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1. Introducio

Salmonella provocam uma das mais comuns infec¢des entéricas no mundo. No Brasil,
periodo de 1999 a 2008, a Secretaria de Vigilancia em Saide do Ministério da Salde
constatou a prevaléncia de Salmonella sp. em 42.9% dos surtos de doencas atribuidas ao
consumo de alimentos.

O método tradicional para isolamento e identificacdo de Salmonella em alimentos, é
demorado e para acelerar 0 processo técnicas de biologia molecular 1€m sido aplicadas. A
deteccdo de patogenos via PCR pode levar a resultados falso-positivos, pois ¢ possivel a
deteccio do DNA mesmo que 0 patogeno ndo se encontre viavel (Hein et al., 2006). Uma
estratégia utilizada recentemente para discriminar células viaveis de inviaveis por PCR € o
uso de Brometo de Etideo Monoazida (EMA). EMA ¢é um corante capaz de se ligar
covalentemente ao DNA de células mortas impedindo a sua amplificagdo pela DNA

polimerase (Rudi et al., 2005).

2. Objetivo
Determinar a concentragio de EMA necessaria para inibir a amplificagdo de DNA de

células inviaveis de Salmonella spp. sem inibir a amplificagido de DNA de células viaveis.

3. Material e Métodos
3.1. Bactérias e Condi¢des de Cultivo

Os sorotipos de Salmonella utilizados foram: S, Typhimurium IAL 1472 e ATCC
14028, S. Typhi 1AL 1251, S. Enteritidis ATCC 13076, pT4 578 ¢ pT4 963, ¢ S. Choleraesuis
ATCC 15076. As culturas foram crescidas em caldo BHI e incubadas a 35 °C/18-20 horas.
3.2. Tratamento das culturas com EMA

Concentragdes variadas da solugfio estoque de EMA (Sigma®) foram adicionadas a

uma série de microtubos contendo 500 uL de 10® células viaveis ou inviaveis (tratamento

T*

LESY dS



térmico de 98 °C por 20 minutos). Os microtubos foram expostos & luz (650 W), para ativagio
e fotolise do EMA e em seguida foi realizada a extragio de DNA e PCR. O experimento foi
realizado com duas repetigdes.
3.3. Extracio de DNA e PCR Convencional e Tempo Real

O DNA das células foi extraido pelo método da fervura, em banho-maria, em 100 pL
de TE (pH 8.0) e quantificado em espectrofotdmetro (NanoDrop, Thermo Fisher Scientific).

Os primers ST11 e ST15 utilizados na PCR convencional amplificam um fragmento
de 429 pb e sdo especificos para o género Salmonella (Aabo et al. 1973). Os primers e sondas
TagMan® utilizados na PCR em Tempo Real, especificos para Salmonella sp, foram
construidos de acordo com Hein et al. (2006), onde um fragmento de 285 pb do gene inv4 foi
utilizado como seqiéncia alvo. Um volume de 50 uL de reagdo contendo 2ul de DNA foi
utilizado na PCR convencional (GeneAmp'g’ PCR System 9700). A PCR em Tempo Real foi
realizada em termociclador ABI PRISM® 7000 (Applied Biosystem) e a reagdo de
amplificagdo (25uL) foi preparada com TagMan Universal Master Mix 1X (Applied
Biosystem), 250 ng de DNA., 400 nM de cada primer e 400 nM de sonda.

4. Resultados e Discussao

Neste estudo realizado com sete sorotipos de Salmonella, os primers e sondas
construidos amplificaram o gene alvo (invA4) nas reacdes de PCR em Tempo Real. O valor
médio de Cy foi de 20,78 = 0,48, indicando eficiéncia de amplificagdo para todas as linhagens
testadas. S. Typhimurium IAL 1472 foi selecionada para os testes de EMA-PCR.

Os resultados da PCR convencional mostram que ndo ocorreu amplificagdo do DNA
alvo quando células viaveis foram {ratadas com concentragdo de EMA até 5 pg/mL (Figura
la). A amplificagdo do DNA alvo de células inviaveis foi completamente inibida quando foi

utilizado EMA a uma concentragdo de 5 ug/mL ou superior (Figura 1b e ¢).
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Figura 1. Analise eletroforética da amplificagdo do fragmento de S. Typhimurium IAL 1472, CN-
Controle negativo. Numeros nas canaletas indicam as concentragdes de EMA (pg/mL) em que as

células foram submetidas. (a) Células viaveis, (b) ¢ (¢) Células inviaveis.
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