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Análise do poder discriminatório da SE-AFLP para Salmonella
Enteritidis frente a outras técnicas fenotípicas e genotípicas

Comparison of the discriminatory power of SE-AFLP for Salmonella
Enteritidis with other phenotypic and genotypic techniques

André Felipe Streck1, Clarissa Silveira Luiz Vaz1, Fernanda Simone Marks1,
Sílvia Dias de Oliveira2, Marisa Ribeiro de Itapema Cardoso3 & Cláudio Wageck Canal1

RESUMO

Salmonella (S.) Enteritidis tem sido uma das bactérias mais implicadas em casos de infecções alimentares, sendo a
investigação de sua epidemiologia realizada por diferentes métodos fenotípicos e genotípicos. Dentre as técnicas de tipificação
de bactérias, a técnica de single-enzyme amplified fragment length polymorphism (SE-AFLP) é um dos métodos mais recente-
mente descritos, apresentando boa confiabilidade e fácil aplicação. No presente trabalho, a SE-AFLP foi comparada com as
técnicas fenotípicas de fagotipificação (PT) e determinação da sensibilidade a antimicrobianos (DSA) e genotípicas de rep-PCR
(seqüências repetitivas REP, ERIC e BOX) e detecção de genes de virulência (genes spvR e spvC). Foram analisadas 20 amostras
de S. Enteritidis, sendo onze isoladas de suínos da Região Sul do Brasil e nove amostras oriundas de outros países. A caracte-
rização destas amostras pelas técnicas de PT, DSA, presença de genes de virulência e rep-PCR foi descrita em um trabalho anterior.
O poder discriminatório obtido pelas técnicas foi calculado pelo índice de diversidade de Simpson (D). A SE-AFLP encontrou
um número maior de perfis e obteve uma maior capacidade discriminatória do que as outras técnicas genotípicas, embora seu
D tenha sido menor do que o das técnicas fenotípicas. Desta forma, ficou demonstrada a importância da utilização conjunta de
técnicas fenotípicas e genotípicas na caracterização de amostras de S. Enteritidis.

Descritores: Salmonella Enteritidis, SE-AFLP, genotipagem, suíno, epidemiologia.

ABSTRACT

Salmonella (S.) 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 genes (genes spvR and spvC). 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 enzyme Hind III. The discriminatory power obtained
by the techniques was calculated by the Simpson’s index of diversity (D). Between the genotypic based techniques, the SE-
AFLP evidenced a higher number of profiles and obtained a best discriminatory capacity. However, the D was lower than both
phenotypic based techniques. The results evidenced the importance of the combined use of phenotypic and genotypic techni-
ques for Salmonella Enteritidis typing.

Key words: Salmonella Enteritidis, SE-AFLP, genotyping, swine, epidemiology.
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INTRODUÇÃO

A salmonelose é uma das zoonoses de maior
importância no mundo devido a perdas econômicas
causadas na produção animal e por sua implicação
em saúde pública [27,28]. Dentre os mais de 2000 soro-
vares desta bactéria, o Enteritidis (S. Enteritidis), após
a década de 90, passou a ser o mais isolado de alimen-
tos de origem animal e surtos de infecção alimentar
em seres humanos [2,17,23,25,27].

Medidas efetivas de controle da S. Enteritidis
podem ser estabelecidas identificando sua fonte de
contaminação e rastreando epidemiologicamente o
isolado implicado dentro da cadeia produtiva animal.
Tradicionalmente, esta investigação epidemiológica
tem se baseado em características fenotípicas [10], po-
rém, estas técnicas possuem algumas limitações. Nos
últimos anos, o desenvolvimento da biologia molecular
levou ao estabelecimento de novos métodos de tipa-
gem baseados no genótipo de microrganismos [10].
Entre estas, um dos mais recentes métodos de tipifica-
ção por PCR, o single-enzyme amplified fragment length
polymorphism (SE-AFLP), vem apresentando um óti-
mo potencial de discriminação [7,22].

Baseado nisto, o objetivo deste estudo foi ava-
liar a capacidade discriminatória da técnica de SE-AFLP
para a caracterização de isolados de S. Enteritidis, com-
parando esta técnica com técnicas fenotípicas e outras
técnicas genotípicas que haviam sido executadas em
um trabalho anterior com estas mesmas amostras [20].

MATERIAIS E MÉTODOS

Amostras utilizadas

Foram analisadas 20 amostras de S. Enteritidis,
sendo onze oriundas de carne e derivados de suínos
e nove isoladas de surtos de infecção alimentar em
humanos. As amostras suinícolas foram coletadas na
Região Sul do Brasil (Rio Grande do Sul e Santa Cata-
rina) durante o período de 1995 a 2001. As amostras
de humanos foram isoladas em outros países (Albânia,
Egito, Itália, Tanzânia e Zimbábue), não havendo infor-
mação sobre o ano de isolamento. Todas as amostras
utilizadas eram epidemiologicamente não-relacionadas
e haviam sido previamente isoladas, sorotipificadas e
fagotipificadas [20]. Como controle das técnicas mole-
culares, foi utilizada a amostra 13076 da American
type culture collection (ATCC).

Determinação da sensibilidade a antimicrobianos,
detecção de genes de virulência e rep-PCR

As técnicas de determinação da sensibilidade
a antimicrobianos, detecção de genes de virulência e

rep-PCR foram realizadas em trabalho anterior [20]. A
DSA foi realizada conforme preconizado pelo NCCLS
[18]. A sensibilidade das amostras foi testada frente aos
seguintes antimicrobianos: ácido nalidíxico (30 mg),
ampicilina (10 mg), cefalotina (30 mg), ciprofloxacina
(5 mg), cloranfenicol (30 mg), gentamicina (10 mg),
estreptomicina (10 mg), nitrofurantoína (300mg) nor-
floxacina (10 mg), tetraciclina (30 mg) e sulfonamida
(300 mg). A detecção de genes de virulência foi reali-
zada através de PCR, com iniciadores para os genes
spvR e spvC. A técnica de rep-PCR foi realizada uti-
lizando iniciadores para REP (REP1R-I e REP2-I),
ERIC (ERIC1R e ERIC2) e BOX (BOX1R).

SE-AFLP

O método genotípico utilizado foi o SE-AFLP
[7,22] modificado. Para avaliação desta técnica, o DNA
total foi obtido de culturas incubadas por 24 h a 37°C
conforme protocolo anteriormente descrito [21]. Alíquo-
tas contendo 4 µg de DNA foram clivadas com 2 U de
Hind III 1, utilizando tampão específico da enzima, num
volume final de 80 µL. A reação de ligação foi reali-
zada a 16°C, contendo 5 µL de DNA clivado, 0,2 µg
de cada oligonucleotídeo adaptador2, 1 U de T4 DNA
ligase1 e tampão específico da enzima, em um volume
final de 20 µL. O DNA ligado foi precipitado e ressus-
penso em 10 mM Tris-HCl pH 8,0 com 1 mM EDTA.
Os fragmentos foram amplificados por PCR, onde
foram utilizados quatro iniciadores que diferiram no
último oligonucleotídeo da extremidade 3’, sendo A,
T, C ou G (referidos como iniciadores A, T, C e G). A
PCR foi realizada utilizando-se 2,5 mM MgCl

2
, 20 pmol

de um único iniciador (A, T, C ou G) e 1 U de Taq
DNA Polimerase. A eletroforese foi realizada em gel
de agarose3 1,5%. Os géis foram corados com brometo
de etídio (0,5 µg/mL) e visualizados em transluminador
de luz ultra-violeta. A SE-AFLP foi realizada com todas
as amostras duas vezes.

Análise dos fragmentos

O poder discriminatório (D) foi determinado
pelo índice de diversidade de Simpson, que calcula a
probabilidade da técnica de tipagem assinalar como
distintas duas amostras não relacionadas e randomica-
mente selecionadas de uma população [8].

RESULTADOS

O número de produtos de amplificação por per-
fil de SE-AFLP variou de quatro a doze, situando-se
entre 200 pares de bases (pb) e 2400 pb (Figura 1).
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Apenas as bandas situadas entre 200 pb e 1800 pb fo-
ram analisadas. Os iniciadores testados apresentaram
um perfil predominante para a maioria das amostras
(A1, C1, G1 e T1). Individualmente, foram obtidos dois
perfis diferentes com o iniciador T, quatro perfis com os
iniciadores A e G e cinco perfis com o iniciador C. Os
perfis não predominantes incluíram apenas uma ou duas
amostras. Os resultados desta técnica e sua relação com
as demais técnicas estão expostos na Tabela 1.

Ao analisar o poder discriminatório pelo ín-
dice de diversidade de Simpson, a SE-AFLP gerou o
menor D com o iniciador T (0,19) e o maior com o C
(0,37), com uma média do índice de diversidade de
Simpson obtido, com todos os iniciadores, igual a 0,28.
Comparando a SE-AFLP com as demais técnicas geno-
típicas testadas, rep-PCR e a presença de genes de viru-

Figura 1. Visualização da eletroforese realizada em gel de aga-
rose 1,5% dos produtos da SE-AFLP, com os perfis distintos
obtidos com os iniciadores A (A1, A2, A3 e A4), T (T1 e T2), C
(C1, C2, C3, C4 e C5) e G (G1, G2, G3 e G4). Obs.: mesmo tama-
nho, seguindo no parágrafo. M: marcador molecular de 100 pb.

.múN síaP TP ASD * PER CIRE XOB Rvps Cvps aPLFA cPLFA gPLFA tPLFA

10 lisarB .dN xlaN,rtS 1R 1E 1B + + 1A 1C 1G 1T

20 lisarB a6 tiN 1R 1E 1B + + 1A 1C 1G 1T

30 lisarB 6 epmA,tiN,rtS,xmS 1R 1E 1B + + 1A 1C 1G 1T

40 lisarB a6 tiN,neG,teT,rtS 1R 1E 1B + + 1A 1C 1G 1T

50 lisarB a6 neG,teT,rtS,xmS 1R 1E 1B + + 1A 1C 1G 1T

60 lisarB .dN tiN,xmS 1R 1E 1B + + 2A 2C 2G 2T

70 lisarB a6 tiN,neG,teT,rtS 1R 1E 1B + + 1A 1C 1G 1T

80 lisarB .dN xlaN,tiN,teT,xmS,lhC 1R 1E 2B - - 3A 3C 3G 2T

90 lisarB a7 tiN 1R 1E 1B + + 1A 1C 1G 1T

01 lisarB a6 tiN,rtS 1R 1E 1B + + 1A 1C 1G 1T

11 lisarB .dN tiN,neG 1R 1E 1B + + 1A 1C 1G 1T

21 ainâznaT 4 xmS 1R 1E 1B + + 1A 1C 1G 1T

31 eubábmiZ 4 - 1R 1E 1B + + 1A 1C 1G 1T

41 ailátI 11 tiN 1R 1E 1B + + 1A 1C 1G 1T

51 otigE 4 tiN,rtS,xmS 1R 1E 1B + + 1A 1C 1G 1T

61 ainâblA 6 tiN 1R 1E 1B + + 1A 1C 1G 1T

71 ailátI 11 tiN 1R 1E 1B + + 1A 1C 1G 1T

81 ainâznaT 9 epmA,rtS,xmS,lhC 2R 1E 3B + + 4A 4C 4G 1T

91 ainâblA 6 - 1R 1E 1B + + 1A 1C 1G 1T

02 eubábmiZ 4 xmS 1R 1E 1B + + 1A 5C 1G 1T

12 CCTA ** .dN - 1R 3E 1B + - 1A 1C 1G 1T

D ** 38,0 39,0 01,0 00,0 91,0 01,0 01,0 82,0 73,0 82,0 91,0

Tabela 1. País e origem das amostras analisadas, juntamente com o fagotipo (PT), determinação da sensibilidade a antimi-
crobianos (DSA)*, perfil de REP, ERIC e BOX-PCR, presença de genes de virulência (spvR e spvC) e perfil obtido pelos dife-
rentes iniciadores utilizados na técnica de SE-AFLP (A, C, G ou T).

*Ácido nalidíxico (Nalx), ampicilina (Ampe), cefalotina (Cef), ciprofloxacina (Cipx), cloranfenicol (Chl), estreptomicina (Str), gentamicina (Gen),
nitrofurantoína (Nit), norfloxacina (Nor), tetraciclina (Tet) e sulfonamida (Smx). ** A amostra ATCC 13076 não foi considerada no cálculo de D.
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0,10, 0,00 e 0,19, respectivamente. Por sua vez, os mé-
todos fenotípicos aplicados nestas amostras geraram
um alto grau de diversidade. A DSA apresentou D =
0,93 e a PT D = 0,83. Ao todo, foram encontrados
treze distintos perfis na técnica de DSA e seis perfis
na técnica de PT, não sendo possível determinar a pre-
sença de um perfil predominante.

Os melhores resultados encontrados com a
SE-AFLP frente às demais técnicas genotípicas refe-
rem-se, possivelmente, às diferenças de alvo das dis-
tintas técnicas. A rep-PCR baseia-se na amplificação
de regiões entre seqüências repetitivas que se encon-
tram esparsas no cromossomo bacteriano, sem função
definida ou conhecida. Da mesma forma, a técnica
de detecção de genes de virulência explora regiões
gênicas específicas que, por sua importância para o
patógeno, estão sujeitas a uma pequena variabilidade.
A SE-AFLP, por sua vez, realiza uma análise indiscri-
minada em todo o cromossomo bacteriano, utilizando
como alvo regiões que flanqueiam o sítio de clivagem
da enzima de restrição (Hind III). Outra vantagem
desta técnica sobre as demais é a utilização de quatro
iniciadores (A, C, G e T), possibilitando encontrar um
maior número de perfis, oriundos da diferença de um
nucleotídeo na região de anelamento do iniciador. Já
a diversidade de perfis e o valor de D encontrados com
as técnicas fenotípicas foram superiores inclusive à
técnica de SE-AFLP. Entretanto, a expressão de um
caráter fenotípico é suscetível de modificar-se quando
as condições ambientais variarem [3], sendo, portanto,
menos estável que o perfil genotípico.

A técnica de AFLP é um dos mais recentes mé-
todos de tipagem molecular descritos [10] e vem sendo
utilizada para o estudo epidemiológico de diversas
bactérias [15,16,29,30]. Dentre as diferentes formas de
realização da técnica de AFLP [9,14,29,32], a SE-AFLP
é uma modificação da técnica que tem apresentado
resultados confiáveis [7,22]. Como vantagens sobre a
AFLP, é uma técnica mais simples de executar, e o fato
de sua eletroforese poder ser realizada em gel de aga-
rose proporciona sua aplicação em laboratórios de
pequeno porte. Outra vantagem é que, por utilizar
apenas uma enzima de restrição, a SE-AFLP gera pa-
drões de bandas menos complexos que a AFLP, po-
dendo ser interpretada sem o auxílio de programas
específicos. Pelo seu custo mais acessível, facilidade
de execução e interpretação de resultados, a SE-AFLP
já foi considerada uma boa alternativa inclusive ao
uso do PFGE, técnica padrão-ouro em tipagem atual-
mente [12,13].

lência, observa-se que essas apresentaram um menor
poder de discriminação para o grupo de isolados in-
cluídos no estudo. Por sua vez, as técnicas fenotípicas,
fagotipificação e DSA, apresentaram D bastante supe-
rior a média obtida pela SE-AFLP.

DISCUSSÃO

Nos últimos anos, a S. Enteritidis tem sido a
principal causadora de doenças transmitidas por ali-
mentos no Estado do Rio Grande do Sul, gerando gastos
públicos com hospitalização e perdas de dias de traba-
lho [2,17]. Por outro lado, o Brasil, na qualidade de país
exportador, sofre pressões comerciais para que seus
produtos de origem animal estejam livres deste pató-
geno, gerando a necessidade da implementação de
tecnologias para seu controle. Diversas técnicas feno-
típicas e genotípicas vêm sendo empregadas para a ca-
racterização epidemiológica deste patógeno [1,5,6,11,19].
Porém, nestes estudos, existem poucas abordagens que
ofereçam uma análise comparativa entre um número
mais amplo de técnicas.

No presente trabalho, examinamos uma cole-
ção de S. Enteritidis de origem suína e humana, cole-
tadas no período entre 1995 e 2001 através da técnica
de SE-AFLP. As técnicas de fagotipificação, determi-
nação da sensibilidade a antimicrobianos, detecção de
genes de virulência e rep-PCR, realizadas em estudo
anterior com as mesmas amostras [20], foram utiliza-
das para comparação e fornecer suporte aos resultados
obtidos com a SE-AFLP. Para realizar esta compara-
ção, foi determinado o índice de diversidade de Simp-
son [8], que é frequentemente utilizado com esta fina-
lidade [4,24].

A técnica de SE-AFLP apresentou um perfil
que predominou na maioria das amostras com os
quatro iniciadores (A1, C1, G1 e T1) testados. Além
deste perfil predominante, também gerou alguns perfis
distintos em algumas amostras com cada iniciador,
resultando em quatro padrões com o iniciador A ou
G, cinco com o C e apenas dois com o T. O valor de
D obtido foi de 0,28, 0,37, 0,28 e 0,19 para os inicia-
dores A, C, G e T, respectivamente. Os métodos genotí-
picos de detecção de genes de virulência e rep-PCR
também apresentaram, com todos seus iniciadores, a
presença de um perfil predominante (spvR: presença;
spvC: presença; REP: R1; ERIC: E1 e BOX: B1). O
valor de D apresentado pelos iniciadores spvR e spvC
foi de 0,10 para ambos, enquanto que os iniciadores
de rep-PCR, REP, ERIC e BOX, apresentaram D de
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Estudos recentes utilizando a SE-AFLP para
caracterização de S. Enteritidis também verificaram
a presença de boa capacidade discriminatória. Em es-
tudo envolvendo amostras de S. Enteritidis de origem
avícola, a SE-AFLP também gerou um perfil predomi-
nante, porém, conseguiu diferenciar todos os sorovares
testados [31]. Ao analisar 172 isolados de S. Enteritidis
de distintas origens, a técnica de SE-AFLP foi capaz
de obter 12 distintos perfis [13], demonstrando possuir
bom poder discriminatório.

No presente trabalho, a técnica de SE-AFLP
obteve resultados superiores aos encontrados com as
técnicas genotípicas que haviam sido empregadas
anteriormente. Entretanto, os presentes resultados tam-
bém indicam que as técnicas genotípicas testadas apre-
sentam uma capacidade discriminatória limitada para
isolados de S. Enteritidis epidemiologicamente não rela-
cionados, confirmando o caráter clonal atribuído ao
sorovar Enteritidis [23]. Por isto, a utilização da técnica
de SE-AFLP como método único de tipagem para S.
Enteritidis não deve ser recomendada. A partir disto,
as técnicas de determinação da sensibilidade a antimi-
crobianos e fagotipificação devem ser associadas para
uma melhor discriminação das amostras em estudos
epidemiológicos.

Da mesma forma, outras técnicas genotípicas
devem ser testadas para alcançar um índice de discri-
minação mais adequado.

CONCLUSÃO

A técnica de SE-AFLP mostrou um maior po-
der discriminatório no grupo de isolados de Salmonella
Enteritidis originário de surtos de infecção alimentar
em humanos e produtos de suínos do que a rep-PCR
e a detecção de genes spv. Dentre os iniciadores testa-
dos, o iniciador C gerou os melhores resultados. En-
tretanto a discriminação alcançada foi inferior a das
técnicas fenotípicas (fagotipificação e DSA), tornando
indispensável à associação de técnicas fenotípicas com
a SE-AFLP para uma melhor caracterização de amos-
tras de S. Enteritidis.
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