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Andlise do poder discriminatério da SE-AFLP para Salmonella
Enteritidis frente a outras técnicas fenotipicas e genotipicas

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

André Felipe Streck?, Clarissa Silveira Luiz Vaz?, Fernanda Simone Marks?,
Silvia Dias de Oliveira? Marisa Ribeiro de Itapema Cardoso® & Claudio Wageck Canal*

RESUMO

SalmonellaS) Enteritidis tem sido uma das bactérias mais implicadas em casos de infec¢gbes alimentares, send
investigagdo de sua epidemiologia realizada por diferentes métodos fenotipicos e genotipicos. Dentre as técnicas de tipific
de bactérias, a técnicaslagle-enzyme amplified fragment length polymorp(&EAFLP) é um dos métodos mais recente-
mente descritos, apresentando boa confiabilidade e facil aplicagéo. No presente trabalho, a SE-AFLP foi comparada col
técnicas fenotipicas de fagotipificacédo (PT) e determinacéo da sensibilidade a antimicrobianos (DSA) e genaotipicas de rep-F
(sequiéncias repetitivas REP, ERIC e BOX) e deteccéo de genes de viruléncep(feessC). Foram analisadas 20 amostras
deS Enteritidis, sendo onze isoladas de suinos da Regiédo Sul do Brasil e nove amostras oriundas de outros paises. A cal
rizacdo destas amostras pelas técnicas de PT, DSA, presenca de genes de viruléncia e rep-PCR foi descrita em unotrabalho a
O poder discriminatdrio obtido pelas técnicas foi calculado pelo indice de diversidade de Sin@sS8E(AFLP encontrou
um ndmero maior de perfis e obteve uma maior capacidade discriminatéria do que as outras técnicas genotipicas, embor
D tenha sido menor do que o das técnicas fenotipicas. Desta forma, ficou demonstrada a importancia da utilizagdo conjun
técnicas fenotipicas e genotipicas na caracterizagdo de amoSr&ntigitidis.

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

ABSTRACT

SalmonelldS) Enteritidis is one of the most reported bacteria in outbreaks of food borne disease and its epidemiolog
has been investigated by different phenotyping and genotyping based methods. Fingerprinting by SE-AFLP is one of the r
recent methods, presenting easy application and reproducibility. In the present study, the SE-AFLP method was compared
two phenotyping techniques; phage typing (PT) and antimicrobial susceptibility (DSA) and two genotyping techniques; rej
PCR (repetitive sequences REP, ERIC and BOX) and detection of virulence genespigeaedsp\C). For these, 20 samples
were analyzed, being eleven of swine origin from the Southern Region of Brazil and nine samples from other countries. T
techniques of phage typing, DSA, presence of virulence genes and rep-PCR were performed in a previous study. For the ac
plishment of the SE-AFLP, the technique was performed using the restriction étirgriie The discriminatory power obtained
by the techniques was calculated by the Simpson’s index of divéd3itB€tween the genotypic based techniques, the SE-
AFLP evidenced a higher number of profiles and obtained a best discriminatory capacity. Howewsgadtewer than both
phenotypic based techniques. The results evidenced the importance of the combined use of phenotypic and genotypic tec
ques forSalmonellaEnteritidis typing.

Key words: SalmonellaEnteritidis, SE-AFLP, genotyping, swine, epidemiology.
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INTRODUCAO rep-PCR foram realizadas em trabalho antgzar A

A salmonelose € uma das zoonoses de mai®SA foi realizada conforme preconizado pelo NCCLS
importancia no mundo devido a perdas econdmicass]. A sensibilidade das amostras foi testada frente aos
causadas na producdo animal e por sua implicag8eguintes antimicrobianos: &cido nalidixico (30 mg),
em salde pulbliga7,28} Dentre os mais de 2000 soro-ampicilina (10 mg), cefalotina (30 mg), ciprofloxacina
vares desta bactéria, o Enteritidss Enteritidis), apds (5 mg), cloranfenicol (30 mg), gentamicina (10 mg),
a década de 90, passou a ser 0 mais isolado de aliméétreptomicina (10 mg), nitrofurantoina (300mg) nor-
tos de origem animal e surtos de infeccao aliment@ioxacina (10 mg), tetraciclina (30 mg) e sulfonamida
em seres humangs17,23,25,27] (300 mg). A deteccdo de genes de viruléncia foi reali-

Medidas efetivas de controle 8aEnteritidis  zada através de PCR, com iniciadores para os genes
podem ser estabelecidas identificando sua fonte @E\R esp\C. A técnica de rep-PCR foi realizada uti-
contaminacdo e rastreando epidemiologicamente|9ando iniciadores para REP (REP1R-I e REP2-I),

isolado implicado dentro da cadeia produtiva animagg,c (ERICIR e ERIC2) e BOX (BOXLR).
Tradicionalmente, esta investigacdo epidemiolégica

tem se baseado em caracteristicas fenotipigago- SE-AFLP
rém, estas técnicas possuem algumas limitagdes. Nos O método genotipico utilizado foi o SE-AFLP
Gltimos anos, o desenvolvimento da biologia moleculdr,22] modificado. Para avaliagéo 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 microrganisitms conforme protocolo anteriormente desddtg. Aliquo-
Entre estas, um dos mais recentes métodos de tipifitas contendo 4 pg de DNA foram clivadas com 2 U de
¢ao por PCR, single-enzymamplified fragment length Hind I1I%, utilizando tamp&o especifico da enzima, num
polymorphism(SE-AFLP), vem apresentando um oti-volume final de 80 L. A reacdo de ligacdo foi reali-
mo potencial de discriminacdn?22]. zada a 16°C, contendo 5 pL de DNA clivado, 0,2 pug
Baseado nisto, o objetivo deste estudo foi avate cada oligonucleotideo adaptédarU 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 isoladoS.denteritidis, com-  final de 20 pL. O DNA ligado foi precipitado e ressus-
parando esta técnica com técnicas fenotipicas e outfsnso em 10 mM Tris-HCI pH 8,0 com 1 mM EDTA.
técnicas genotipicas que haviam sido executadas eng fragmentos foram amplificados por PCR, onde
um trabalho anterior com estas mesmas amastias foram utilizados quatro iniciadores que diferiram no
MATERIAIS E METODOS ultimo oligonucleotideo da extremidade 3', sendo A,
T, C ou G (referidos como iniciadores A, T, C e G). A

Amostras Ut'l'zadasl, q i PCR foi realizada utilizando-se 2,5 mM Mg0 pmol
Foram analisadas 20 amostrasSdenteritidis, de um Gnico iniciador (A, T, C ou G) e 1 U Tiq

sendo qnze oriundas de carne. e 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

Regiéo Sul do Brasil (Rio Grande do Sul e Santa Catg- . . )
rina) durante o periodo 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.

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

macgdo sobre o ano de isolamento. Todas as amostras O poder discriminatoriol) foi determinado
utilizadas eram epidemiologicamente ndo-relacionadgglo 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-gistintas duas amostras nao relacionadas e randomica-
culares, foi utilizada a amostra 13076 Ataerican  mente selecionadas de uma populdgfio

type culture collectiofATCC).

Determinacéo da sensibilidade a antimicrobianos,

deteccgdo de genes de viruléncia e rep-PCR O numero de produtos de amplificagao por per-
As técnicas de determinacéo da sensibilidadél 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).

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 A2 AR A4 TI OTE O LT O8O O8Ol D o oM

(A1, C1, G1 e T1). Individualmente, foram obtidos dois =

perfis diferentes com o iniciador T, quatro perfis como =

iniciadores A e G e cinco perfis com o iniciador C. Ot - I -E
perfis ndo predominantes incluiram apenas uma ou du 5 ’

amostras. Os resultados desta técnica e sua relagao ¢

as demais técnicas estdo expostos na Tabela 1. 2

Ao analisar o poder discriminatério pelo in-
dice de diversidade de Simpson, a SE-AFLP gerou

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

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

Simpson obtido, com todos os iniciadorfas, igu_al a 0,284 1idos com os iniciadores A (AL, A2,A3eAd), T (TLeT2),C
Comparando a SE-AFLP com as demais técnicas gene+, c2, C3,C4e C5)e G (G1, G2, G3 e G4). Obs.: mesmo tama-
tipicas testadas, rep-PCR e a presenca de genes de viha; seguindo no paragrafo. M: marcador molecular de 100 pb.

e a antil
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Iéncia, observa-se que essas apresentaram um meddn, 0,00 e 0,19, respectivamente. Por sua vez, os mé-
poder de discriminacéo 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 apreseritoa
fagotipificacdo e DSA, apresentar@bastante 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-
DISCUSSAC senca de um perfil predominante.
Nos Ultimos anos, 8. Enteritidis tem sido a Os melhores resultados encontrados com a

principal causadora de doencas transmitidas por affE-AFLP frente as demais técnicas genotipicas refe-
mentos no Estado do Rio Grande do Sul, gerando gast8§'-S€, possivelmente, as diferencas de alvo das d~|s-
publicos com hospitalizagao e perdas de dias de trafilfas tecnicas. A rep-PCR baseia-se na amplificacao
Iho [2,17]. Por outro lado, o Brasil, na qualidade de pafd® regides entre sequéncias repetitivas que se encon-
exportador, sofre pressBes comerciais para que sé[fil €Sparsas no cromossomo bacteriano, sem funcao
produtos de origem animal estejam livres deste pat§€finida ou conhecida. Da mesma forma, a técnica
geno, gerando a necessidade da implementacao 4fe d€teccao de genes de viruléncia explora regides
tecnologias para seu controle. Diversas técnicas ferdcnicas especificas gue, por sua importancia para o

tipicas e genotipicas vém sendo empregadas para a%%t_ogeno, estdo sujeitas a uma pequena variabilidade.

racterizacdio epidemioldgica deste patodesa,11,19)] A_SE'AFLP’ por sua vez, realiza uma ahallse |r_1Q|scr|—
minada em todo o cromossomo bacteriano, utilizando

Porém, nestes estudos, existem poucas abordagens qtgje e . i, .
L1 . . como alvo regides que flanqueiam o sitio de clivagem
oferecam uma analise comparativa entre um ndmerp . N
a enzima de restricadlihd II). Outra vantagem

mais amplo de técnicas. L 7 S
. desta técnica sobre as demais € a utilizacdo de quatro
No presente trabalho, examinamos uma cole-. . L
~ . ! ., iniciadores (A, C, G e T), possibilitando encontrar um
¢do deS. Enteritidis de origem suina e humana, cole- . . i i .
. . . _maior numero de perfis, oriundos da diferenga de um
tadas no periodo entre 1995 e 2001 através da técnica, .. ~ L .
- e nucleotideo na regido de anelamento do iniciador. Ja
de SE-AFLP. As técnicas de fagotipificacdo, determi-

nacio d nsibilidad ntimicrobianos. deteccd diversidade de perfis e o valorDesncontrados com
agao ca se SA dade a a croblanos, detecao L 1acnicas fenotipicas foram superiores inclusive a
genes de viruléncia e rep-PCR, realizadas em estu

tori ; il nica de SE-AFLP. Entretanto, a expressdo de um
anterior com as mesmas amosteas foram utliza- . g0 fenotipico é suscetivel de modificar-se quando

das para comparacgao e fornecer suporte aos reSU|tag§Scondigc”>es ambientais variargm sendo, portanto,
obtidos com a SE-AFLP. Para realizar esta COMPargianos estavel que o perfil genotipico

¢do, foi determinado o indice de diversidade de Simp- A técnica de AELP é um dos mais recentes mé-

song], que é frequentemente utilizado com esta finggjo5 e tipagem molecular descrimms e vem sendo
lidade4.24]. _utilizada para o estudo epidemiolégico de diversas

A técnica de SE-AFLP apresentou um perfily,cigriags 16,20 30] Dentre as diferentes formas de
que predominou na maioria das amostras com Qgajizaco da técnica de AF[P14,20,32) a SE-AFLP
quatro iniciadores (A1, C1, G1 e T1) testados. Aléna yma modificacdo da técnica que tem apresentado
deste perfil predominante, também gerou alguns perigsyitados confiaveig,22]. Como vantagens sobre a
distintos em algumas amostras com cada iniciadogF| P, é uma técnica mais simples de executar, e o fato
resultando em quatro padrdes com o iniciador A oge 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 metodos genaipenas 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 iniciadoresdéndo 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). Ode execucéo e interpretacéo de resultados, a SE-AFLP
valor deD apresentado pelos iniciadosgsR espyC  ja foi considerada uma boa alternativa inclusive ao
foi de 0,10 para ambos, enquanto que os iniciadoreso do PFGE, técnica padrdo-ouro em tipagem atual-
de rep-PCR, REP, ERIC e BOX, apresentafamie mente[12,13]
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Estudos recentes utilizando a SE-AFLP para Da mesma forma, outras técnicas genotipicas
caracterizacdo d8. Enteritidis também verificaram devem ser testadas para alcancar 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 @&Enteritidis  der discriminatério no grupo de isoladosS#monella
de distintas origens, a técnica de SE-AFLP foi capaznteritidis originario de surtos de infeccio alimentar
de obter 12 distintos perfis3], demonstrando possuir em humanos e produtos de suinos do que a rep-PCR
bom poder discriminatorio. e a deteccdo de gergs/ Dentre os iniciadores testa-
No presente trabalho, a técnica de SE-AFLRog ¢ iniciador C gerou os melhores resultados. En-
obteve resultados superiores aos encontrados COM@Santo a discriminagio alcancada foi inferior a das
técnicas genotipicas que haviam sido empregad@gnicas fenotipicas (fagotipificacio e DSA), tornando
anteriormente. Entretanto, os presentes resultados tiispensavel & associacdo de técnicas fenotipicas com

bém indicam que as técnicas genotipicas testadas a&SE_AFLP para uma melhor caracterizagao de amos-
sentam uma capacidade discriminatoria limitada PaR. < jes Enteritidis

isolados d& Enteritidis epidemiologicamente néo rela-

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

sorovar Enteritidiges]. Por isto, a utilizagéo da técnica Desenvolvimento Cientifico e Tecnol6gico — CNPg/Brasil,

de SE-AFLP como método dnico de tipagem (&ra que apoiou o presente trabalho e forneceu bolsa aos autores
e . . .A.F. Streck e C.S.L. Vaz.

Enteritidis ndo deve ser recomendada. A partir disto,

as técnicas de determinacdo da sensibilidade a antimi- NOTAS INFORMATIVAS

crobianos e fagotlplfl_cagzio devem ser associadas Pa, entas, EUA.

uma melhor discriminagdo das amostras em estudgsyitrogen, Brasil.

epidemiolégicos. Gibco, Brasil.
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