AVALIAÇÃO DA ESPECIFICIDADE DE UMA PCR PARA DETECÇÃO DE SALMONELAS EM ALIMENTOS
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1. INTRODUÇÃO

Salmonella continua sendo uma das principais causas de doenças de origem alimentar em todo mundo. Como o método convencional de detecção desta bactéria é laborioso e demorado, o desenvolvimento de métodos rápidos e acurados é necessário [6]. Além disso, a exposição de salmonelas a dessecação, radiação, baixas temperaturas, limitação de nutrientes e preservação pelo calor ou agentes químicos durante o processamento dos alimentos pode resultar em células viáveis não cultiváveis e assim diminuir a confiabilidade de testes biológicos [2]. Com isso, a amplificação de DNA “in vitro” através de PCR torna-se uma ótima alternativa para detecção de bactérias patogênicas em alimentos [4]. A especificidade de uma PCR depende da fidelidade dos “primers” usados. Por isso, é necessário utilizar seqüências de “primers” que sejam únicas para o patógeno alvo [3]. Salmonelas não apresentam um plasmídio ou fator de virulência comum a todos sorotipos [6]. Fenotipicamente e filogeneticamente, o gênero Salmonella representa uma taxonomia homogênia dentro da família Enterobacteriaceae e dentro da subclasse das proteobactérias. Mas com relação à similaridade genética, o gênero Salmonella é intimamente relacionado aos gêneros Escherichia, Shigella, e Citrobacter [1]. 

A aderência bacteriana parece ser um pré-requisito para infecção. Existem evidências que muitas bactérias apresentam apêndices de superfície, como fímbrias, que mediam a ligação específica a receptores presentes nas células epiteliais das mucosas. Fímbrias são filamentos protéicos produzidos por muitos membros da família Enterobacteriaceae. Somente as fímbrias tipo 1 são implicadas na patogenicidade de Salmonella e a expressão fenotípica destas é codificada por um cluster de genes, sendo que um único gene, fimA, codifica a subunidade fimbrial principal [1]. Estudos anteriores utilizando antisoro policlonal preparado contra amostras de fímbria tipo 1 de S. Typhimurium indicaram que os antígenos fimbriais tipo 1 são compartilhados pela maioria dos sorotipos de salmonelas [2]. O objetivo desse trabalho foi avaliar a especificidade de uma PCR para detecção de salmonelas através da amplificação do gene fimA. 

2. MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 Cepas bacterianas, condições de cultivo e extração de DNA 

Os sorotipos de salmonelas e de outras bactérias da coleção de culturas da FIOCRUZ-RJ utilizadas estão, respectivamente, na Tabela 1 e Figura 2. Todas as bactérias estavam liofilizadas e foram cultivadas overnight em caldo infusão de cérebro e coração (BHI), a 37o C com agitação constante (150 rpm). A extração de DNA dos cultivos bacterianos foi realizada conforme as instruções do kit PureGene (Gentra Systems).

Tabela 1. Sorotipos de salmonelas utilizadas na PCR e seus sorogrupos.

	Sorotipos de salmonelas
	Sorogrupos

	S. Paratyphi
	A

	S. Typhimurium
	B

	S. Derby 
	B

	S. Heidelberg
	B

	S. Saint Paul
	B

	S. Agona 
	B

	S. Oranienberg
	C1

	S. Choleraesuis
	C1

	S. Infantis
	C2

	S. Hadar
	C2

	S. Emek
	C2

	S. Albany
	C3

	S. Enteritidis
	D1

	S. Gallinarum
	D1

	S. Dublin
	D1

	S. Anatum
	E1

	S. Newington
	E2

	S. Senftenberg
	E4

	S. Rubislaw
	F

	S. Florida
	H


2.2 Seleção do gene e design dos “primers”


Para a seleção da seqüência de nucleotídeos específica de salmonelas a ser amplificada, uma extensa revisão bibliográfica e pesquisas em bancos de dados de DNA (GenBank, EMBL, SwissProt) foram realizadas. As seqüências pré-selecionadas foram comparadas com as de salmonelas e outras bactérias depositadas em bancos de dados através de alinhamento com o programa BLAST N (NCBI). O gene fimA de Salmonella Enteritidis (número de acesso no Genbank S76043) foi o selecionado para a PCR. Os “primers” foram desenhados com o auxílio do software Vector-NTI, sendo o produto esperado um fragmento de 566 pb, correspondente a todo o gene fimA (ATG ao stop codon). Estes foram sintetizados por MWG-Biotech usando um sintetizador de DNA automático. A seqüência do “primer” forward é 5’-GGG GGA TCC ATG AAA CAT AAA TTA ATG ACC- 3’ e a do “primer” reverse é 5’- CCG AAT TCT CAC ATG ATA AAG GTG GCG-3’.  

2.3 PCR


Um microlitro de cada DNA extraído foi utilizado na amplificação por PCR. A reação de 25 (L consistiu de: 25 (mol de cada primer; 1,5 mM de MgCl2; 0,2 mM de cada dNTP; 1 U de Taq DNA polimerase recombinante (Invitrogen), 1X tampão de PCR e 50 ng de DNA molde. A amplificação ocorreu em termociclador modelo Master Cycle Gradient (Eppendorf) utilizando o seguinte programa: temperatura inicial de desnaturação de 94oC por 5 min, 30 ciclos de desnaturação por 30 s a 94oC, anelamento por 30 s a 60oC, extensão por 30 s a 72oC e extensão final de 7 min a 72oC. O produto da PCR foi analisado através de eletroforese em gel de agarose a 1% contendo brometo de etídio.

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO


A seqüência do gene fimA de S. Enteritidis apresentou no alinhamento de DNA alta similaridade com regiões alvo de várias salmonelas, tais como S. Typhimurium, S. Paratyphi, S. Pullorum, S. Diarizone e S. Typhi e baixa similaridade com outras bactérias. Por isso foi selecionada para o estudo. 

Um estudo preliminar mostrou que o gene fimA parece ser específico de salmonelas, pelo menos no que se refere ao fragmento de 85 pb amplificado pelo par de “primers” utilizado [1]. O par de “primers” avaliado em nosso estudo foi desenhado visando a clonagem deste gene em vetores de expressão para procariotos e eucariotos. Na PCR, um fragmento de aproximadamente 570 pb foi amplificado a partir do DNA de todas as salmonelas testadas (Figuras 1). Por outro lado, com o DNA das outras bactérias, não houve amplificação (Figura 2). Isso indica que o nosso par de “primers” também foi específico para salmonelas e, portanto passível de utilização na detecção destes microorganismos através da PCR. Os determinantes antigênicos de fímbrias tipo 1 são conservados na maioria das salmonelas [1], sugerindo uma conservação do gene fimA. Os nossos resultados mostraram que pelo menos o início e o fim do gene fimA são bastante conservados.
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose do produto da PCR amplificado com os “primers” para o gene fimA e DNA de diferentes salmonelas. Linhas: M, marcador de peso molecular; 1, S. Enteritidis; 2, S. Paratyphi; 3, S. Typhimurium; 4, S. Derby; 5, S. Heidelberg; 6, S. Saint Paul; 7, S. Agona; 8, S. Oranienberg; 9, S. Choleraesuis; 10, S. Infantis; 11, S. Albany; 12, S. Hadar; 13, S. Emek; 14, S. Gallinarum; 15, S. Dublin; 16, S. Anatum; 17, S. Newington; 18, S. Senftenberg; 19, S. Rubislaw; 20, S. Florida.
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Figura 2. Eletroforese em gel de agarose do produto da PCR amplificado com os “primers” para o gene fimA e DNA de outras bactérias. Linhas: M, marcador de peso molecular; 1, S. Enteritidis; 2, Proteus vulgaris; 3, Enterobacter aerogenes; 4, Klebsiella pneumoniae; 5, Serratia marcescens; 6, Citrobacter freundii; 7, Escherichia coli; 8, Shigella sonnei; 9, Pseudomonas aeruginosa.

S. Gallinarum produz somente fímbria tipo 2 que é estruturalmente e antigenicamente relacionada à fímbria tipo 1, mas não funcionalmente. Apesar de não produzirem fímbria tipo 1, estas bactérias foram detectadas por Western blotting usando antisoro policlonal anti-fímbria tipo 1 [2]. Em nosso trabalho a seqüência do gene fimA de S Gallinarum foi amplificada. Isso sugere que o gene está presente, mas em forma inativa [1]. Esses resultados concordam com o encontrado por Swenson et al [5] que demonstrou que S. Typhimurium não fimbriadas também possuíam a seqüência fimA. Além disso, isolados fimbriados de S. Senftemberg que não reagiram com soro anti-fímbria produziram um amplicon com os “primers” FimA de S. Typhimurium [1] e com os nossos “primers”.

Gooding & Choudary [3], Malorny et al [4] e Ziemer & Steadham [7] avaliaram vários testes PCR para salmonelas e demonstraram que alguns falharam em identificar todos os sorovares de salmonelas testados ou produziram bandas múltiplas inespecíficas. Além disso, alguns produziram bandas de tamanho alvo com o DNA de outras bactérias. O nosso PCR não apresentou bandas inespecíficas na amplificação de salmonelas e nenhuma banda de aproximadamente 570 pb com o DNA de outras bactérias (Figura 2), demonstrando a especificidade dos “primers” utilizados.

4. CONCLUSÃO

Os “primers” avaliados nesse estudo foram específicos para as cepas de Salmonella testadas e serão utilizados em experimentos futuros visando analisar a sua eficácia na detecção de alimentos contaminados com estes microorganismos.
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