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RESUMO

A salmonelose é uma das mais importantes zoonoses, mundialmente
reconhecida por sua implicacdo em saude publica e também por resultar em perdas
econOmicas na producdo animal. Dentro do género Salmonella, que é constituido por
mais de 2.500 sorovares, o sorovar Hadar tem merecido atenc&o, pois foi o terceiro
mais isolado no mundo em 1995 (HERIKSTAD et al., 2002) e o terceiro mais isolado
em humanos entre 1997 e 2001 na Espanha (ECHEITA et al., 2005). Em 2005,
também na Espanha, mais de 200 casos de salmonelose em humanos foram
provocados pelo sorovar Hadar, transmitido pelo consumo de carne de frango
(EUROSURVEILLANCE, 2005). No Brasil, mais especificamente no Rio Grande do Sul,
Nascimento et al. (1996) relataram a prevaléncia de Salmonella em carcagas e partes
de frango, sendo a Salmonella Hadar a segunda mais isolada (26%). O resultado das
infeccdes por Salmonella é determinado pelo status do hospedeiro e o status da
bactéria. Enquanto idade, genética e fatores ambientais podem determinar o status do
hospedeiro, o status das bactérias é determinado pelos chamados fatores de viruléncia.
No presente trabalho foram pesquisados trés genes de viruléncia relacionados a
Salmonella, os genes fimbriais invA, agfA e IpfA. Foram testadas 45 amostras isoladas
a partir de meconio, carcacgas e cortes de frango no Rio Grande do Sul, pelo Centro de
Diagnéstico e Pesquisa em Patologia Aviaria (CDPA) da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS). Os testes foram feitos através da Reacdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR) e as leituras foram feitas em gel de agarose a 1,2% corados com
brometo de etidio e visualizados sob luz ultravioleta. Os resultados obtidos mostram a
presenca dos trés genes em todas as amostras de Salmonella Hadar testadas.

INTRODUCAO

Bactérias do género Salmonella sdo bacilos Gram negativos que compdem um
dos grupos mais complexos das Enterobacteriaceae, com mais de 2.500 sorotipos
descritos. Essas bactérias estdo amplamente dispersas na natureza e podem ser
encontradas no trato gastrointestinal de mamiferos, répteis, aves e insetos
(KONEMAN, 1997). E também uma das bactérias mais extensivamente estudadas em
termos de fisiologia, genética e estrutura celular, sendo uma das bactérias patogénicas
melhor caracterizadas em termos de viruléncia (DARWIN & MILLER),
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1999).

A viruléncia das salmonelas é multifatorial e complexa, incluindo presenca de
fimbrias, de flagelos, mobilidade, habilidade de penetrar e replicar nas células epiteliais,
resisténcia a acdo do complemento, producdo de entero, cito e endotoxinas
(RODRIGUES, 2005). Alguns desses fatores sdo chamados de “classicos” (VAN
ASTEN & DIJK, 2005) e podem estar localizados em elementos genéticos
transmissiveis, como transposons, plasmideos ou bacteri6fagos, assim como fazer
parte de regides especificas do cromossomo da bactéria, as chamadas llhas de
Patogenicidade (IP), locais que agrupam a maioria dos genes de viruléncia (VAN
ASTEN & VAN DIJK, 2005).

As IPs constituem-se por um grupo de genes envolvidos em codificar fatores
especificos de viruléncia. Até o presente momento, cinco IPs foram descritas em
Salmonella (HANSEN-WESTER; HENSEL, 2001). A IP-1 encontra-se presente em
Salmonella bongori e todas as variedades de Salmonella enterica. Os operons Inv
(invasibility) e Hil (hiper invasibility) estdo presentes nesta ilha, em meio a outros genes
e proteinas. O gene invA é o primeiro no operon, onde 0s genes invA, B e C estao
arranjados na mesma unidade transcricional e o gene invD esta localizado em uma
unidade transcricional diferente (GALAN et al., 1992). Estudos demonstraram que a
Salmonella Typhimurium tem como célula alvo, para entrada no epitélio intestinal de
camundongos, a célula M, e que é necessaria a presenca do gene invA para uma
eficiente invasao dessas células (CLARK et al.,, 1998). As células M da mucosa
intestinal sdo ligadas aos foliculos linféides, que fazem a mediacdo da resposta
inflamatoria, recrutamento de granulocitos, macréfagos, mondécitos e linfécitos
(CALDWELL et al. 2004).

Outro importante influenciador da invasibilidade das Salmonella s&o os sistemas
de secrecéo tipo lll (SSTT) (WALLIS & GALYOV, 2000). O SSTT -1, é codificado por
alguns genes, inclusive o invA, localizado na IP-1 e estes sistemas sdo responsaveis
pela secrecdo de proteinas bacterianas que promovem a entrada da bactéria para o
interior das células alvo.

Assim como outras bactérias patogénicas, as Salmonellas produzem apéndices
de membrana chamados de fimbrias, mais curtos que os flagelos. Sdo compostas por
apenas uma proteina estrutural, a pilina,e sdo dispostas de maneira helicoidal na
superficie das bactérias gram-negativas (TORTORA, et al. 2000). As fimbrias tém um
papel fundamental na adeséo as superficies sendo importantes na interacdo bactéria-
hospedeiro, persisténcia ambiental, brmacdo de biofilmes, colonizacdo e invasdo de
células (GIBSON et al., 2007).

Em salmonelas ja foram identificados 20 operons fimbriais. Fazendo parte dos
operons fimbrias Salmonella-especificos, esta o agf (aggregative fimbriae), que codifica
a fimbria SEF17 ou Tafi thin aggregative fimbriae), a qual permite estabilidadade a
salmonela e autoagregacédo bacteriana. Tafi foi identificada em S. Enteritidis por White
et al. (2003) que denominaram seu operon de agfem 1991. Este gene esta envolvido
com o aumento da aderéncia e invasdo as células eucarioticas (revisdo de GIBSON et
al. 2007).

Na prevaléncia dos operons fimbriais Salmonella - especificos, esta incluido o Ipf
(long polar fimbriae), que regula a expresséo de fimbria polar. Esta fimbria é mais longa
do que as outras fimbrias elaboradas e polarmente localizada na célula bacteriana. O



gene IpfA codifica a maior subunidade da fimbria, sendo que os genes fimbriais Ipf
completos parecem estar presentes somente em algumas sorovares de Salmonella
subespécie entéricas e S. bongori. Provavelmente a fimbria polar esteja envolvida no
tropismo pelas placas de Peyer’s em intestinos de ratos (BAUMLER et al., 1998).

Apesar de estarem envolvidas na colonizagcdo das células alvo, as fimbrias néo
tém seu papel completamente compreendido na patogenicidade da Salmonella (VAN
ASTEN & DIJK, 2005).

O presente trabalho teve o objetivo de avaliar a presenca dos genes de viruléncia,
invA, agfA e IpfA, em 45 amostras de Salmonella Hadar, isoladas a partir de materiais
de origem avicola, pelo Centro de Diagndstico e Pesquisa em Patologia Aviaria —
CDPA/UFRGS.

MATERIAL E METODO

O trabalho em questédo foi realizado no Centro de Diagndéstico e Pesquisa em
Patologia Aviaria (CDPA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), em
Porto Alegre. Foram analisadas 45 amostras de Salmonella Hadar, isoladas a partir de
meconio, carcacas e cortes de frango no Rio Grande do Sul, previamente identificadas
no Instituto Oswaldo Cruz e que estavam estocadas na bacterioteca do CDPA-UFRGS.
As amostras estavam acondicionadas em Agar Estoque e apdés reativagdo em caldo
BHI, foram passadas para o caldo Rappaport-Vassiliadis que foi colocado em banho-
maria a 42°C por 24h. Apés, as amostras foram estriadas em Agar Verde Brilhante
(BGN) e incubadas novamente a 37°C por 24h, para isolamento das colbnias. Entédo
foram selecionadas de 3 a5 coldnias com caracteristicas compativeis com as de
Salmonella e inoculadas em microtubos tipo eppendorf contendo 1 ml de caldo BHI,
sendo estes entdo incubados por 24h a 37°C. A extracdo do DNA foi realizada a partir
desta aliquota de BHI contida nos eppendorfs, e seguiu a técnica adaptada de Xuan
Guo (2000), a qual é realizada a partir de centrifugacdes das aliquotas, seguidas de
lavagem das mesmas e obtencdo do DNA por lise das células bacterianas em banho—
maria a 100°C. Os mixes utilizados nas trés reacdes eram semelhantes e continham
um volume total de 25 pL, compostos de 2,5 uL de solugdo tampédo (10 X), 2 uL de
dinucleotidios (2,5 mM), 1 uL de cada primer (20pmol), 0,2 uL de Taq polimerase (1 U),
1,25 puL MgCk (2,5 mM), (para o gene IpfA a quantidade de MgCl, foi de 2 pL)e 2 uL do
DNA previamente extraido.

Os protocolos para o termociclador também eram muito parecidos, neles as
amostras eram submetidas & desnaturac&o inicial de 5 minutos a 94 °C, seguida de 35
ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 1 segundo, anelamento & 55°C (para o gene agfA a
temperatura de anelamento foi de 58°C) por 1 segundo e extensdo a 74°C por 21
segundos realizando-se uma extensdo final & 72°C por 7 minutos. Os primers para
cada gene utilizado nas reacfes estdo descritos na tabela abaixo.



Tabela 1: Primers para os genes invA, agfA e IpfA.

Gene Primers

invA F 5 GTG AAA TTA TCG CCA CGT TCG GGC AA
3
R 5' TCA TCG CAC CGT CAAAGG AACC 3

5'TCC ACA ATG GGG CGG CGG CG &
5'CCT GACGCACCATTACGCTG ¥

agfA

polall

IpfA F 5'CTT TCG CTG CTG AAT CTG GT 3
R 5'CAG TGT TAA CAG AAACCAGT 3

Apés a amplificacdo as amostras foram aplicadas em gel de agarose (1,2 %)
com 20 % de brometo de etideo, juntamente com um marcador de peso molecular. O
gel foi submetido a eletroforese e posterior leitura em luz ultra violeta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nos testes mostram a presenca dos trés genes
investigados em todas as amostras de Salmonella Hadar testadas, como pode ser

| verificado nas Figuras 1 a 3.

| Figura 1 Imagem do gel de agarose. Bandas Figura 2: Imagem do gel de agarose. Bandas
compativeis com gene invA dos compativeis com gene agfA dos isolados de S.
isolados de S. Hadar (284 pares de Hadar (350 pares de bases). Seta indicando
bases). Seta indicando banda de banda de 400pb do marccador de peso

| 300pb do marcador de__peso
molecuilar.



Figura 3: Imagem do gel de agarose. Bandas
compativeis com gene IpfA dos isolados de
S. Hadar (250 pares de bases). Seta
indicando banda de 300pb do marcador de
peso molecular.

A Salmonella Hadar pertence ao grupo das salmonelas partificas ou zoonoticas,
porém, diferente destas, S. Hadar, ndo € considerada, até o momento, pelo European
Union Zoonosis Council Directive 92/117/EEC, um sorovar invasivo. No entanto, este
sorovar ja foi isolado de 6rgaos de aves (DESMIT et al., 1998) e, associando este fato
aos resultados desse trabalho, pode-se sugerir que a mesma possui um potencial
invasivo. E neste contexto que estudos do gendtipo da S. Hadar, como o realizado
neste trabalho, veem a contribuir para a sua caracterizacdo e maior entendimento da
interacdo da mesma com o hospedeiro.
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