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Resumo

Salmonella é uma bactéria causadora de doencas humanas, normalmente devido a
ingestdo de alimentos de origem animal. Existem mais de 2.600 sorotipos de Sa/monella, mas
alguns apresentam maior disseminagdo nos animais, elevada patogenicidade e, portanto, sdao
responsaveis pela maioria dos surtos de infeccdo alimentar na populacdo. Enteritidis € o
sorotipo mais frequente em surtos de alimentos contaminados de origem animal na populagao
humana, enquanto Heidelberg ¢ o principal sorotipo encontrado nas carnes de frango. A
detecgdo de Salmonella, com identificacdo de sorotipos, requer uma série de etapas
laboratoriais de isolamento bacteriano, caracterizagdo bioquimica e testes soroldgicos.
Métodos de analise de DNA sao alternativas para a detecgdo direta de Salmonella e sorotipos,
com destaque para a amplificagdo isotérmica de DNA pela técnica de LAMP (loop mediated
isothermal amplification). Este estudo objetivou estabelecer a deteccdo de Salmonella dos
sorotipos Enteritidis e Heidelberg pela técnica de LAMP. A metodologia consistiu no desenho
e aquisicdo de primers, seguida da implementagdo dos métodos de LAMP no laboratorio.
Apo6s foi realizada a andlise comparativa dos métodos com testes sorologico e molecular
(PCR em tempo real) na avaliagdo de 40 isolados de nove sorotipos importantes (sendo 14
(35%) de Enteritidis e 12 (30%) de Heidelberg) obtidos do LACEN-RS. Os resultados
demonstraram que os 14 isolados de Enteritidis e os 12 de Heidelberg foram detectados
somente pelos testes de PCR e LAMP especificos para cada sorotipo. A andlise comparativa
demonstrou total concordincia entre PCR e LAMP, indicando excelente desempenho
analitico dos métodos de LAMP.
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INTRODUCAO

Salmonella é um dos principais agentes bacterianos com capacidade de causar
doencas pelo consumo de produtos de origem animal, tais como ovos, carnes, lacteos, entre
outros (Schroeder et al., 2006). A doenca apresenta sintomas caracteristicos como nauseas,
vomitos, diarreia intensa, febre baixa, prostracdo, colicas intestinais e dores de cabeca.
Geralmente, os alimentos sdo contaminados pela presenca da bactéria no ambiente de criacao
dos animais e durante o procedimento de abate, caso ndo sejam tomados cuidados higiénico-
sanitarios (MAJOWICZ et al., 2010).
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O género Salmonella € classificado em duas espécies: S. enterica e S. bongori (CDC,
2011). No entanto, a principal classificacdo € por sorotipos, sendo demonstrados mais de
2.600 variantes antigénicas (GRIMONT; WEILL, 2007; GUIBOURDENCHE et al., 2010).
As denominagdes dos sorotipos e as respectivas formulas antigénicas estdo listadas no
documento Kauffmann-White-Le Minor (KWL) (ISSENHUTH-JEANJEAN et al., 2014).

A deteccéo especifica de sorotipos é rotineiramente realizada por uma sucessdo de
procedimentos laboratoriais: isolamento bacteriano, caracterizacdo biogquimica e sorologia.
Técnicas de diagndstico molecular de Salmonella tém sido desenvolvidas e sdo bastante
utilizadas em contextos laboratoriais. Métodos baseados na reacdo em cadeia da polimerase
(PCR, do inglés polymerase chain reaction) possibilitam tanto a deteccdo direta de
Salmonella como a identificacdo dos respectivos sorotipos (IKUTA et al., 2009). Mais
recentemente, novas técnicas moleculares foram desenvolvidas para deteccdo de sorotipos
especificos, entre as quais a amplificacdo isotérmica de DNA por LAMP (do inglés, loop
mediated isothermal amplification) (YANG et al., 2010). A técnica de LAMP envolve o uso
de um conjunto de 4 a 6 primers e Bst DNA polimerase, o que possibilita a amplificacdo de
DNA de maneira altamente especifica sob condi¢des isotérmicas em menos de uma hora
(YANG et al., 2010). Neste aspecto, ensaios de LAMP podem ser realizados em termoblocos
simples, sem necessidade de termocicladores como na PCR (YANG et al., 2010).

O presente estudo objetivou estabelecer a deteccdo dos sorotipos Enteritidis e
Heidelberg de Salmonella por método de amplificacdo isotérmica de DNA baseado em
LAMP.

METODOLOGIA

Amostras

Foram utilizados 40 isolados de Salmonella do Laboratério Central do Estado do RS
(LACEN-RS), sendo 12 (30,0%) obtidos de amostras clinicas humanas, 17 (42,5%) de
alimentos e 11 (27,5) de carcacas de frangos. Esses 40 isolados haviam sido previamente
caracterizados e foram classificados pelos seguintes sorotipos: Enteritidis (n = 14; 35,0%),
Heidelberg (n = 12; 30,0%), Typhimurium (n = 8; 20,0%), Braenderup (n = 1; 2,5%),
Bredeney (n = 1; 2,5%), Infantis (n = 1; 2,5%), Newport (n = 1; 2,5%), Panama (n = 1; 2,5%)
e Schwarzengrund (n = 1; 2,5%).



Isolamento bacteriano

O isolamento destas bactérias foi realizado por enriquecimento em caldos, como
Brain Heart Infusion (BHI) ou Rapapport-Vassiliadis (RV), seguido de plagueamento em
meios solidos seletivos como Salmonella-Shigella (SS), xilose-lisina-desoxicolato (XLD) e
Verde Brilhante (VB). A incubacdo em todos os meios de cultura foi realizada em condigoes
de aerobiose a 37 °C por 18-24h. As colbnias tipicas do género Salmonella nos meios
seletivos (XLD ou VB) foram selecionadas para a identificacdo presuntiva usando o agar
Triple Sugar Iron (TSI). Colénias de 1 a 2 mm de diametro com centro enegrecido no agar
SS, ap6s 24 horas de incubacdo (sugestivas do género Salmonella) foram submetidas a
caracterizagdo bioquimica.

Caracterizacéo bioguimica

As provas bioquimicas consistiram na utilizacdo de carboidratos (glicose, lactose,
sacarose, manitol e maltose), prova de producéo de indol, prova do vermelho-de-metila, prova
de VVoges-Proskauer, prova da utilizacdo do citrato, prova de reducdo de nitratos, motilidade,
prova de producdo de urease, prova de producdo de fenilalanina desaminase, atividade de
citocromo oxidase e prova da descarboxilacdo dos aminoacidos (lisina, arginina e ornitina),
entre outras.

Sorotipagem

Os sorotipos foram classificados com base no procedimento de KWL. De forma
inicial, os isolados suspeitos de Salmonella foram analisados por aglutinacdo em lamina com
antissoros especificos para antigenos O, o qual é baseado na analise de lipopolissacarideos,
que sdo classificados nos grupos A, B, C1, C2, D e E. Os antissoros H (flagelares) e Vi séo
reservados para o uso em identificacbes especificas. Atualmente este método emprega mais de
150 antissoros O e H para a caracterizacdo dos sorotipos de Salmonella. Considera-se como
reacao positiva quando € observada a ocorréncia de aglutinacdo na gota que contém o soro
anti-Salmonella e negativa quando néo ha aglutinacéo.

Extracdo do DNA

O método utilizado para a realizacdo da extracdo foi o de adsor¢cdo do DNA em
silica. Sendo utilizado para a realizagdo do procedimento o kit comercial NewGene (Simbios

Biotecnologia, Cachoeirinha - Brasil).

Deteccdo molecular
Os DNAs de todos os 40 isolados foram submetidos aos ensaios de PCR em tempo

real e LAMP. Primeiramente, as amostras foram submetidas aos ensaios de LAMP, para



deteccdo de Enteritidis (gene safA) e Heidelberg (gene ACF69659), tendo a avaliagdo dos
resultados por anélise colorimétrica. As condi¢es utilizadas nos ensaios de LAMP foram um
ciclo de 65 °C por 60 min e um ciclo de 80 C° por 5 min. Para a confirmacgéo dos resultados
foi realizada eletroforese em gel de poliacrilamida.

De forma confirmatdria, foram efetuados os ensaios com a técnica de PCR em tempo
real no equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems, Carlsbad CA, EUA) de acordo com
Souza et al. (2018). As condicGes de termociclagem utilizadas nos ensaios de PCR foram de
um ciclo de 95 °C por 3 min, seguidos por 40 ciclos de 95 °C por 15s e 60 °C por 60s.
Controles positivos e negativos foram incluidos em todos os experimentos. A andlise dos
resultados foi realizada diretamente no equipamento (termociclador) pela avaliacdo da
presenca de curvas de amplificacdo e determinacdo dos respectivos valores de Ct (cycle
threshold).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos experimentos dos testes moleculares (PCR e LAMP) para deteccao especifica do
sorotipo Enteritidis (gene safA), 14 amostras (35%) resultaram em positivo para Enteritidis e
26 (65%) em negativo (Tabela 1). As amostras que resultaram em negativo para Enteritidis
(65%) nos ensaios moleculares foram sorotipadas para outros sorotipos (Heidelberg,
Typhimurium, Braenderup, entre outros) nas analises soroldgicas.

Nos ensaios que tiveram Heidelberg (ACF69659) como sorotipo alvo, as 12 (30%)
amostras que foram sorotipadas como Heidelberg nas analises soroldgicas também
apresentaram resultados positivos nos ensaios de PCR e LAMP (Tabela 1).

A técnica de LAMP mostrou-se bastante acessivel e de rapida capacidade de analise
dos resultados (por coloracdo, ilustrado na figura 1), além de fornecer a possibilidade de ser
aplicada para a deteccdo rapida de diferentes agentes patogénicos de origem alimentar e
outros contaminantes microbianos, fato que esta de acordo com o estudo realizado por Draz e
Lu (2016).

Além disso, os ensaios da técnica LAMP quando comparados com 0s ensaios de
PCR demonstraram a mesma eficiéncia e grande concordancia nos resultados. Além de trazer
as vantagens de serem ensaios de mais rapida realizacdo e de mesma precisdao do que 0s
ensaios de PCR (YYang et al., 2013). Neste sentido, as aplicacbes moleculares que visam a
analise de DNA possibilitam melhores desempenhos e dinamismo comparados as

metodologias tradicionais de sorotipagens de salmonelas (WATTIAU et al., 2011).



Tabela 1. Resultados de PCR e LAMP para a deteccdo dos sorotipos Enteritidis e Heidelberg

Resultados moleculares

Sorotipos no % PCR PCR LAMP LAMP
Enteritidis  Heidelberg Enteritidis Heidelberg
Enteritidis 14 350 + - + -
Heidelberg 12 30,0 - + - +
Typhimurium 8 20,0 - - - -
Braenderup 1 25 - - - -
Bredeney 1 25 - - - -
Infantis 1 25 - - - -
Newport 1 25 - - - -
Panama 1 25 - - - -
Schwarzengrund 1 25 - - - -

Figura 1. Andlise colorimétrica dos resultados das reac6es de LAMP (Os quatro primeiros

tubos positivos e os quatro Gltimos negativos).

Em termos de otimizacdo da técnica, as condi¢fes Otimas para as reacGes de LAMP
foram definidas como um ciclo de 65 C° durante 40 min. Neste aspecto, estudos conduzidos
por Yang et al., (2010) e Ueda et al., (2009) analisaram as condi¢des ideais para a realizacéo
dos ensaios de LAMP, onde observaram o desempenho da técnica em diferentes temperaturas
(60, 61, 63, e 65 C°) e em diferentes tempos de duragéo de ciclo (20, 30 e 40 min). Em ambos
estudos, foi concluido que um ciclo de 40 min a 65C° apresenta-se como uma condicao ideal
para a realizacdo dos ensaios.

A realizagdo de analises com um maior nimero amostral e a elucidagdo da
ocorréncia de divergéncia com os resultados sorolégicos sdo as proximas etapas do trabalho
de investigacdo analitica do LAMP.

CONCLUSAO
Este estudo permitiu o entendimento desta nova técnica molecular (LAMP) a qual

apresentou muitas qualidades analiticas, dentre elas estdo destacadas a rapida capacidade de



andlise dos resultados, através da avaliagdo colorimétrica, além de ser uma técnica mais
acessivel quando comparada a PCR, a qual necessita de equipamentos mais sofisticados para
a sua performance. Além disso, todas as amostras que foram sorotipadas como Enteritidis e
Heidelberg nos ensaios sorologicos e nos ensaios de PCR, também resultaram em positivo nos
experimentos de LAMP, o que demonstra que esta nova técnica pode ser utilizada para
deteccdo de alvos especificos e, através de seu bom desempenho, coloca-se como uma étima

alternativa para testes de detec¢do molecular.
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