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INTRODUCAO

A Salmonella spp. € uma bactéria veiculada pelo consumo de alimentos de origem animal, e é
amplamente distribuida na natureza colonizando uma variedade de animais, incluindo aves comerciais,
podendo causar um grande problema avicola e de satide publica (7). E um dos géneros bacterianos mais
estudados em fungcdo da alta patogenicidade que alguns sorovares apresentam. A evolugcdo no
diagndstico desta bactéria tem aumentado a busca pela padronizagdo de técnicas que possam ser
utilizadas para uma detecgdo mais rapida com alta sensibilidade e especificidade. Dentre as ferramentas
de diagndstico destacam-se as técnicas moleculares, tais como a reagéo em cadeia da polimerase (PCR)
e a PCR quantitativa (QPCR), estratégias Uteis para detec¢do do DNA da bactéria em diferentes amostras.
A utilidade clinica da PCR expandiu-se com o desenvolvimento da gPCR que permitiu ndo s6 a detecgéo,
mas também a quantificacdo de &cidos nucléicos direcionados em espécimes clinicos (3). Nestas técnicas
uma grande interferéncia deve-se a qualidade da extragdo a partir das diferentes amostras analisadas. A
sensibilidade e a especificidade desses métodos dependem em grande parte da matriz de amostras, da
presenca de células cultivaveis e de auséncia de substancias inibidoras (8). O uso de uma metodologia
que ndo necessite de extracdo de DNA purificado, sendo mais rpida e menos onerosa pode auxiliar na
melhoria e rapidez do diagnéstico de bacterioses (6). PCR de colénia € uma ferramenta que permite
rastreio rapido e facil através de grande numero de coldnias e possibilita a distingdo entre verdadeiros
positivos e falsos positivos (1). Esta técnica é comumente utilizada para rastrear colbnias apos
transformagédo com plasmideo recombinante e amplificacdo de fragmentos de DNA visando posterior
sequenciamento ou clonagem (9). O objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade do PCR de colbnia
utilizando-se qPCR e PCR convencional para detec¢éo de Salmonella na rotina do laboratério.

MATERIAL E METODOS

Para a realizaco dos testes foi utilizada uma cepa de Salmonella Heidelberg ATCC 8326 (SH), uma cepa
de Salmonella Enteritidis ATCC 13076 (SE) e uma cepa de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 (ST).
Essas amostras foram enriquecidas em caldo BHI, incubadas a 37°C, por 18 a 24 horas e em seguida
foram plaqueadas em &agar Verde Brilhante, XLT4 e TSA. Das placas de TSA utilizou-se 3 mm de col6nia
compativel com as carateristicas de Salmonella previamente confirmadas por bioguimica complementar.
As colbnias foram colhidas com agulhas de plastico descartaveis (algas de 1 pL) e inoculadas diretamente
no mix das PCRs. As amostras foram também submetidas a processo de extracdo de DNA utilizando-se o
kit QlIAamp Cador (Qiagen®) de acordo com as especificacdes dos fabricantes. Para a realizacdo da PCR
convencional foram utilizadas colbnias das placas referentes a SH, SE e ST conforme descrito acima e o
DNA extraido por Kit destes trés sorovares. Para o mix foi estabelecido o volume final de 25 pL, composto
por 12,6 uL de agua ultra pura, 4uL de Tampéo para PCR 10X, 2,0 uL de Cloreto de Magnésio (MgCl.) 50
mM, 1,2 pL de dNTP 10 mM, 1,5 pL (10 mM) do iniciador forward, 1,5 p (10 mM) do iniciador reverse, 0,20
ML de Taq 5 U/L (Invitrogen ®) e 2 uL do DNA gendmico da amostra. As sequéncias de nucleotideos dos
iniciadores utilizados foram 5-GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA-3' e 5-TCATCGCACCGTCAAA
GGAACC-3' (5) para os primers senso e anti-senso respectivamente, propiciando a deteccdo do gene inv
da Salmonella spp. O processo de amplificacéo foi realizado em termociclador programado para um ciclo
inicial de 95°C por trés minutos (desnaturacéo inicial), seguido de 40 ciclos repetidos de 94°C por 30
segundos (desnaturacdo), 61°C por 30 segundos (anelamento) e 72°C por 30 segundos (extens&o). A
programagcéo era finalizada com 10 minutos a 72°C (extens&o final). Foi incluso controle negativo. Os
produtos de DNA amplificados pela PCR convencional foram aplicados em gel de agarose 1,5%
incorporado com 10% de solucdo de brometo de etidio, seguido de visualizacdo em transiluminador de
UV. As aliquotas de DNA e as colbnias dos trés sorovares foram também submetidos a PCR em tempo
real. As reacBes foram preparadas com iniciadores, sonda e reagentes para PCR em tempo real em
protocolo padronizado previamente para deteccdo de Salmonella spp. (4). As condi¢des da reagdo foram
50°C durante cinco minutos, 95°C durante 10 minutos e 45 repeti¢cbes de 95°C por 15 segundos e 60°C
por 45 segundos. As leituras da fluorescéncia foram realizadas pelo equipamento StepOnePlus (Applied
BiosystemsTM) a cada ciclo de amplificacdo e, posteriormente, analisadas pelo Software v 2.2.2 (Applied
BiosystemsTM). Todas as amostras foram submetidas as mesmas condi¢cdes de andlise e normalizadas
pelo corante ROX. O resultado analisado foi expresso em valor de CT (ciclo que equivale ao limiar de
deteccao).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A metodologia de PCR de colénia amplificou fragmentos de PCR de 284pb, conforme esperado, de
maneira semelhante ao observado na PCR realizada a partir do DNA extraido nos trés isolados testados
(100%) (Figura 1). O teste de gPCR de col6nia teve uma média de CT de 18,16 e a média observada nas
amostras de DNA extraido foi de 18,27. Como esperado, o CT dos trés isolados de Salmonella foram
semelhantes (Tabela 1). Kong et al (2) alertam que em protocolos com uso de PCR direto de coldnia 1 a
3% das amplificacdes podem falhar devido a variagdo no didmetro dos palitos de dente comumente
utilizados para “pescar” a cold6nia. Buscamos minimizar este efeito adotando uma agulha comumente
utilizada em microbiologia, estabelecendo a quantidade necessaria e padronizada de DNA.

CONCLUSOES
A gPCR e a PCR convencional para deteccdo de Salmonella realizadas com DNA obtido diretamente da
colénia apresentaram resultado compativel ao realizado empregando-se DNA extraido com kit tradicional.
A metodologia mostrou-se Util e capaz de propiciar a detecgdo do agente, com reducdo de custos e
aumento da rapidez na detecgéo.
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Tabela 1. Resultados da PCR em tempo real realizada com as amostras oriundas de DNA extraido por Kit e com DNA
obtido diretamente da col6nia.

Amostra CT amostra de DNA extraido por Kit CT amostra de DNA direto da col6nia
SE 18.42 18.81
SH 17.97 17.97
ST 18.44 17.75
Média 18.27 18.16

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose a 1,5%. Poco 1: Marcador de 100pb, poco 2: PCR realizada com DNA de SH
extraido por Kit, pogo 3: PCR realizada com DNA de SH direto da col6nia, pogo 4: PCR realizada com DNA de ST
extraido por Kit, pogo 5: PCR realizada com DNA de ST direto da colbnia, pogo 6: PCR realizada com DNA de SE
extraido por Kit, pogo 7: PCR realizada com DNA de SE direto da col6nia, poco 9: controle negativo.
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