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RESUMO

SalmonellgS) Enteritidis tem sido uma das bactérias mais implicadas em casos de infec¢des alimentares, sendo a
investigacao de sua epidemiologia realizada por diferentes métodos fenotipicos e genotipicos. Dentre as técnicas de tipificagcao
de bactérias, a técnicaslagle-enzyme amplified fragment length polymorp(&BAFLP) é um dos métodos mais recente-
mente descritos, apresentando boa confiabilidade e facil aplicacdo. No presente trabalho, a SE-AFLP foi comparada com as
técnicas fenotipicas de fagotipificacdo (PT) e determinagdo da sensibilidade a antimicrobianos (DSA) e genotipicas de rep-PCR
(seqiiéncias repetitivas REP, ERIC e BOX) e deteccéo de genes de viruléncepifeegsC). Foram analisadas 20 amostras
deS Enteritidis, sendo onze isoladas de suinos da Regido Sul do Brasil e nove amostras oriundas de outros paises. A caracte
rizacéo destas amostras pelas técnicas de PT, DSA, presenca de genes de viruléncia e rep-PCR foi descrita em unottabalho anteri
O poder discriminatdrio obtido pelas técnicas foi calculado pelo indice de diversidade de SIngsSE(AFLP encontrou
um numero maior de perfis e obteve uma maior capacidade discriminatoria do que as outras técnicas genotipicas, embora sel
D tenha sido menor do que o das técnicas fenotipicas. Desta forma, ficou demonstrada a importancia da utilizacao conjunta de
técnicas fenaotipicas e genotipicas na caracterizacdo de amoSr&nteitidis.

Descritores: SalmonellaEnteritidis, SE-AFLP, genotipagem, suino, epidemiologia.

ABSTRACT

SalmonellgS) Enteritidis is one of the most reported bacteria in outbreaks of food borne disease and its epidemiology
has been investigated by different phenotyping and genotyping based methods. Fingerprinting by SE-AFLP is one of the most
recent methods, presenting easy application and reproducibility. In the present study, the SE-AFLP method was compared with
two phenotyping techniques; phage typing (PT) and antimicrobial susceptibility (DSA) and two genotyping techniques; rep-
PCR (repetitive sequences REP, ERIC and BOX) and detection of virulence genespigeardsp\C). For these, 20 samples
were analyzed, being eleven of swine origin from the Southern Region of Brazil and nine samples from other countries. The
techniques of phage typing, DSA, presence of virulence genes and rep-PCR were performed in a previous study. For the accom-
plishment of the SE-AFLP, the technique was performed using the restriction éfimgirtie The discriminatory power obtained
by the techniques was calculated by the Simpson’s index of divéd}itB€tween the genotypic based techniques, the SE-

AFLP evidenced a higher number of profiles and obtained a best discriminatory capacity. HowBweashewer than both
phenotypic based technigues. The results evidenced the importance of the combined use of phenotypic and genotypic techni-
ques forSalmonellaEnteritidis typing.

Key words: SalmonelleEnteritidis, SE-AFLP, genotyping, swine, epidemiology.
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INTRODUGAO rep-PCR foram realizadas em trabalho ant¢zar A

A salmonelose é uma das zoonoses de mai®SA foi realizada conforme preconizado pelo NCCLS
importancia no mundo devido a perdas economicass]. A sensibilidade das amostras foi testada frente aos
causadas na producdo animal e por sua implicag8eguintes antimicrobianos: acido nalidixico (30 mg),
em salde publicaz,28} Dentre os mais de 2000 soro-ampicilina (10 mg), cefalotina (30 mg), ciprofloxacina
vares desta bactéria, o Enteritidss Enteritidis), ap6s (5 mg), cloranfenicol (30 mg), gentamicina (10 mg),
a década de 90, passou a ser 0 mais isolado de alimggtreptomicina (10 mg), nitrofurantoina (300mg) nor-
tos de origem animal e surtos de infeccéo aliment@ioxacina (10 mg), tetraciclina (30 mg) e sulfonamida
em seres humangg17,23,25,27] (300 mg). A deteccéo de genes de viruléncia foi reali-

Medidas efetivas de controle 8aEnteritidis  7ada através de PCR, com iniciadores para os genes
podem ser estabelecidas identificando sua fonte dg\r esp\C. A técnica de rep-PCR foi realizada uti-
contaminagdo e rastreando epidemiologicamente 9ando iniciadores para REP (REP1R-l e REP2-I),

isolado implicado dentro da cadeia produtiva animakgr|c (ERICIR e ERIC2) e BOX (BOX1R).
Tradicionalmente, esta investigacdo epidemiolbgica

tem se baseado em caracteristicas fenotipigapo-  SE-AFLP
rém, estas técnicas possuem algumas limitacbes. Nos O método genotipico utilizado foi o SE-AFLP
dltimos anos, o desenvolvimento da biologia moleculdv,22] modificado. Para avaliagdo desta técnica, o DNA
levou ao estabelecimento de novos métodos de tip@tal foi obtido de culturas incubadas por 24 h a 37°C
gem baseados no genétipo de microrganisprms conforme protocolo anteriormente desaatg. Aliquo-
Entre estas, um dos mais recentes metodos de tipifitas contendo 4 pg de DNA foram clivadas com 2 U de
cao por PCR, single-enzymamplified fragment length Hind Il1?, utilizando tampao especifico da enzima, num
polymorphism(SE-AFLP), vem apresentando um 6ti-volume final de 80 pL. A reacdo de ligacéo foi reali-
mo potencial de discriminacdn22]. zada a 16°C, contendo 5 puL de DNA clivado, 0,2 ug
Baseado nisto, o objetivo deste estudo foi avate cada oligonucleotideo adaptddarU de T4 DNA
liar a capacidade discriminatoria da técnica de SE-AFLijasé e tamp&o especifico da enzima, em um volume
para a caracterizacdo de isoladoSdenteritidis, com-  final de 20 pL. O DNA ligado foi precipitado e ressus-
parando esta técnica com técnicas fenotipicas e outfasnso em 10 mM Tris-HCI pH 8,0 com 1 mM EDTA.
técnicas genotipicas que haviam sido executadas €53 fragmentos foram amplificados por PCR, onde
um trabalho anterior com estas mesmas amastias foram utilizados quatro iniciadores que diferiram no
altimo oligonucleotideo da extremidade 3’, sendo A,
T, C ou G (referidos como iniciadores A, T, C e G). A

Amostras ut|I|zadas|_ d i PCR foi realizada utilizando-se 2,5 mM Mg@0 pmol
Foram analisadas 20 amostrassdénteritidis, de um Gnico iniciador (A, T, C ou G) e 1 U Taq

sendo qnze oriundas de carne_ € derlvadqs de SUIMSNA Polimerase. A eletroforese foi realizada em gel
e nove isoladas de surtos de infec¢do alimentar em agarodel 5%, Os géis foram corados com brometo
humanos. As amostras suinicolas foram coletadas na _: .. N . .

38 etidio (0,5 pg/mL) e visualizados em transluminador

Regido Sul do Brasil (Rio Grande do Sul e Santa Catg- . . .
rina) durante o perodo de 1995 a 2001. As amostr§§ luz ultra-violeta. A SE-AFLP foi realizada com todas

de humanos foram isoladas em outros paises (Albén?as, amostras duas vezes.

Eqito, Itdlia, Tanzénia e Zimbabue), ndo havendo infornalise dos fragmentos

macao sobre o ano de isolamento. Todas as amostras O poder discriminatériolY) foi determinado
utilizadas eram epidemiologicamente néo-relacionadaglo indice de diversidade de Simpson, que calcula a
e haviam sido previamente isoladas, sorotipificadas gobabilidade da técnica de tipagem assinalar como

fagotipificadag20]. Como controle das técnicas mole-distintas duas amostras nio relacionadas e randomica-
culares, foi utilizada a amostra 13076Ataerican  mente selecionadas de uma populagfio

type culture collectio(ATCC).

Determinacéo da sensibilidade a antimicrobianos,

deteccéo de genes de viruléncia e rep-PCR O numero de produtos de amplificagdo por per-
As técnicas de determinagdo da sensibilidadd de SE-AFLP variou de quatro a doze, situando-se

a antimicrobianos, deteccdo de genes de virulénciaeatre 200 pares de bases (pb) e 2400 pb (Figura 1).

MATERIAIS E METODOS

RESULTADOS
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Apenas as bandas situadas entre 200 pb e 1800 pb fo-
ram analisadas. Os iniciadores testados apresentar
um perfil predominante para a maioria das amostre
(Al, C1, G1 e T1). Individualmente, foram obtidos dois =
perfis diferentes com o iniciador T, quatro perfis com o

=
iniciadores A e G e cinco perfis com o iniciador C. O - =
perfis ndo predominantes incluiram apenas uma ou du E li
E

Al A2 A% A4 TI T2 OO0 £ L8 04 O8O oo O DM

amostras. Os resultados desta técnica e sua relagao

as demais técnicas estdo expostos na Tabela 1.
Ao analisar o poder discriminatorio pelo in-

dice de diversidade de Simpson, a SE-AFLP gerou

menorD com o iniciador T (0,19) e 0 maior com o0 C

£y P : : jgura 1.Visualizagdo da eletroforese realizada em gel de aga-
(0,37), com uma média do indice de diversidade d:(Ej)se 1,5% dos produtos da SE-AFLP, com os perfis distintos

Simpson obtido, com todos os iniciadores, igual a 0,28, 405 com os iniciadores A (AL A2,A3eAd), T(T1eT2),C
Comparando a SE-AFLP com as demais técnicas gene1,c2,C3,C4eC5)eG (G1, G2, G3 e G4). Obs.: mesmo tama-
tipicas testadas, rep-PCR e a presencga de genes de vihe, seguindo no paragrafo. M: marcador molecular de 100 pb.

e a antimi-

75



Streck A.F.,Vaz C.S.L.,Marks F.S., Oliveira S.D.,Cardoso M.R.I.& Canal C.W.2007. Anélise do poder discriminatério da SE-AFLP
para Salmonella Enteritidis frente a outras técnicas fenotipicas e genotipicas. Acta Scientiae Veterinariae. 35: 73-78.

léncia, observa-se que essas apresentaram um mefd0, 0,00 e 0,19, respectivamente. Por sua vez, os mé-
poder de discriminacédo para o grupo de isolados itedos fenotipicos aplicados nestas amostras geraram
cluidos no estudo. Por sua vez, as técnicas fenotipices) alto grau de diversidade. A DSA apreseridoa
fagotipificacdo e DSA, apresentar@vbastante supe- 0,93 e a PTD = 0,83. Ao todo, foram encontrados
rior a média obtida pela SE-AFLP. treze distintos perfis na técnica de DSA e seis perfis
na técnica de PT, ndo sendo possivel determinar a pre-
senca de um perfil predominante.

Nos ultimos anos, &. Enteritidis tem sido a Os melhores resultados encontrados com a

principal causadora de doengas transmitidas por aff=-AFLP frente as demais técnicas genotipicas refe-
mentos no Estado do Rio Grande do Sul, gerando gast§§1-S€, possiveimente, as diferencas de alvo das dis-
publicos com hospitalizagéo e perdas de dias de tratf#ilas técnicas. A rep-PCR baseia-se na amplificagao
lho [2,17). Por outro lado, o Brasil, na qualidade de paid€ regioes entre sequiéncias repetitivas que se encon-
exportador, sofre pressdes comerciais para que sé[fdl! €Sparsas no cromossomo bacteriano, sem funcao
produtos de origem animal estejam livres deste patg€finida ou conhecida. Da mesma forma, a técnica
geno, gerando a necessidade da implementacao e deteccao de genes de viruléncia explora regioes
tecnologias para seu controle. Diversas técnicas feridenicas especificas que, por sua importancia para o

tipicas e genatipicas vém sendo empregadas para a%%t—o geno, estdo sujeitas a uma pequena variabilidade.

Porém, nestes estudos, existem poucas abordagens oS i . PR
Lo . . como alvo regides que flanqueiam o sitio de clivagem
oferecam uma analise comparativa entre um nimerp . .
. L a enzima de restricadliphd ). Outra vantagem
mais amplo de técnicas.

: desta técnica sobre as demais é a utilizacdo de quatro
No presente trabalho, examinamos uma cole-. . o
~ . . ) iniciadores (A, C, G e T), possibilitando encontrar um
céo deS. Enteritidis de origem suina e humana, cole-__. . , : :
. . . __maior numero de perfis, oriundos da diferenga de um
tadas no periodo entre 1995 e 2001 através da técnica, .. o o .
de SE-AFLP. As técnicas de fagotinificacio Oleterminucleotldeo na regido de anelamento do iniciador. Ja
' gotipicacao, é diversidade de perfis e o valorDesncontrados com

DISCUSSAO

nagdo da sensibilidade a antimicrobianos, deteccdo § técnicas fenotipicas foram superiores inclusive a

gere_s de viruléncia e rep-PCR, realf|zadas flm esltfnica de SE-AFLP. Entretanto, a expressao de um
anterior com as mesmas amosteag; foram utiliza- .5 g1ep fenotipico é suscetivel de modificar-se quando

das para comparacao e fornecer suporte aos resu“aggscondigées ambientais variargm sendo, portanto,
obtidos com a SE-AFLP. Para realizar esta comparganos estavel que o perfil genotipico

¢ao, foi determinado o indice de diversidade de Simp- A téchica de AFLP & um dos mais recentes mé-

son[g], que é frequentemente utilizado com esta fingyqos de tipagem molecular descritg e vem sendo
lidade[4.24]. _utilizada para o estudo epidemioldgico de diversas

A técnica de SE-AFLP apresentou um perfily,ctariagis,16,29,30) Dentre as diferentes formas de
que predominou na maioria das amostras com Q8alizaco da técnica de AFIH14,29,32] a SE-AFLP
quatro iniciadores (A1, C1, G1 e T1) testados. Aléra yma modificacdo da técnica que tem apresentado
deste perfil predominante, também gerou alguns perfigsyitados confiaveil,22. Como vantagens sobre a
distintos em algumas amostras com cada iniciadogkF| p, ¢ uma técnica mais simples de executar, e o fato
resultando em quatro padrées com o iniciador A Ofe sua eletroforese poder ser realizada em gel de aga-
G, cinco com o C e apenas dois com o T. O valor d@se proporciona sua aplicacdo em laboratérios de
D obtido foi de 0,28, 0,37, 0,28 e 0,19 para os iniCigpequeno porte. Outra vantagem é que, por utilizar
dores A, C, G e T, respectivamente. Os métodos gendipenas uma enzima de restricdo, a SE-AFLP gera pa-
picos de deteccdo de genes de viruléncia e rep-P@bes de bandas menos complexos que a AFLP, po-
também apresentaram, com todos seus iniciadoresgd@ndo ser interpretada sem o auxilio de programas
presenca de um perfil predominang@\R: presenca; especificos. Pelo seu custo mais acessivel, facilidade
sp\C: presenca; REP: R1; ERIC: E1 e BOX: B1). Cde execucéo e interpretacdo de resultados, a SE-AFLP
valor deD apresentado pelos iniciadosgsR esp\C  ja foi considerada uma boa alternativa inclusive ao
foi de 0,10 para ambos, enquanto que os iniciadoreso do PFGE, técnica padrao-ouro em tipagem atual-
de rep-PCR, REP, ERIC e BOX, apresentafamle = mente[12,13]
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Estudos recentes utilizando a SE-AFLP para Da mesma forma, outras técnicas genotipicas
caracterizagéo d8 Enteritidis também verificaram devem ser testadas para alcangar um indice de discri-
a presenca de boa capacidade discriminatéria. Em esinacdo mais adequado.
tudo envolvendo amostras 8eEnteritidis de origem
avicola, a SE-AFLP também gerou um perfil predomi-
nante, porém, conseguiu diferenciar todos os sorovares A técnica de SE-AFLP mostrou um maior po-

testadog31]. Ao analisar 172 isolados @eEnteritidis  der discriminatério no grupo de isoladosS##monella
de distintas origens, a técnica de SE-AFLP foi capaznteritidis originario de surtos de infeccdo alimentar
de obter 12 distintos perfjs3], demonstrando possuir em humanos e produtos de suinos do que a rep-PCR
bom poder discriminatorio. e a deteccdo de gerssu Dentre os iniciadores testa-
No presente trabalho, a técnica de SE-AFLRyqs, ¢ iniciador C gerou os melhores resultados. En-
obteve resultados superiores aos encontrados coMi@ganto a discriminacdo alcancada foi inferior a das
técnicas genotipicas que haviam sido empregad@gnicas fenotipicas (fagotipificagio e DSA), torando
anteriormente. Entretanto, os presentes resultados t"’\ﬂhispensével a associacdo de técnicas fenotipicas com

bém indicam que as técnicas genotipicas testadas a&SE_AELP para uma melhor caracterizagdo de amos-
sentam uma capacidade discriminatdria limitada PatAL < 4eS Enteritidis

isolados dé& Enteritidis epidemiologicamente néo rela-

cionados, confirmando o carater clonal atribuido aégradecimentos. Agradecemos ao Conselho Nacional de

sorovar Enteritidig23]. Por isto, a utilizagdo da técnica Pesenvolvimento Cientifico e Tecnol6gico — CNPg/Brasil,

de SE-AFLP como método dnico de tipagem [&ra gue apoiou o presente trabalho e forneceu bolsa aos autores
e . .. .AF Strecke C.S.L. Vaz.

Enteritidis ndo deve ser recomendada. A partir disto,

as técnicas de determinacéo da sensibilidade a antimi- NOTAS INFORMATIVAS

crobianos e fagotlplfl_cagaio devem ser associadas P& mentas, EUA.

uma melhor discriminacdo das amostras em estudggyitrogen, Brasil.

epidemiolégicos. 3Gibco, Brasil.
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