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METODOS DE EXTRAGAO DE DNA PARA A DETECCAO DE Salmonella
EM OVOS DE GALINHAS, COM E SEM CASCA, ATRAVES DA REACAO EM
CADEIA PELA POLIMERASE !

DNA EXTRACTION METHODS FOR SalmonellaDETECTION IN CHICKEN EGGS, INSHELL AND
OUTSHELL, BY POLIMERASE CHAIN REACTION

Maristela Lovato Fléres® Vladimir Pinheiro do Nascimentd Ivonyr Irene Troglio Abdel Kader*
Luciana Ruschel dos Santds Alexandre Pontes Pontés Carlos Tadeu Pippi Sallé
Rui Fernando Felix Lopes

RESUMO

O diagnostico microbiolégico d8almonellasp em
amostras de alimentos é demorado, com cinco diferentes etapas,
levando cerca de 120 horas até o resultado finaltilkzacao da
técnica da Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) pode
diminuir esse periodo, porém sofre influéncia de substancias
presentes na amostra que afetam a reacdo. O objetivo deste
trabalho foi comparar dois métodos de extragdo de DNA, a
extragdo por tratamento térmico e a pelo fenol-cloroférmio, em
amostras de 100 ovos de galinhas domésticasicamente
contaminados com uma cepa Salmonella entericasorovar
typhimurium em fase estacionaria. O material obtido com as
extragBes foi submetido a PCR, udlwo-se um par de
iniciadores que anifficam um fragmento de 2@b do gene InvA
de Salmonella sp. Comparando os métodos de extragdo,
observou-se uma diferenca na capacidade de deteccédo de 12% a
favor do método do fenol-cloroférmio, quando a extracdo foi
realizada a partir do ovo com casca. No momento em que a
mesma metodologia foi usada apenas com a parte interna dos
ovos, essa diferenca subiu para 26% o que foi significativo
(P<0,003), demonstrando que a metodologia de extragdo foi
determinante para melhorar a senitade da técnica. No
entanto, ao comparar-se a percentagem de positivos
independente da técnica de extragdo do DNA, observou-se
diferenca significativa (P<@47) a favor das amostras de ovos
sem casca. Isso sugere que para a deteccaBattmonellapor
PCR deve-saitilizar apenas a parte interna dos ovos, pois a
casca pode determinar interferéncia na técnica.

Palavras-chave:Salmonellg ovos, extragdo, DNA, PCR

SUMMARY

The Salmonellasp detection in feed samples is time
consuming, it has five stages and requires 120 hours for final

results. The use of polimerase chain reaction technique can
reduce this time considerably, however it can be affected by
substances from the sample. This study had the objective of
comparing two methods of DNA extraction, by heating process
and by phenol-chloroform in samples of 100 chicken eggs
experimentally infected with a sample $&lmonella enterica
sorovar typhimurium in stationary phase.After the two
extraction methods a PCR was done using a  pair of
oligonucleotides that antifies a fragment o284pb in the InvA
gene deSalmonell sp. Comparing the extraction methods it was
noted a difference of 12% favorably to the phenol-chloroform
method when the extraction was done from eggs with shell. The
same method using just the egg internal part resulted in a
difference of 26% with high significance (P803), showing that

the method used was determinant to improve the technique
efficiency. Howver, comparing the pitive percentage
independent of the DNA extraction method a ificant
difference (P<47) was noted for outshell eggs. This fact
suggests that for Salmonella egg analysis, only the egg internal
part should be used because the shell can determine interference
in technique.

Key words: Salmonellg eggs, extraction, DNA, PCR.

INTRODUCAO

A busca da metodologia ideal para o
diagnéstico das salmoneloses nos animais, nos
alimentos e no homem comecou no momento da sua
descricdo como agente patogénico e permanece até
hoje. Varias alternativas tém sido pesquisadas como
imunoensaios, imunodifusdo, aglutinacdo em latex, e
hibridizagdo do DNA (BLACKBURN,1993).
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A ocorréncia de surtos de intoxicagdo nalidixico e a spectinomicina, em fase estacionéria
alimentar por salmonelas em diversos paises chamoucom cerca de 3,0 x i@élulas. Ap6s a desinfeccéo
a atencao para fontes comuns de infecgdo. As inves- dos ovos com alcool iodado, eles foram abertos com
tigacBes epidemioldgicas identificaram o consumo assepsia e, em seu contetdo interno, foi adicionado
de ovos ou alimentos contendo ovos como responsa-o inéculo, seguiu-se a homogeneizacdo. Dessa
veis pela maioria dos surtos. PINTO (1999), ao mistura, foi pesada 25g e adicionada em 225mL de
examinar os dados coletados no Rio Grande do Sul, agua peptonada a 1%, homogeneizadas em
das enfermidades transmitidas por alimentos, pela stomachempor 30s em baixa agitacdo e incubados a
Secretaria da Salde e do Meio Ambiente, relata 42°C/24 horas, quando foram colhidas amostras de
semelhanca com as informagdes de outros lugares dolmL para os procedimentos de extracdo e posterior

mundo, como os alimentos mais freqlientemente
envolvidos e os agentes causais.

Os métodos analiticos para pesquisa de
Salmonella em ovos e outros produtosefinem
como sendo o diagnéstico bacteriolégico com iso-
lamento e identificacdo do agente a técnica oficial
recomendada (BRASIL, 1995), porém muitas pes-
quisas tém sido realizadas visando a introduzir me-

PCR.

As amostras de ovotad, com casca, fo-
ram obtidas pela trituragdo do ovo em saco plastico
esterilizado e seguiu-se o0 mesmo procedimento ja
descrito para a parte interna dos ovos.

As metodologias de extracdo do DNA
utilizadas foram as seguintes: tratamento térmico,
constando de centrifugacdo inicial a 2.040g/4min,

todologias réapidas e sensiveis para enfrentarem adescarte do sobrenadante e acréscimo de 1,0mL de

agilidade que o mercado atual exige.
O desenvolvimento de testes de imuno-
captura (IMS) e amplificacdo do DNA pela Reacéo

tampéo TE (Tris+EDTA). Seguindo-se de agitacao
em vortex, centrifugacédo a 2.040g/5min, descarte do
sobrenadante e acréscimo de |[@5@le TE, novo

em Cadeia pela Polimerase (PCR) ou biosensores vortex. O aquecimento ocorreu em bloco térmico

trouxe mais rapidez e precisdo, com resultados sen-

do obtidos em torno de 24 horas (BAILEY &
COX,1996). Além disso, OYARZABAL (1996)

observou que a PCR foi a técnica de maior aceitacao tracio pelo

(Baxter Scientific Products), a 95/5min, seguido

de centrifugacdo rapida em microcentrifuga; logo
apos, coletou-se o sobrenadante para a PCR. A ex-
fenol-cloroféormio seguiu protocolo

entre as demais técnicas moleculares desenvolvidasdescrito por SAMBROOKt al. (1989).

recentemente, podendo ser empregada como ferra-

menta de diagnéstico em laboratérios clinicos.
KONGMUANG et d.(1994) citam que o

O par de iniciadores (GibcoBRL) consis-
tiu de uma sequéncia do geis A, citada por
RANH et al. (1992), com uma amplificagdo espera-

custo de cada método € também uma preocupacéo.qa de 284pb, utilizado neste experimento com uma

Tanto particulas como substéncias sollveis sdo par-

cialmente removidas por centrifugacdo de baixa e

alta velocidade. Entretanto, algumas bactérias pode-
riam ser perdidas no processo, bem como a perma-

néncia de substancias que podem interferir na PCR
levando & diminuicédo da sensibilidade da técnica.
RAHN et al (1992), usando um par de
oligonucleotideos do genmvA, detectaram com
sucesso 626 cepas 8almonellaem 630 testadas, a
partir de uma colénia isolada e incorporada direto na

PCR, obtendo uma sensibilidade de 99,4% e especi-

concentragéo de 5,0nmimL.

A PCR foi realizada em aparelho
termocilador (Perkim Elmer gene Amp PCR system
2400, New Jersey, USA) com um volume final

"de 25uL, constando de 16,& de agua miliQ,

0,5uL da enzima Tag DNA polimerase
(Cenbiof"™JUFRGS), 2,5L de tampdo 10x da
PCR (Cenbid™™jUFRGS), 1,pL de soro
albumina bovina (Sigma), )0 da mistura de
dNTPs (5mM, GibcoBRL), 048 de cada par de

ficidade de 100%, pois ndo observou reacéo positiva iniciadores e 1j0L da amostra. Em todas reacGes,
em nenhum controle negativo pertencentes a outras foram adicionados controles negativos, sem DNA,

33 enterobactérias testadas.
Neste trabalho, testaram-se duas metodo-
logias de extracdo de DNA bacteriano, a partir de

ovos de galinhas domésticas com casca e sem casca,

contaminados artificialmente comSalmonella
typhimurium e analisados por PCR.

MATERIAL E METODOS
Foram contaminados 100 ovos SPF

(specific pathogen free) com 1mL de um cultivo de
Salmonella typhimurium, resistente ao &cido

no lugar da amostra. Os controles positivos foram
amostras de DNA d8almonella typhimuriumcom
63ngfuL.

A PCR obedeceu aos seguintes ciclos:
95°C/1 minuto para desnaturacdo inicial;°GAL
minuto, 30 ciclos; 54C/30 segundos, 30 ciclos;
72°C/1 minuto,30 ciclos e ?Z/7minutos para a
extensao final. Os produtos da PCR foram analisa-
dos em gel de agarose a 2%, contendo brometo de
etidio 1,0pg/mL (GibcoBRL). Como marcador de
peso molecular utilizou-se DNA ladder 100pb
(GibcoBRL), a visualizagéo foi realizada em apare-
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Métodos de extracdo de DNA para a deteccd®att@onellaem ovos de galinhas, com e sem casca, através da reacdo em ca@l..

lho transiluminador (Pharmacia LKB, Macrouve) eTabela 2 - Comparagao entre os dois métodos de extragdo de DNA,

fotografados com camara polaréide. realizados da parte interna dos ovos, na detec¢&Balde
A andlise estatistica efetuada pelo teste do monellatyphimurium pela PCR.

Qui-quadrado em que foram comparados os resulta= —

dos positivos e negativos em ambos 0s métodos de extrégesultado Térmico Fenol Total

¢ao e entre as amostras procedentes de ovos sem ou com N % N % N %

casca, independentemente do método de extracao. ”
Positivo 30 6000 43 8600 73 73,00

x Negatvo 20  400d 07 140d 27 27,00
RESULTADOS E DISCUSSAO Total 50 100,00 50 100,00 100 100,00

A comparagdo entre os dois métodos dg2_ g 57(p<0,003).
extracdo do DNA utilizados no experimento podes b= letras diferentes indicam percentuais estatisticamente diferentes
ser observada na tabela 1, em amostras de ovos C@glo teste do X
casca, ndo sendo possivel detectar diferenca estatis-
tica significativa, mesmo em simulagdo estatistica de 86%
com ndmero maior de amostras.

Os 12% de diferenca entre amostras
positivas na extracdo pelo método do fenol 36/50,
contra 30/50 no tratamento térmico, demonstram que
a metodologia do fenol determinou deteccdo de
salmonelas em maior nimero de amostras, sugerindo
que a perda de identificacdo destes seis ovos na
metodologia pelo tratamento térmico poderiam
determinar prejuizos importantes a satde publica.

Na tabela 2, a avaliagdo foi realizada ape-
nas com uma mistura da parte interna dos ovos,
comparando os dois métodos de extragdo da mesma
forma que com o ovo total. A diferenca a favor da
metodologia do fenol subiu para 26%, sendo estatis-
ticamente significativa (P<0,003). A recuperacédo de
ovos contaminados melhorou bastante mas néo sufi-
ciente. Varios fatores podem ter favorecido a ocor-
réncia destes resultados nos quais a coagulagao da
proteinas dos ovos, ao serem submetidos ao aqueci-1
mento, pode ter influenciado na retencdo do DNA
bacteriano. Outro aspecto € a purificagdo da amostra
gue é efetuada na extragdo pelo fenol em que residu-
0s provenientes dos ovos, interferentes a PCR, te-

nham S'd?\lgl'rgi'gagg;ico clinico. no entanto. os de positivos nas tabelas 1 e 2, obteve-se a tabela 3,
nimeros das tat?elas 1 2e3 ,séo o bastan’te araS0m resultados que mostram ser a parte interna dos
N ! P ovos, a porcao mais indicada para diagndstico de

concluir-se que € necessario estudos com outros - .
métodos de extracdo e purificacio de DNA para salmonelas por PCR, independente da metodologia
n;gle extracdo utilizada.

melhorar a recuperacdo das salmonelas presentes e A realizacio da PCR direto de material
ovos, uma vez que a sensibilidade maxima obtida foi . . : ¢ ; P .
clinico, alimentos ou cultivos tém sido possivel, mas

) determinados procedimentos de extracdo incremen-
Tabela 1 - Comparacéo entre os métodos de extragdo de DNA fagn sua performance, uma vez que diferentes substan-
deteccdo d&almonellatyphimurium em ovos com casca ¢iag presentes nas amostras clinicas como, concen-

na metodologia de extracdo pelo fenol-
cloroférmio, em amostras contendo apenas a parte
interna dos ovos.

Dois métodos de extracdo de DNA bacte-
riano presente em alimentos foram testados por
DICKINSON et al(1995). O primeiro, com lise
rapida, usando um tampédo com proteinase K, para
lisar as células e solubilizar as amostras. O segundo,
com tolueno e mutanolisina para lise celular e solu-
bilizagdo com tiocinato de guanidina. Em ambas
extracdes, o DNA foi precipitado com isopropanol,
obtendo resultados semelhantes ao comparar os dois
métodos de extragao.

LAGATOLLA et al (1996), ao realizar
PCR para detectar salmonelas provenientes de dife-
rentes materiais clinicos e conservadas no meio de
Luria-Bertani, compararam dois métodos de extra-
ao de DNA, o primeiro com fenol-cloroférmio e o
egundo com tratamento pelo calor a 95°C/
Ominutos. Apdés uma primeira etapa idéntica com a
utilizagdo de lisozima, duodecil sulfato e proteinase
K, da mesma forma ndo observaram diferenca signi-
ficativa entre as metodologias testadas.

Ao fazer-se a comparagdo entre os totais

pela PCR. ~ ’ > A .

tracbes elevadas de proteinas, de fons célcio, sais

. biliares ou componentes de meios de cultivo podem

Resultado  Tratamento Térmico Fenol Total inibir a técnica (ROSSEBt al, 1992).
N % N % N % A composicdo quimica do ovo total da

Positivo 30 60,00 36 7200 66 6600 gzllnlhla(\)/s%m casca é de 704% de agua, 13% de protei-
Negativo 20 4000 14 2800 34 3400 N& 11% de gordura, 0,7% de hidratos de carbono,
Total 50 100,00 50 100,00 100 100,00 COmM concentracBes elevadas de calcio, fosforo, so6-
dio, potassio, cloro e magnésio. A casca possui 98%

X%= 1,60(P>0,05). de substéncias inorgénicas, dos quais 95% sé&o car

Ciéncia Rural, v. 31, n. 2, 2001.
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Tabela 3 - Comparagao entre os totais de amostras positivas para Essa influéncia da casca na PCR, ou na
Salmon_ellacplhidas de ovos com casca e sem casca e quantidade de DNA recuperado no processo de ex-
submetidas & PCR. tracdo, permite concluir que a anlise de ovos por

PCR deve ser realizada a partir apenas do seu conte-

Resultado Ovos com casca Ovos sem casca Gdo interno.
N % N %
Positivo 6 6600 73 7380 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
Negativo 34 34,80 27 27,60 ) ) )
Total 100 100.00 10 100.00 BAILEY, J.S., COX, N.A. Detecting speciftsalmonellastrains
' ' World Poultry, Special for Salmonella, Netherlands, May,
X?= 3,956 (P< 0,047). p-18-19, 1996.
g.‘fb' Iﬁzras dllferten%zszmdlcam percentuais estatisticamente BRASIL, Ministério da Agricultura, do Abastecimento e da
ierentes pelo teste" Reforma Agréria, Secretaria da Defesa Agropecuéria.

Método Analitico de Carcacas de Aves e Pesquisa de

PPN Salmonella.Diario Oficial da Unido, Brasilia, Portaria n°.08
Bonato de calcio e o restante composto de carbonato & 23/01/1995, p.1182-1184, em 27/01/95,

de magnésio e fosfato tricélcio (FEHLHABER &
JANETSCHKE,1995), constituintes que poderiam BLACKBURN, C.W. A review, rapid and alternative methods
causar interferéncias semelhantes as citadas por for the detection ofSalmonellasin foods. Journal of
ROSSENet al (1992) Applied Bacteriology, Oxford, v.3, n.75, p.199-214, 1993.
Ao compararem-se 0S Custos das meto- piCKINSON, J.H., KROLL, R.G., GRANT, K.A. The direct
dologia empregadas, a extracao térmica € duas vezes application of polymerase chain reaction to DNA extracted
mais barata que a pelo fenol-cloroférmio, pois nas from foods. Letters in Applied Microbiology, v.20, p.212-
Y : ; 216, 1995.
condicdes em que se realizou o0 experimento, 0s
procedimentos de extracdo custaram, por amostra, FEHLHABER, K. & JANETSCHKE, H.Higiene veterinaria de
R$ 1,80 pelo tratamento térmico e R$ 4,24 pelo los alimentos. Acribia : Zaragoza, 1995. 660p.
fenol-cloroférmio. Ainda, te_ve-se 0 envol\(lmento de KONGMUANG, U. LUK, JMC. LINDBERG, AA.
um tempo de cerca de seis horas a mais para com-  Comparison of three stool processing methods for detection
pletar-se a metodologia do fenol-cloroférmio com of Salmonellaserogroups B, C2 and D by PCRournal of
muita manipulacdo das amostras, podendo favorecer Clinical Microbiology, Washington, v.32, n.12 p.3072-3074,
T ’ 1994.

contaminacdes cruzadas ou perda do DNA alvo.

A tecnologia da PCR, incluindo os equi- LAGATOLLA, C., DOLZANI, L, TONIN, E. et al. PCR
pamentos necessarios. nao é inacessivel comparada ribotyping for characterizin@almonellaisolates of different

. ! o ilizad ’ serotypes. Journal of Clinical Microbiology, Washington,
com equipamentos e materiais uti izados para um V.34, .10, p.2440-2443, 1996.
teste de ELISA; em algumas situacdes, o teste de

ELISA é mais caro. A formagéo de pessoal habilita- PINTO, AT. Ocorréncia de enfermidades bacterianas
transmitidas por alimentos no estado do Rio Grande do

doé OUt.ro fator a.ser discutido, porém muito d.IfICIl Sul. Porto Alegre, RS,1999. 124p. Dissertacdo (Mestrado
de avaliar-se, pois nota-se que a metodologia da em Ciéncias Veterinarias) - Programa de Pés-graduagédo em
PCR depois de padronizada é de facil execucéo. Ciéncias Veterinarias, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, 1999.
CONCLUSOES OYARZABAL, O.A. Técnicas moleculares para o diagndstico de
patégenos aviarios. Avicultura Professional, v.14, n.16,
Com esses resultados, pode-se concluir ~ P-19-21,1996.

que a metodologia de extracdo de DNA pelo fenol- raHN, k., De GRANDIS, S.A, CLARKE, R.C.et 4.

cloroférmio, da forma aqui empregada foi mais Amplification of InvA gene sequence ofSalmonella

efetiva na recuperacdo de salmonelas em ovos, tanto ~ yphimurium by polymerase chain reaction as a specific

com casca (72%), como sem casca (86%). A favor method of detection ddalmonella Molecular and Cellular
£70), L 0). A Tave Probes London, v.6, p.271-279, 1992.

da metodologia térmica, tem-se o tempo de diagnés-

tico, reduzido em seis horas, pouca manipulagédo das ROSSEN, L., NORSKOV, P., HOLMSTROM, Ket al.
amostras e custo menor Inhibition of PCR by components of food samples, microbial

. : diagnostic assays and DNA extraction solutions.
A pesquisa de outras metodologias de ex- International Journal of Food Microbiology, v.17, p.37-45,

tracdo poderdo determinar melhor sensibilidade da  1992.

tecnica para deteccao cmmc_)n_el_as em ovos € def'f SAMBROOK, J., FRITCSH, E.F., MANIATIS, T.Molecular
nir se a presenca da casca inibiu a técnica, sugerindo ~ ¢ioning: A laboratory manual. 2. ed. New York : Cold
testes com diferentes quantidades de casca. Spring Harbor Laboratory, 1989. 3v. 3104p.
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