Mix, o
qual era composto por: 19,21uL de H20O; 2,51uL de Tampao (10x Buffer); 0,76uL de
MgCl, (50mM); 2,51uL de dNTP, para o volume final de 25,0uL. Para a padronizagao
dos testes manteve-se constante a concentracdo dos primers, alterando-se as
concentracdes do X-Mix, da Tag DNA Polimerase, do DNA e do volume final para a

reacao (Quadro 1).
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Quadro 1. Composi¢des alternativas da solu¢gao empregada na PCR do

gene rfbS (posicoes 598 e 237), utilizando X-Mix

Componentes dareagao | TESTE1' | TESTE2' | TESTE 3’
X-Mix 28,5 uL 23,2 uL 25,0 pL
primer 0,5 uL (x2) | 0,5 uL (x2) | 0,5 uL (x2)

Tag DNA Polimerase 0,5 uL 0,8 uL 0,8 uL
DNA 5,0 uL 5,0 uL 3,2 uL
Total 35,0 uL 30,0 pL 30,0 pL

Testes adicionais foram realizados visando melhorar a nitidez da imagem a ser

observada durante a eletroforese. Nesta etapa, cada componente da reagdo (H:O,

Tampao, MgCl,, dNTP, primer, Tag DNA Polimerase e DNA) foi acrescentado a solugao

em concentragao variada em cada teste, como pode ser observado no quadro 2.

Quadro 2. Composi¢des alternativas da solugao empregada na PCR do

gene rfbS (posigcoes 598 e 237)

Componentes da reagcao| TESTEA | TESTEB | TESTEC | TESTED
H.O 19,2 uL 22,0 uL 15,0 uL 16,8 uL
Tampao 2,5uL 2,2 uL 2,0 uL 2,0 uL
MgCl; 0,8 uL 0,6 pL 1,0 uL 0,8 uL
dNTP 2,5uL 1,0 uL 0,7 uL 0,7 uL
primer 0,5 uL (x2)|0,4 uL (x2)|0,5 puL (x2)|0,5 uL (x2)
Tag DNA Polimerase 0,8 uL 0,4 uL 0,8 uL 0,5 uL
DNA 3,2 uL 3,0 uL 4,5 uL 3,2 uL
Total 30,0 uL 30,0 uL 25,0 uL 25,0 puL
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4.2.4- PCR do gene rfbS, utilizando a amplificagdo da regiao polimérfica de
posicao 598

4.2.4.1- Primers utilizados

Os primers que foram utilizados nas reagdes moleculares seguiram as

descrigdes de SHAH et al. (2005), conforme quadro a seguir.

Quadro 3. Primers utilizados na PCR do gene rfbS, posi¢céo 598

Identificagéo Regiao Sequéncia

do primer amplificada 553

rfbSF (forward primer) 431-451 5-GTATGG TTATTAGAC GTT GTT -3’
rfbSP (reverse primer) 617-597 5’- TAT TCA CGA ATT GAT ATATCC -3’
fbSG (reverse primer) 617-597 5°- TAT TCA CGA ATT GAT ATACTC -3°

As bases sublinhadas sao aquelas alteradas que foram incluidas na sequéncia
do primer e ndo complementam as sequéncias publicadas anteriormente, ja as bases

em negrito complementam aquelas apresentadas nas sequéncias de SP e SG.

4.2.4.2- Amplificagao do gene rfbS, da posigao 598

O termociclador (MyCycler - Thermal cycler - Bio-Rad) foi preparado com o
mesmo parametro de ciclos para ambas as PCRs alelo-especificas (para SP e SG),
seguindo o trabalho de SHAH et al. (2005).

As etapas consistiam de desnaturagao inicial a 94°C por 5 min, seguida pelas
seguintes reagdes repetidas por 30 vezes: 94°C por 1min para desnaturacéo, 60°C por

1min para pareamento, 72°C por 1min para extenséo e extensao final a 72°C por 5min.

4.2.4.3- Analise dos produtos de amplificagcao do gene rfbS, da posi¢cao 598

As amostras foram submetidas, juntamente com o marcador de peso molecular,
a eletroforese em gel de agarose a 1,5% (Invitrogen — 15510-019), sob uma corrente
elétrica de 80V por 1h (aparelho Powerpac HC — Bio-Rad). O gel foi entdo colocado sob
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luz ultravioleta e visualizado por fluorescéncia do brometo de etidio, utilizando-se
fotodocumentador (GELDOC 2000 - Bio-Rad).

4.2.5- PCR do gene rfbS, utilizando a amplificagao da regidao polimérfica de
posicao 237

4.2.5.1- Primers utilizados

Os primers que foram utilizados nas reagdes moleculares seguiram as

descrigdes de DESAI et al. (2005), conforme quadro a seguir.

Quadro 4. Primers utilizados na PCR do gene rfbS, posigao 237

|dentificag&o Regiéo Sequéncia

do primer amplificada 553

rfbSFP (forward primer) 111-131 | 5°- GAT CGA AAA AAT AGT AGA ATT -3°
rfbSPP (reverse primer) 237-216 5°- GCA TCA AGT GAT GAG ATA ATC -3°

As bases sublinhadas sdo aquelas alteradas que foram incluidas na sequéncia

do primer e ndo complementam as sequéncias publicadas anteriormente.

4.2.5.2- Amplificagao do gene rfbS, da posigao 237

O termociclador (MyCycler - Thermal cycler - Bio-Rad) foi preparado com o
parametro de ciclos, seguindo o trabalho de DESAI et al. (2005).

As etapas consistiam de desnaturagao inicial a 94°C por 5 min, seguida pelas
seguintes reagdes repetidas por 30 vezes: 94°C por 1min para desnaturacéo, 62°C por

1min para pareamento, 72°C por 1min para extenséo e extensao final a 72°C por 5min.

4.2.5.3- Analise dos produtos de amplificagcao do gene rfbS, da posi¢cao 237
As amostras foram submetidas, juntamente com o marcador de peso molecular,
a eletroforese em gel de agarose a 1,5% (Invitrogen — 15510-019), sob uma corrente

elétrica de 80V por 1h (aparelho Powerpac HC — Bio-Rad). O gel foi entdo colocado sob
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luz ultravioleta e visualizado por fluorescéncia do brometo de etidio, utilizando-se
fotodocumentador (GELDOC 2000 - Bio-Rad).

4.3- Diferenciacdo de Salmonella Pullorum e Salmonella Gallinarum por meio da

técnica de PCR dos genes speC e speF

Avaliou-se a PCR dos genes speC e speF em amostras de SP e SG. Para tanto,
foram construidos primers utilizando a sequéncia destes genes obtida em S.
Typhimurium (McCLELLAND et al. 2001). Posteriormente, foi empregada a técnica de

restricdo enzimatica.

4.3.1- Obtencao do DNA para PCR sem prévia extragdo segundo
SAMBROOK & RUSSEL (2001)

Para este método, o DNA das amostras de SP e SG foi obtido seguindo as
etapas do protocolo a seguir:
1. As amostras de SP e SG foram cultivadas em caldo LB overnight a 37°C, sob
agitacao;
2. Posteriormente as amostras foram semeadas em placas de Petri contendo agar LB e
incubadas a 37°C overnight,
3. Uma colbnia foi tocada suavemente e imersa diretamente em tubo tipo eppendorf de

1,5mL, o qual continha os reagentes de PCR.

4.3.2- Primers utilizados
Com base nos genes speC e speF encontrados em Salmonella Typhimurium
(McCLELLAND et al. 2001), foram elaborados os primers para serem utilizados nas

reacdes de PCR, conforme quadro a seguir.
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Quadro 5. Primers utilizados na PCR dos genes speC e speF

Identificagao Regiao Sequéncia
do primer amplificada 553
speC 1(forward primer) (3-22) 5- GAA ATC AAT GAA TAT TGC CG -3

speC 4(reverse primer) | (2100-2078) |5- ATC GGC ATC GGT CTC GCT ATATA -3’

speF 1(forward primer) (23 - 43) 5-TTA GCC GTC ATT GCC CGG ATT -3
speF 4(reverse primer) | (2160 - 2141) 5-ACG AGG TTT AAT GAC GTAGC -3

4.3.3- Composicao da solugdo empregada na PCR dos genes speC e speF

Utilizou-se uma solugdo padrdo de reagentes, denominado X-Mix, o qual era
composto por: 916uL H,O milli-Q, 120uL 10X buffer, 120uL ANTP (2mM), 36uL MgCI.

A solucdo empregada na PCR foi preparada com 30uL X-Mix; 0,5uL de cada
primer; 0,4uL Taq DNA polimerase (Invitroven 10342-020) e o material da colénia

bacteriana.

4.3.4- Amplificagao dos genes speC e speF

O termociclador (MyCycler - Thermal cycler - Bio-Rad) foi preparado com o
parametro de ciclos, seguindo SAMBROOK & RUSSEL, (2001).

As etapas consistiam de desnaturacéo inicial a 92°C por 3 min, seguida pelas
seguintes reacdes repetidas por 24 vezes: 92°C por 20 s para desnaturagdo, 50°C por

1min para pareamento, 72°C por 3min para extensao e extensao final a 72°C por 5min.

4.3.5- Analise dos produtos de amplificagao dos genes speC e speF

As amostras foram submetidas, juntamente com o marcador de peso molecular,
a eletroforese em gel de agarose a 1% (Invitrogen — 15510-019), sob uma corrente
elétrica de 80V por 3h (aparelho Powerpac HC — Bio-Rad). O gel foi entao colocado sob
luz ultravioleta e visualizado por fluorescéncia do brometo de etidio, utilizando-se
fotodocumentador (GELDOC 2000 — Bio-Rad).
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4.3.6- Digestao enzimatica do produto amplificado, segundo SAMBROOK &
RUSSEL, (2001)
Para a analise dos genes relacionados a metabolizagdo da ornitina (speC e

speF) nos sorotipos Pullorum e Gallinarum, testou-se aleatoriamente, as enzimas:

Eco R I (Invitrogen 15202-013) ---------- (Reconhece: 5- GLAATT C-3')
Sal | (Invitrogen 15217-011) ------------- (Reconhece: 5- GYLTCGA C-3')
Xba | (Invitrogen 15226-012) ------------ (Reconhece: 5- TVCTAG A-3))

Quadro 6. Quantidade dos reagentes utilizados na etapa de digestao enzimatica

Enzima Tampao H>O milli-Q Produto de PCR
EcoRI - 1uL Tamp&o 3-1pL 3uL 5puL
Sall -1uL Tampao 10 - 1uL 3ulL 5uL
Xbal -1uL Tampao 2 - 1uL 3ul 5uL

Cada solugdo enzimatica foi incubada a 37°C por 1h e 30min, conforme
instrugdes do fabricante (Invitrogen). A digestao foi interrompida adicionando-se 2 uL de
Stop Solution (20mL glicerol puro; 8mL EDTA 0,5 M pH 8,0; TRIS 1M pH 8,0; 2mL azul

de bromofenol 1%) a cada tubo de reagéo.

4.3.7 Analise dos produtos de amplificagcao dos genes speC e speF, apés a
digestao enzimatica

As amostras apds a digestao enzimatica foram submetidas, juntamente com o
marcador de peso molecular, a eletroforese em gel de agarose a 1% (Invitrogen —
15510-019), sob uma corrente elétrica de 80V por 1h e 30 min (aparelho Powerpac HC
— Bio-Rad). O gel foi entdo colocado sob luz ultravioleta e visualizado por fluorescéncia
do brometo de etidio, utilizando-se fotodocumentador (GELDOC 2000 — Bio-Rad).
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4.4- Estudo bioquimico das amostras segundo HOLT et al. 1993 e BRASIL, 1994:

ApoOs a etapa de reagdes moleculares, as cepas foram encaminhadas ao IAL-SP

para confirmacédo do sorotipo, sendo analisadas quanto ao comportamento bioquimico
segundo as provas de uréia, indol, triptofano desaminase, H,S, motilidade, sacarose,
glicose, produgao de gas, dulcita, maltose, mucato, salicina, celobiose, lisina, ornitina,
d-tartarato, tartarato de Jordan, gelatina, citrato e malonato. A seguir, os procedimentos

adotados e interpreta¢des de cada prova:

a) Utilizacao de uréia

Inoculou-se no caldo uréia, o qual continha indicador de pH, a cultura da amostra
a ser testada e incubou-se na temperatura de 35 a 37°C por 18 a 24 horas.

Observou-se a coloracdo do meio: em reacgdes positivas ha alteracao da cor
original do meio (alcalinizagdo), indicando a utilizacdo de uréia pela bactéria e em

reacdes negativas o meio permanece inalterado.

b) Producédo de H,S, prova de indol e de motilidade

Inoculou-se o meio SIM (Meio Sulfureto Indol Motilidade) por picada central, uma
aliquota da amostra atingindo 1cm de profundidade e incubou-se na temperatura de 35
a 37°C por 18 a 24 horas.

Observa-se a producdo de H,S pela bactéria (reagdo positiva), quando ha
escurecimento do meio no ponto ou ao redor da picada e em reagdes negativas o meio
permanece com a coloragao original.

Para a pesquisa de indol adiciona-se 5 gotas do reativo de Kovac’s na superficie
do meio. A imediata formacido de um anel vermelho indica reag¢ao positiva e de um anel
amarelo indica reagao negativa.

Na prova de motilidade, observa-se a multiplicagao da bactéria no meio: quando
limitada ao ponto da picada significa que a bactéria é imovel e quando é difusa que a

mesma apresenta motilidade.
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c) Triptofano desaminase

Semeou-se uma aliquota da cultura bacteriana no meio de triptofano e incubou-
se na temperatura de 35 a 37°C por 18 a 24 horas.

A constatacao de que a superficie do meio encontra-se verde escuro indica que a
bactéria utiliza o triptofano e portanto a reacéo € positiva e a superficie azulada, amarela

ou inalterada indica reagao negativa.

d) Utilizacdo dos carboidratos sacarose, dulcita, maltose, salicina, mucato,
celobiose, glicose e produgao de gas

Inoculou-se com uma gota de suspensao ténue bacteriana o tubo contendo meio
base com o carboidrato a ser testado, além do indicador de pH e incubou-se na
temperatura de 35 a 37°C, por 18 a 24 horas.

A alteracao de cor do meio indica que a bactéria utilizou o carboidrato e ocorreu
acidificagdo, enquanto que o meio inalterado indica reagdao negativa. Na prova da
utilizagdo da glicose observa-se a produgédo ou ndo de gas pela formagéao de bolha no

tubo de Durham.

e) Utilizagcao dos aminoacidos lisina e ornitina

Inoculou-se o caldo Muller contendo o aminoacido lisina ou ornitina. Incluiu-se o
tubo controle, o qual ndo continha aminoacido. Cobriu-se assepticamente, a superficie
dos mesmos com 4 a 5mm de 6leo mineral estéril e incubou-se na temperatura de 35 a
37°C, por até 96 horas.

Para que ocorra a utilizagdo do aminoacido, primeiramente ocorre acidificacdo do
meio (devido a utilizagdo de glicose presente) e posteriormente a utilizagdo ou ndo do
aminoacido. Portanto, a simples acidificagdo do meio indica reagdo negativa e a
realcalinizagdo indica a utilizacdo do aminoacido (reacédo positiva). No tubo controle

deve ser observada a acidificagao para validar o teste.
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f) d-Tartarato

Inoculou-se com uma gota de suspensido bacteriana o meio de d-tartarato e
incubou-se na temperatura de 35 a 37°C por no minimo 24 horas. Adicionou-se 0,5mL
de uma solugao saturada de acetato de chumbo ao meio e homogeneizou-se.

O aparecimento de precipitado indica que a reacao € positiva e a simples
turvacao que a reagao € negativa. A leitura € sempre realizada no primeiro dia e, se 0

resultado for negativo, procede-se a leituras adicionais com 3 e 7 dias.

g) Tartarato de Jordan

Inoculou-se o meio tartarato de Jordan por picada central da amostra e incubou-
se na temperatura de 35 a 37°C por 24 a 48 horas.

A alteragao de cor da superficie do meio indica que a bactéria utilizou o tartarato
presente no mesmo e a reagao € considerada positiva. Meio inalterado indica reagao

negativa.

h) Gelatina

Semeou-se o in6culo com agulha, realizando picadas no meio gelatina. Incubou-
se na temperatura de 36 °C por 48 horas e posteriormente, colocou-se o0 meio em
geladeira por 2 horas .

Se a bactéria for capaz de utilizar a gelatina por agdo da enzima gelatinase
(reagdo positiva), ira hidrolisar a gelatina e liquefazer o meio. Caso contrario, o meio

permanecera com a mesma consisténcia e a reagao sera negativa.

i) Caldo malonato e agar citrato

Semeou-se pequeno inéculo no caldo malonato e em estrias na superficie do
agar citrato e incubou-se na temperatura de 35 a 37 °C por até 72 horas.

A alcalinizagdo do meio (alteragdo de cor) indica que a bactéria € capaz de

utilizar o meio (reagao positiva) e em reagcdes negativas o meio permanece inalterado.
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V- RESULTADOS

5.1- Diferenciacao de S. Pullorum e S. Gallinarum pela analise do gene rfbS

5.1.1. Amplificagdo da regiao polimérfica de posicao 598

Segundo o trabalho de SHAH et al. (2005), nas reagdes com primers SP e
amostras de S. Pullorum é possivel visualizar uma banda de 187pb, enquanto nas
mesmas reagcdes com S. Gallinarum nenhum produto de amplificacao é observado. Ja
nas reagdes com primers SG e amostras de S. Gallinarum, a banda também é de
187pb, enquanto nas mesmas reagdées com S. Pullorum nenhum produto de

amplificagéo é visualizado.

5.1.1.1- DNA obtido pelo método de extragcao segundo SOUMET et al. (1994

Foram utilizadas as amostras de SG n®® 01 a 12 e 21; além das amostras de SP
n° 24, 25, 26 e 35. A escolha das amostras foi aleatoria, exceto para a de 21 que foi
escolhida devido ao comportamento bioquimico atipico apresentado.

Utilizando as amostras de S. Gallinarum (n°® 1 a 12) e os testes 1’ e 2’, ndo foi
possivel observar produtos de amplificacdo, tanto na presenga do Mix SG quanto do
Mix SP.

Entretanto, no teste 3’ realizado com as amostras de n®® 24, 25, 26 e 35 (todas
de S. Pullorum, sendo que a ultima diluida pelo acréscimo de 150uL de H,O aos 100uL
iniciais), foi observado um produto de amplificagdo de 187pb, quando em presenca do
Mix SP e nenhum produto frente ao Mix SG (Figura 2).

No teste anterior, para a amostra de SG n° 21 nao foi possivel observar

amplicons, independente do Mix utilizado (Figura 2).
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250 pb 187 pb

Fig. 2. Eletroforograma do Teste 3'. Amostra de SG (21). Amostras de SP (24, 25, 26 e 35). MM (1 Kb).
CN (H20 destilada ultrapura)

Dando continuidade, as amostras de S. Gallinarum (n°® 01 e 21) e S. Pullorum
(n®® 24 e 35) diluidas com o acréscimo de 150uL de H>O aos 100uL iniciais foram
submetidas a PCR.

Os resultados referentes aos testes A e B séo similares, sendo que os produtos
de amplificacdo de 187pb foram observados em amostras de SP, quando da utilizagao
do Mix SP. Entretanto, a amostra n° 35 apresentou banda com maior nitidez, quando
comparada a de n° 24. Ja para as amostras de SG nao foi possivel a visualizagdo de

amplicons (Figuras 3 e 4).

200 pb 187 pb

100 pb

187 pb

Fig. 3. Eletroforograma do Teste A. Amostras Fig. 4. Eletroforograma do Teste B. Amostras
de SG (01 e 21). Amostras de SP (24 e 35). de SG (01 e 21). Amostras de SP (24 e 35).
MM (1 Kb). CN (H20 destilada ultrapura) MM (1 Kb). CN (H,O destilada ultrapura)
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Nos testes C e D, os produtos de amplificagdo em amostras de SP utilizando Mix

SP apresentaram 187pb. Com a utilizagdo do Mix SG, apenas para a amostra de SG n°

01 foi visualizado o amplicon que era esperado, mas no teste C também foram

constatadas bandas inespecificas para as amostras de SP e Mix SG (Figuras 5 e 6).

MM 01 21 24 35 CN 01 21 24 35 CII\I
[ = P

Mix SG Mix SP

Fig. 5. Eletroforograma do Teste C.
Amostras de SG (01 e 21). Amostras
de SP (24 e 35). MM (1 Kb). CN
(H2O destilada ultrapura)

MM 01 21 24 35 CN 01 21 24 35 CN

. ¢ 187pb

Mix SG Mix SP

Fig. 6. Eletroforograma do Teste D.
Amostras de SG (01 e 21). Amostras
de SP (24 e 35). MM (1 Kb). CN
(H2O destilada ultrapura)

5.1.1.2. DNA obtido pelo método de extragao a partir da coldénia bacteriana
segundo SAMBROOK & RUSSEL (2001) e TURNER et al. (1998)

Foram utilizadas as amostras de SG n°® 01, 10, 11 e 21; além das de SP n®® 24,

31, 32 e 35. A escolha das amostras foi aleatéria, exceto para os n°® 21, 31 e 32 que

foram escolhidos devido ao comportamento bioquimico atipico apresentado.

Realizou-se a PCR seguindo a composi¢ao de cada solugao presente nos testes

A, B, C e D, conforme pode ser observado nas figuras 7, 8, 9 e 10, respectivamente.
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Nos testes A e B, as reagdes com Mix SP apresentaram amplificagao especifica
para amostras de SP. Dentre as reagbes com Mix SG, apenas a amostra 10 apresentou
amplicon, com a diferenca que no teste A, as bandas visualizadas apresentaram-se
mais nitidas do que os observados no teste B (Figuras 7 e 8).

TR

AR e . aEmme o« 187pb

Fig. 7. Eletroforograma do Teste A. Amostras de SG (01, 10,
11 e 21). Amostras de SP (24, 31, 32 e 35). MM (1 Kb). CN
(H.O destilada ultrapura)

- o e g <—— 187pb

- Mix SG - Mix SP

Fig. 8. Eletroforograma do Teste B. Amostras de SG (01, 10,
11 e 21). Amostras de SP (24, 31, 32 e 35). MM (1 Kb). CN
(H2O destilada ultrapura)
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Para os testes C e D, as reagdes com Mix SP apresentaram a banda de 187pb
para amostras de SP, mas também ocorreu amplificagao inespecifica para a amostra de
SG n° 10. Em relagdo as reagdes com Mix SG, para todas as amostras de SG foi
possivel a visualizacdo de bandas especificas, apesar da presenca de amplificacoes
inespecificas para todas amostras de SP. Entretanto, como pode ser observado, as

amplificagdes inespecificas ocorreram em menor intensidade no teste D do que no teste
C (Figuras 9 e 10).

MM 01 10 11 21 24 31 32 35 CN MM 01 10 11 21 24 31 32 35 CN

mmmm <« 1870
-

e ml
i
|
o mEl

-'-'--' »

Mix SG Mix SP

Fig. 9. Eletroforograma do Teste C. Amostras de SG (01, 10,
11 e 21). Amostras de SP (24, 31, 32 e 35). MM (1 Kb). CN
(H2O destilada ultrapura)

MM 01 10 11 21 24 31 32 35 CN MM 01 10 11 21 24 31 32 35 CN
3% & & 4 @@ F E i mEpENPFE®F

smes T L R 4— 187pb

Mix SG Mix SP

Fig. 10. Eletroforograma do Teste D. Amostras de SG (01, 10,
11 e 21). Amostras de SP (24, 31, 32 e 35). MM (1 Kb). CN
(H2O destilada ultrapura)
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Em relacdo ao teste D apresentado na Figura 11, observa-se que as amostras de
SG apresentaram produto de amplificacdo de 187pb em reagcbes com reverse primer

SG-especifico e as amostras de SP em reagdes com reverse primer SP-especifico. Em
adicdo, nao foram observadas bandas inespecificas.

187pb ——p

187 pb

Fig. 11. Eletroforograma do Teste D. Amostras de SG (05, 06, 07, 08, 09, 10,

11,12, 13, 14, 15 e 21). Amostras de SP (22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 34 e
36). MM (1 Kb). CN (H,O destilada ultrapura).
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Na Figura 12 estdo os resultados relativos ao teste D, onde observa-se que as
amostras de SG apresentaram produto de amplificacdo de 187pb em reagdes com
reverse primer SG-especifico. Com relagdo as amostras de SP, inclusive as de n°* 31 e
32 que apresentam comportamento bioquimico atipico (ODC-), foi possivel observar
bandas de tamanho idéntico ao relatado anteriormente, em rea¢des com reverse primer

SP-especifico.

Fig. 12. Eletroforograma do Teste D. Amostras de SG (01, 02, 03, 04). Amostras de SP (30,
31, 32, 33). MM (1 Kb). CN (H,O destilada ultrapura).

5.1.2. Amplificagao da regidao polimérfica de posigao 237

Segundo DESAI et al. (2005), nas reagbes com primer SP e amostras de S.
Pullorum, é possivel visualizar uma banda de 147pb, originaria da amplificagédo do gene
rfbS na posigao 237.

5.1.2.1- DNA obtido pelo método de extragcao segundo SOUMET et al. (1994)
Utilizando seis amostras de S. Pullorum e trés de S. Gallinarum e os testes de

otimizacao 2’ e 3’, nao foi possivel observar produtos de amplificagao.
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Entretanto, utilizando os testes C e D e as amostras 01 e 21 (SG), 24 e 35 (SP),
todas diluidas com acréscimo de 150uL de H,O aos 100uL iniciais, foi possivel
observas os produtos de amplificagdo das amostras de SP com o Mix SPP (Figuras 13
e 14).

MM 01 21 24 35 CN

S <« 147
-

Mix SPP

Fig. 13. Eletroforograma do Teste C.
Amostras de SG (01 e 21). Amostras
de SP (24 e 35). MM (1 Kb). CN
(H2O destilada ultrapura)

MM 01 21 24 35 CN

- s —— 147 pb

& .

Mix SPP

Fig. 14. Eletroforograma do Teste D.
Amostras de SG (01 e 21). Amostras
de SP (24 e 35). MM (1 Kb). CN
(H2O destilada ultrapura)
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5.1.2.2. DNA obtido pelo método de extracao de DNA a partir da col6nia
bacteriana segundo SAMBROOK & RUSSEL (2001) e TURNER et al. (1998

Foram utilizadas as amostras 01, 10, 11 e 21 de SG; além das amostras 24, 31,
32 e 35 de SP. As amostras 31 e 32 foram escolhidas por apresentarem
comportamento bioquimico atipico. As demais amostras foram escolhidas
aleatoriamente para os testes de otimizacgao.

No teste C, as reagcbes com Mix SPP apresentaram uma banda de 147pb para
as amostras de SP, sendo que também ocorreu amplificacido inespecifica para a
amostra 10 (SG) (Figura 15).

VI 01 5010 ] 1o e 1eieD dte31ep a3 0egd Sl EN,
| S M R I A —

.
-
Mix SPP

Fig. 15. Eletroforograma do Teste C.
Amostras de SG (01, 10. 11 e 21).
Amostras de SP (24, 31, 32 e 39).
MM (1 Kb). CN (H,O destilada
ultrapura)
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No teste D, as reagdes com Mix SPP apresentaram a amplificacdo esperada
para amostras de SP, sendo que nao houve amplificacdo inespecifica evidente para a

amostra 10 (Figura 16).

MM 01 10 11 21 24 31 32 35 CN

Al W o = . -

ey <« 147pb

' L
Mix SPP -

Fig. 16. Eletroforograma do Teste D.
Amostras de SG (01, 10. 11 e 21).
Amostras de SP (24, 31, 32 e 35).
MM (1 Kb). CN (H,O destilada

ultranura)

5.2- Diferenciacido de S. Pullorum e S. Gallinarum pela analise dos genes speC e

speF
5.2.1- Padronizagao da PCR

Inicialmente, realizou-se a amplificagdo dos dois genes em algumas amostras de

SG e SP e os resultados foram analisados. Para o gene speC, o padrao de bandas
observado foi de 2098pb, tanto em amostras de SG quanto de SP. Para o gene speF,
foi possivel observar uma banda especifica, de 2138pb e outra inespecifica, maior que

a anterior (Fig. 17).
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Na tentativa de diferenciar os dois sorovares, os trabalhos foram conduzidos com

o estudo do gene speC

<«—— 2138pb
2098 pb

-

Fig. 17. Eletroforograma demonstrando a amplificacdo dos genes
speC e speF em amostras de SP e SG. Banda 1: MM (1 Kb), bandas
2 e 3: amostras de SG e gene speC, bandas 4 e 5: amostras SP e
gene speC. Bandas 6 e 7 e Bandas 8 e 9: idem para o gene speF.
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5.2.2- Tratamento enzimatico do produto de PCR (genes speC e speF)

Mesmo tendo sido eleito o gene speC para os estudos futuros, ambos (speC e
speF) foram utilizados nesta etapa. A analise eletroforética revelou que a enzima Sal |
nao permitiu a diferenciacdo entre os dois sorovares, pois as bandas visualizadas em
SG e SP séao idénticas. Com relagcao aos perfis gerados pela digestdo com as enzimas
Xba | e Eco R |, observa-se que ambas permitiram a diferenciacdo entre SP e SG pela
analise dos fragmentos obtidos (Fig.18). Considerando o custo referente a metodologia

de tratamento enzimatico, a enzima Eco RI foi a escolhida.

2000 bp —p

Fig. 18. Eletroforograma apos tratamento enzimatico dos
genes speC e speF em amostras de SP e SG, utilizando as
enzimas Eco RI, Sall e Xba |. MM (1Kb),
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5.2.3- Amplificagcdao do gene speC e tratamento com a enzima Eco Rl nas
amostras estudadas

A eletroforese em gel de agarose revelou que os fragmentos gerados sao
idénticos nos sorovares Pullorum e Gallinarum, mesmo quando se analisa amostras
atipicas (S. Pullorum 31 e 32) (Fig. 19).

<«——— 2098bp

Fig.19. Eletroforograma: PCR das
amostras 31 e 32 (SP atipicas);
amostras 08 e 09 (SG); MM (1 Kb).
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Apos o tratamento enzimatico, as amostras puderam ser visualizadas por
eletroforese, como demonstra a figura 18. Amostras de S. Pullorum apresentaram uma

banda, enquanto que em S. Gallinarum n&o foi observada banda visivel (Fig 20).

<«——— 2098 bp
1650 bp —

Fig.20. Eletroforograma: MM (1 Kb); amostras 31 e 32 (SP
atipicas); amostras 08 e 09 (SG); apds tratamento enzimatico
(a) e PCR do gene speC (b).



40

Amostras de S. Pullorum que apresentam comportamento bioquimico tipico
puderam ser visualizadas no gel de agarose, ap6s o tratamento com a enzima Eco RI
(Figura 21).

<«—— 1650 bp

Fig.21. Eletroforograma: amostras 23 a 29 (SP
com reagéo bioquimica tipica) apos o tratamento
enzimatico; MM (1 Kb).
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A eletroforese da amostra 21 de S. Gallinarum, a qual apresenta reagao
bioquimica atipica e demais amostras de SG, as quais apresentam reagao bioquimica
tipica (Fig.22).

ML 17 SO 92 1 "2 1
a b a b a b

= - 2098 bp
2000 bp —p .

Fig.22. Eletroforograma: amostra 21 (SG
atipica); demais amostras (reacgdes
tipicas); PCR do gene speC (a); apds
tratamento enzimatico (b); MM (1 Kb),

5.3- Caracterizacao bioquimica

As 35 amostras foram caracterizadas em S. Pullorum e S. Gallinarum, levando
em consideracao reagdes bioquimicas observadas em cada meio de cultura.

Nas provas de indol, triptofano, motilidade, sacarose, glicose, citrato, malonato,
lisina, maltose, dulcita, salicina, celobiose, tartarato, gelatina e mucato, todas as 14
amostras de SP e as 21 de SG apresentaram resultado compativel com o sorotipo em
questdo (Quadro 8a).

Entretanto, na prova de descarboxilagdo da ornitina, foi constatada reagao
bioquimica atipica em duas amostras de SP (negativas) e em uma de SG (positiva),

identificadas no quadro 8b.



42

Quadro 8a. Comportamento bioquimicos das 35 amostras de S. Pullorum e S. Gallinarum

uréia ind. trip. mot. sac. gas gli. HxS* citr. malon. lis. mal. dul. salic. celob.* tart. gel. muc

SP - - - - - - + + - - + - - - - - - -

SG - - - - - - + + - - + + + + + + + +

indol (ind.), triptofano (trip.), motilidade (mot.), sacarose (sac.), glicose (gli.), citrato (citr.), malonato (malon.), lisina
(lis.), maltose (mal.), dulcita (dul.), salicina (salic.), celobiose (celob.), tartarato (tart.), gelatina (gel.), mucato (muc.).
( * ) positividade tardia; (**) positividade aos 7 dias; ( - ) resultado negativo; ( + ) resultado positivo.

Quadro 8b. Resultados bioquimicos das 35 amostras de S. Pullorum e S. Gallinarum quanto a assimilagdo de

ornitina
AMOSTRAS ANALISADAS QUANTO A ASSIMILACAO DA ORNITINA
S. Pullorum S. Gallinarum
Resultado tipico Resultado atipico Resultado tipico Resultado atipico
12 (+) 2 (-) 20 (-) 1(+)

(- ) resultado negativo; ( + ) resultado positivo.
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VI- DISCUSSAO

A Pulorose e o Tifo Aviario (causados pela S. Pullorum e S. Gallinarum
respectivamente), acarretam prejuizos econdmicos a produg¢ao avicola, razao pela qual
exigem controle permanente. Os agentes etiolégicos possuem estruturas antigénicas
semelhantes e a diferenciacdo de ambos baseia-se em provas bioquimicas. As vezes,
os resultados bioquimicos n&o oferecem a segurancga desejada.

NOBREGA (1935), utilizando procedimentos laboratoriais da época, ja se referia
a dificuldade em separar SP de SG. Até mesmo o esquema de Kauffmann-White,
descrito em 1934 e atualizado recentemente (POPPOFF, 2001), tdo amplamente
utilizado na identificagdo dos sorovares de Salmonella, atualmente ndo permite realizar
tal diferenciagéo.

Considerando que estirpes de S. Pullorum e S. Gallinarum atipicas quanto ao
comportamento bioquimico, sdo muitas vezes isoladas, fato que dificulta e atrasa a
identificacdo do sorotipo, torna-se imprescindivel a utilizagdo de outra ferramenta para
este mesmo propésito, para que medidas sanitarias cabiveis sejam adotadas. Levando
em consideragao estas dificuldades, o presente trabalho foi delineado na tentativa de
contribuir para a diferenciagao dos dois sorovares, utilizando técnicas moleculares.

Estudos envolvendo o gene rfbS, presente em salmonelas do grupo D (incluindo
os sorovares Pullorum e Gallinarum), foram inicialmente conduzidos por VERMA et al.
(1988). Este trabalho serviu de embasamento para a padronizagdo de um sistema de
amplificagdo de mutacao refrataria, o qual foi desenvolvido por SHAH et al. (2005).
Esses autores utilizaram um kit genérico de purificacdo de DNA (Dneasy Tissue Kit —
Quagen, USA). No presente estudo, em substituicdo a este kit, foram utilizados dois
meétodos de extracdo de DNA das amostras de SP e SG, sendo um deles preconizado
por SOUMET et al. (1994), com algumas modificacdes.

Inicialmente, os trabalhos foram desenvolvidos de acordo com as
recomendagdes de SHAH et al, (2005) para amplificar a regido polimérfica do gene rfbS

na posicao 598. Entretanto, face a dificuldade em reproduzir os resultados obtidos pelos
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autores, tentou-se a padronizagdo da técnica, variando-se as concentragcbes dos
reagentes.

Em uma fase preliminar, utilizando-se testes com diferentes concentragdes de
X-Mix, Taq e DNA e conforme o método de extragdo segundo SOUMET et al. (1994),
apenas a PCR de amostras de SP e Mix SP, empregando o teste que continha a
menor quantidade de DNA, apresentou o resultado esperado, ou seja, um produto
que originava uma banda de 187pb (Figura 2). Comparando-se os resultados obtidos
nesta etapa, observa-se que em apenas uma amostra (n° 35), da qual o DNA foi
previamente diluido, obteve-se a melhor visualizacdo do amplicon e a menor
quantidade de DNA retida no poco de aplicacéo. Os resultados deixaram antever que
o excesso de DNA estava prejudicando a visualizagao do fragmento obtido. Assim
sendo, passou-se a diluir o DNA das amostras previamente, para dar prosseguimento
ao trabalho.

Durante a padronizacdo da PCR, os componentes foram individualmente
acrescentados, tendo-se como base o teste A. Em comparagdo com o teste A, no
teste B a concentragdo de todos os componentes foi diminuida, mantendo-se o
volume final. No teste C, as concentragdes de primer e Taq permaneceram
constantes, aumentaram-se as concentragbes da solugdao de MgCl, e de DNA e
diminuiu-se a concentracdo dos demais componentes. No teste D, o qual € uma
variacdo do teste C, as concentragdes de MgCl,, primer e DNA permaneceram
constantes e os demais reagentes foram alterados. Prosseguindo, ainda conforme o
método de extragdo segundo SOUMET et al. (1994) e utilizando os testes
previamente descritos, os resultados foram um pouco melhores, mas ainda
inconsistentes. Nos testes A, B e C os resultados foram similares, sendo observado
um fragmento de 187pb em reagdes com as amostras de SP e Mix SP (Figuras 3, 4 e
5). No teste C, também foi possivel visualizar em uma amostra de SG frente ao Mix
SG, o aparecimento do amplicon esperado, contudo, as reagdes entre SG e o Mix SP
também apresentaram uma banda de 187pb, tornando este teste indesejavel.
Provavelmente, o aumento na concentracdo do DNA foi o fator que propiciou o

aparecimento de bandas inespecificas. Ja no teste D nao foram encontradas reagoes
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inespecificas e as amostras de SP apresentaram o resultado esperado (Figura 6).
Apenas em uma amostra de SG observou-se tracos de amplificagdo, demonstrando
assim, que as concentragdes dos componentes utilizados neste teste poderiam estar
proximas da ideal.

Diante dos resultados obtidos e tendo-se em vista que ndo se observou o
padrdao de bandas que era esperado para as amostras de SG, mesmo com o
emprego de diversas concentragdes de reagentes, decidiu-se pela utilizagdo do
método de extracdo térmica a partir da colénia bacteriana seguindo as
recomendagdes de SAMBROOK & RUSSEL (2001) e TURNER et al. (1998. Estes
autores sugerem a realizacdo da PCR a partir do cultivo de Salmonella em meio
semi-solido, ou seja, da coldnia bacteriana pura, esperando-se que ndo ocorra a agao
de substancias interferentes, como pode ocorrer quando a amostra apresenta-se em
meio de cultura liquido. Com o DNA obtido por este ultimo método de extracdo, os
resultados foram mais consistentes. Comparando os testes A e B, o padrdo de
bandas foi similar, mas os produtos de amplificacdo no teste B apresentaram menor
intensidade, o que ja era esperado, pois a concentragao de todos os reagentes neste
teste estava diminuida (Figuras 7 e 8). Visualizou-se bandas de 187pb para amostras
de SP e Mix SP e dentre as reagdes com Mix SG apenas uma amostra de SG
apresentou amplificacdo. No teste C, reacdes entre as amostras de SP e Mix SP
apresentaram bandas de 187pb (Figura 9). Entretanto, as mesmas amostras com o
Mix SG também apresentaram o padrao de bandas anterior. Em relacdo as amostras
de SG, ocorreu amplificacdo em todas as amostras utilizando Mix SG. Assim como
neste teste e o método de extragdo anterior, o aumento na concentracdo do DNA
provavelmente foi o item que possibilitou o aparecimento de bandas inespecificas em
amostras de SP. No teste D, os resultados foram similares aos encontrados no teste
C (Figura 10). Entretanto, as amplificagdes inespecificas ocorreram em menor
intensidade, sem interferir nos resultados.

Considerando os resultados obtidos durante a fase de padronizacao, utilizou-se o
meétodo de extracao térmica a partir da colonia bacteriana e os componentes da solugao

empregados no teste D para a analise das demais amostras estudadas.



46

Analisando as amostras objeto deste estudo, foi possivel observar a
amplificacdo do gene rfbS, posicao 598 de SP, frente ao Mix SP e de SG com o Mix
SG pela visualizagdo de uma banda de 187pb, sem a ocorréncia de reacgdes
inespecificas. E importante salientar que as amostras com comportamento bioquimico
atipico com relagao a prova da ornitina, SG 21, SP 31 e SP 32, apresentaram bandas
de amplificagdo de 187pb frente ao Mix especifico do sorovar, semelhantemente aos
resultados encontrados para as demais amostras (Figuras 11 e 12).

No trabalho de SHAH et al. (2005) a metodologia para diferenciacdo dos
sorovares Pullorum e Gallinaum nao apresentou 100% de especificidade para as
amostras de SP. Diante de tais resultados, DESAI et al. (2005), posteriormente,
analisando o mesmo gene rfbS mas na posi¢ao 237, conseguiram com sSucesso a
padronizagcao da PCR, com a visualizagdao de uma banda de 147pb em amostras de
SP. Considerando que este ultimo trabalho complementava os resultados obtidos por
SHAH et al. (2005), ele também foi utilizado no intuito de diferenciar as amostras de SP
e SG em questéo.

Com a extracdo de DNA seguindo o método adotado por SOUMET et al. (1994),
observou-se que tanto no teste C quanto no D, as reagdes com Mix SPP apresentaram
a amplificacao esperada de um fragmento de 147pb, na presenga de SP, enquanto que
com as amostras de SG nao houve amplificagdo, como era de se esperar (Figuras 13 e
14). Por outro lado, utilizando a extragdo do DNA pelo método de extragdo térmica a
partir da coldnia bacteriana segundo SAMBROOK & RUSSEL (2001) e TURNER et al.
(1998), o padrao de bandas foi distinto daqueles observados anteriormente (Figuras 15
e 16). No teste C foi possivel observar que o fragmento de 147pb estava presente na
PCR de amostras de SP, mas amplificagcdes inespecificas também foram observadas
com SG.

A semelhanga do encontrado no trabalho de DESAI et al. (2005), a PCR
realizada para a amplificagdo da posigéo 237 do gene rfbS, utilizando os dois métodos
de extracdo de DNA e com a concentracdo dos reagentes do teste D, apresentou as

amplificagdes desejadas, sem o aparecimento de reacgdes inespecificas. Os mesmos
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resultados também foram observados em amostras de SP atipicas, ou seja, um
fragmento de 147pb.

A diferenciagcdo de SP e SG também foi tentada com base na amplificagcdo dos
genes speC e speF. Estes genes estao relacionados com a metabolizagdo da ornitina e
sendo esta uma das provas discriminatorias entre SP e SG, a amplificagdo dos mesmos
poderia revelar diferengas entre os dois sorovares. Além disso, tendo-se em vista que
amostras de SP e SG apresentando comportamento bioquimico atipico sdo objeto
deste estudo, a analise dos genes speC e speF destas amostras poderia ser util na
distincdo entre os dois sorovares.

Durante a padronizacdo da PCR, utilizou-se as informagdes contidas em
SAMBROOK & RUSSEL (2001) sobre a concentracdo dos componentes, as etapas da
amplificacdo e da analise dos fragmentos, visto que ainda n&o se tinha informacdes
sobre a PCR para amplificagao destes genes.

Inicialmente, foram utilizadas aleatoriamente algumas amostras de SP e SG para
a amplificacdo dos genes speC e speF, os quais apresentavam 2098pb e 2138pb,
respectivamente (Figura 17). O fragmento de 2098pb foi observado apdés a amplificagao
do gene speC, tanto em amostras de SP quanto de SG. Em contrapartida, para o gene
speF, além da banda de 2138pb, outro fragmento inespecifico e bem maior que o do
proprio gene também foi visualizado nas amostras de SP e SG. Os resultados obtidos
nesta etapa subsidiaram os trabalhos posteriores, utilizando apenas o gene speC.

Levando em consideragao que o sequenciamento de speC em SP e SG nao
estava disponivel, os trabalhos foram conduzidos a medida que os resultados iam
sendo obtidos, embasados no fato de que a expresséo de tal gene em S. Pullorum é
oposta da observada em SG. Com relagdo ao gene speC, o qual esta relacionado com
a descarboxilacdo da ornitina e o resultado para esta prova é diferente em SP e em SG
(SP positivo e SG negativo), poderia inferir-se que a sequiéncia de bases nitrogenadas
do gene speC, presente em cada sorovar também seria distinta. Neste sentido, o uso
de enzimas de restricdo poderia ser um instrumento util na diferenciagdo de SP e SG,
visto que o sitio de clivagem em cada uma das duas salmonelas poderia revelar

fragmentos de tamanhos diferentes apds a acao da enzima de restrigao.
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Foram utilizadas as enzimas Sal |, Xba | e Eco RI aleatoriamente, por nao se ter
conhecimento da acdo das mesmas sob o gene speC (Figura 18). Os resultados
obtidos ap6s a metodologia de tratamento enzimatico com a enzima Sal | ndo permitiu
diferenciar os dois sorovares e sendo assim, a mesma foi descartada. Com relacio as
enzimas Xba | e Eco Rl, ambas apresentaram potencial para diferenciacdo entre S.
Pullorum e S. Gallinarum e devido a disponibilidade e ao custo de cada uma, a enzima
Eco RI foi escolhida para utilizagao neste trabalho.

A analise das 13 amostras de SP e 20 de SG isoladas no Brasil e das duas
cepas de referéncia (ATCC) revelou que os fragmentos gerados para cada sorovar é
distinto. Mesmo quando analisou-se as cepas de comportamento bioquimico atipico
para a prova da ornitina (SG 21, SP 31 e SP 32), os resultados foram idénticos em cada
Salmonella (Figuras 19 a 22).

Tendo como base as informagdes contidas no trabalho de SHAH et al. (2005), é
de se ressaltar que o mesmo nao foi reproduzido com facilidade, tendo em vista a
necessidade de testar varias concentragdes de reagentes, no intuito de padronizar a
reacao. Entretanto, apos definir a concentragdo dos reagentes a ser utilizada na reagao
de PCR, o sistema de amplificacdo de mutacgao refrataria para o gene rfbS, posicao 598
foi extremamente util na diferenciagao entre amostras de SP e SG, mesmo quando
estas apresentavam reagdes atipicas quanto a assimilacdo da ornitina. O mesmo
comentario pode ser feito para o trabalho de DESAI et al. (2005), o qual refere-se
também ao gene rfbS, mas na posi¢gao 237. Portanto, ambos sao factiveis, dentro das
condi¢des do experimento.

Neste trabalho, os genes speC e speF relacionados com a assimilacdo da
ornitina também foram objeto de estudo, devido as caracteristicas distintas entre SP e
SG para esta prova. Foi possivel demonstrar que estes genes apresentam suas
sequéncias de bases diferentes, fato demonstrado apds o uso de enzimas de restricao.
Apoés a padronizagao da técnica, o gene speC das amostras de SP e SG foi submetido
a acao da enzima Eco RI, possibilitando a diferenciacdo entre elas, inclusive quando
amostras com comportamento atipico na prova da ornitina eram analisadas. Tais

resultados subsidiam trabalhos posteriores no intuito de sequenciar o gene em questao
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e com estas informacdes disponiveis, elaborar primers especificos para a regidao de
seqiiéncia distinta, comparando as duas salmonelas. A semelhanca dos trabalhos
realizados por SHAH et al (2005) e DESAI et al (2005), é provavel que a construgao
destes primers possam substituir o uso de enzimas de restricdo e assim, diminuir o
custo da técnica e o trabalho para realiza-la.

E importante esclarecer que os resultados bioquimicos encontrados em algumas
amostras ndo condiziam com a identificagao original. Por este motivo, foi necessaria a
confirmacédo no IAL, fato que propiciou o esclarecimento quanto a tipificacdo das
mesmas.

Desta forma, justifica-se a utilizagdo dos protocolos descritos aqui no intuito de
aprimorar a distingcdo entre Samonella Pullorum e Salmonella Gallinarum, realizando-a
com rapidez e assim, contribuir para a correta tomada de decisido visando a adogao de
medidas para o controle em areas endémicas, onde a pulorose / tifo aviario esta

presente em criagdes avicolas
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VII- CONCLUSOES

Dentro do modelo experimental adotado, concluiu-se que:

- A diferenciagao entre S. Pullorum e S. Gallinarum pode ser realizada pela analise do
gene rfbS na posigao 598, utilizando a extragao térmica de DNA segundo SAMBROOK
& RUSSEL (2001) e TURNER et al. (1998) e a concentracado de reagentes descrita no
teste D;

- A andlise do gene rfbS na posi¢ao 237, utilizando a extragao térmica de DNA segundo
SAMBROOK & RUSSEL (2001) e TURNER et al. (1998) e segundo SOUMET et al.
(1994), e a concentragao de reagentes descrita no teste D, mostrou-se também eficaz

no intuito de diferenciar os dois sorovares;

- A digestao enzimatica do gene speC, utilizando a enzima Eco Rl demonstrou ser uma
técnica molecular eficiente na diferenciacdo dos sorotipos Pullorum e Gallinarum,

mesmo quando se analisa amostras atipicas quanto a assimilagdo da ornitina;

- A utilizagado dos protocolos descritos neste trabalho pode ser adotado no intuito de
contribuir para a tomada de decisdo no campo, uma vez que ha reducdo no tempo

necessario para que se tenha em maos o diagnostico definitivo;

- Estudos futuros devem ser realizados dentro do propdsito de sequenciar o gene speC
e construir primers especificos da regido diferenciada em SP e SG. Desta forma, é
possivel que a PCR deste gene seja ainda mais aperfeicoada e assim apresente maior

rapidez e menor custo.
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