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Resumo

No Brasil, Salmonella é a causa mais freqiiente de infec¢do de origem alimentar. Salmonella
Enteritidis (SE) € um dos sorovares mais comumente associados a morbidade e mortalidade em
humanos. A vigilancia epidemioldgica de SE exige métodos eficazes para tipagem e
investigacdo da diversidade e origem genética dos isolados, considerando o elevado grau de
homogeneidade genética deste sorovar. Assim, o objetivo deste trabalho foi realizar uma revisao
bibliografica referente a caracterizacio fenotipica e genotipica, bem como a aplicag¢do da técnica
de macrorestricdo do DNA cromossdmico seguida de eletroforese em campo pulsado (PFGE)
na caracterizacdo molecular de SE visando um melhor entendimento da sua epidemiologia. Os
principais critérios na escolha de métodos para tipificagdo de SE incluem a capacidade do
método em tipificar todas as linhagens analisadas, a reprodutibilidade do ensaio e o poder de
discriminag¢do. Devido a sua grande utilidade na andlise epidemioldgica para diferenciacio de
cepas patogénicas € no monitoramento de sua distribui¢do, PFGE tem sido considerado o
método “Padrao-Ouro” entre os diferentes métodos de tipagem molecular de vdrias espécies
bacterianas, tornou-se um método padrdo entre laboratérios de satde publica, devido a sua
acuricia e reprodutibilidade entre os diferentes laboratérios. Este método permite, também, a
diferenciacdo de isolados caracterizados como idénticos por outras andlises como sorotipagem,
fagotipagem, ribotipagem e andlise de plasmideos, constituindo-se uma ferramenta de grande
valia na vigilancia epidemioldgica da salmonelose.
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Abstract

In Brazil, Salmonella is the most common cause of foodborne disease. Salmonella Enteritidis
(SE) is one of the serovars most commonly associated with morbidity and mortality in humans.
Epidemiological surveillance of SE requires effective methods for typing and inquiries of
diversity and genetic origin from the isolated, considering the high degree of genetic
homogeneity of this serovar. Therefore, the objective of this study was to do a literature review
on the phenotypic and genotypic characterization as well as the application of the technique
macrorestriction of chromosomal DNA followed by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) in
the SE molecular characterization, seeking a better understanding of its epidemiology . The
main criteria in choosing methods for classifying SE include the ability of the method to
characterize all strains analyzed, the reproducibility of the test and the power of discrimination.
Due to its great usefulness in epidemiological analysis for differentiation of pathogenic strains
and monitoring of its distribution, PFGE has been considered as the "Gold Standard" among the
different methods of molecular typing of several bacterial species and has become a standard
method of public health laboratories, because of its accuracy and reproducibility among
different laboratories. This method also allows the differentiation of isolated, characterized as
identical to other analysis such as serotyping, phage typing, ribotyping and plasmid analysis,
becoming a valuable tool for epidemiologic surveillance of salmonellosis.

Keywords: Salmonella Enteritidis, pulsed-field gel electrophoresis, PFGE, molecular

characterization

INTRODUCAO

A salmonelose € considerada uma das mais importantes zoonoses € uma das
principais enfermidades transmitidas por alimentos (ETAs)"*.

De acordo com dados da Secretaria de Vigilancia em Saudde, do Ministério da
Saude, Salmonella spp. foi responsavel por 1.122 (23,8%) dos 4.716 surtos investigados
no Brasil, no periodo de 1999 a 2005. No Estado do Parana, 267 (43,8%) dos 609 surtos
que ocorreram de 2000 a 2005 foram causados por este patdgeno @,

Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Enteritidis (SE) é um dos sorovares
mais comumente associados 2 morbidade e mortalidade em humanos™®’. A maioria dos
surtos tem sido associada a produtos de origem animal, principalmente carne de aves e
ovos e seus derivados %19,

A vigilancia epidemiolégica de Salmonella Enteritidis exige métodos eficazes
para subtipagem e investigacdo da diversidade e origem genética dos isolados 1
considerando o elevado grau de homogeneidade genética deste sorovar (10.12,13,14)

Diferentes métodos de tipificagdo tem sido padronizados para caracterizar cepas
de Salmonella Enteritidis isoladas de surtos. Estes métodos incluem a tipagem
fenotipica através de técnicas como fagotipagem e andlise do perfil de resisténcia
antimicrobiana, que sdo frequentemente complementados com técnicas moleculares de
andlise do DNA, como perfil plasmidial, polimorfismo de DNA amplificado ao acaso
(Random amplified polymorfic DNA — RAPD), ribotipagem e andlise de macrorestri¢ao
do DNA cromossdmico seguido de eletroforese em campo pulsado (Pulsed field gel
electrophoresis — PFGE) (5. 9:15)

Os principais critérios na escolha de métodos para tipificacdo de S. Enteritidis
incluem a capacidade do método em tipificar todas as linhagens analisadas, a
reprodutibilidade do ensaio e o poder de discriminacdo “'®. A macrorestricio de DNA
seguida de eletroforese em campo pulsado (PFGE) € considerada a metodologia de
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referéncia para caracterizacdo molecular deste sorovar, em razdo da reprodutibilidade
dos resultados'’, estabilidade dos perfis gerados e seu poder discriminatério .

O objetivo deste trabalho € apresentar uma revisdo da literatura, sobre os
métodos de caracterizacdo de S. Enteritidis e os principais aspectos da utilizacdo da
técnica PFGE como ferramenta para caracterizacao molecular desse sorovar.

Métodos de Caracterizacao Fenotipica de Salmonella Enteritidis

Os métodos fenotipicos cldssicos utilizados como primeira diferenciacdo entre
cepas do sorovar Enteritidis compreendem a fagotipagem e a andlise do perfil de
resisténcia a antimicrobianos ©'%'7,

Na fagotipagem determina-se a reatividade das culturas a um conjunto de fagos
liticos (bacteri6fagos) selecionados e em diluicdes apropriadas. Os bacteriéfagos sio
virus que infectam bactérias hospedeiras sensiveis, se replicam dentro das mesmas e
provocam sua lise. O padrdao de tipagem produzido divide as cepas do sorotipo em
variantes resistentes ou sensiveis aos fagos %,

A técnica de fagotipagem apresenta algumas defici€éncias como a possibilidade
de ocorrer a conversdo de fagotipos e uma habilidade de tipar inferior a 100%, porque
nem todos os organismos podem ser atribuidos a um fagotipo conhecido "". Outro
incoveniente é que o método usualmente ndo pode ser conduzido em laboratérios
convencionais 4% 2%, Apesar de ser uma técnica muito ttil para subdividir as cepas de
S. Enteritidis de diferentes origens, a fagotipagem tem demonstrado discriminagdo
%I}Szl})ﬁdeme quando apenas um fagotipo predomina em determinada drea geografica .9,

Alguns fagotipos (PTs) sdo mais estaveis € outros menos, contudo mudancas
podem ocorrer como resultado da aquisicdo de plasmidios ou fagos **, mudancas na
expressdo de lipopolissacarideos ou mutacdo espontanea afetando o conjunto de
receptores de fagos’. Alguns pesquisadores relataram a conversdo de cepas do PT4 para
PT24, pela aquisicdo de um plasmidio de resisténcia (plasmidio R) a ampicilina,
estreptomicina e tetraciclinas®, e outros citam a conversdo de cepas dos PTs 23 e 14b
para PT8 @,

Outro método que pode ser utilizado para subtipagem, e que vem se tornando
cada vez mais importante, ¢ a andlise do perfil de resisténcia a antimicrobianos 18
Além da utilidade como marcador epidemiolégico, € uma ferramenta ttil na
identificacdo da emergéncia de linhagens resistentes. Os surtos causados pela ingestao
de alimentos contaminados sugerem a possibilidade de transmissdao destas linhagens
pela cadeia alimentar. Como conseqii€ncia, ocorre o aumento de falhas no tratamento de
pacientes e da severidade das infeccdes ">

Testes de sensibilidade a antimicrobianos compreendem ainda uma ferramenta
util na investigacdo epidemioldgica de surtos. Contudo, o uso da técnica isoladamente
para estudos epidemioldgicos tem limitagdo devido as variagdes fenotipicas e a pressao
seletiva a qual o patégeno estd exposto. A resisténcia a antimicrobianos geralmente
decorre da aquisicdo de genes de viruléncia carreados por plasmideos ou transposons,
transferidos entre linhagens da mesma espécie ou entre diferentes espécies. Na auséncia
de pressdo seletiva, estes elementos podem ser perdidos. Assim, linhagens diferentes
podem desenvolver padrdes de resisténcia semelhantes, a0 mesmo tempo que isolados
pertencentes 2 mesma linhagem podem diferir no perfil de sensibilidade "

Técnicas fenotipicas sdo limitadas pela possibilidade de alteracdo da expressao
génica ou diante da dominancia de determinados sorovares e fagotipos, o que ¢é
freqiiente em SE e é influenciado pelo cardter clonal do patégeno “'”. Uma vez que, os
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6)

isolados de SE sao dificeis de subtipificar @ , 0os métodos tradicionais € os métodos
(6)

moleculares devem ser associados para um estudo epidemioldgico efetivo .

Métodos de Caracterizacio Genotipica de Salmonella Enteritidis

Os métodos de tipagem genotipica ou molecular, os quais envolvem a andlise
direta do DNA de elementos genéticos cromossdmicos ou extra-cromossdmicos,
permitem a diferenciagdo clonal de cepas. Um clone bacteriano pode ser definido como
uma populacdo de células apresentando muitas caracteristicas idénticas, cuja explicacao
para esta identidade seria que todas as cepas se originam de um ancestral comum. Os
métodos moleculares tém sido utilizados, principalmente, em combinagao com métodos
padrées bem estabelecidos, como a sorotipagem e a fagotipagem para finalidades
%)idemiol(’)gicas, permitindo a diferenciacdo de cepas epidémicas das ndo epidémicas

O conhecimento dos clones de patdgenos, a evolu¢do de sua distribuicdo,
incidéncia e prevaléncia espacial e tempordria sdo subsidios importantes para o controle
da doenca e de seu agente. Essencial também € estabelecer os reservatérios naturais dos
clones e identificar as fontes de contaminag@o nos surtos e nos casos espordadicos @),

Métodos que pesquisam diferencas a nivel molecular ganharam importancia a
partir dos anos 80. Porém, mesmo alguns desses métodos apresentam baixo poder
discriminatério para o sorovar Enteritidis '®. Esses métodos de tipagem moleculares
apresentam muitas vantagens sobre as técnicas convencionais. Uma das mais
importantes é que todas as bactérias sdo tipaveis; outro aspecto importante € que o poder
discriminatério dos métodos baseados em andlise de DNA € maior que o dos
procedimentos fenotipicos *”. Entretanto, nenhuma abordagem molecular combina
reprodutibilidade e poder discriminatério com rapidez e simplicidade #7**.

A importancia do desenvolvimento de marcadores moleculares para caracterizar
cepas de Salmonella e relacionar os surtos com suas fontes de origem, em razdo da
prevaléncia de determinados fenétipos tem sido verificada. Entre os muitos métodos
utilizados para determinar estes marcadores estdo: a técnica da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR — “Polymerase Chain Reaction”), a andlise do perfil plasmidial ®,
polimorfismo de fragmentos de restricdo (RFLP), Fluorescent amplified fragment
length polymorphism (FAFLP), amplificacdo randoémica polimérfica de DNA (RAPD),
ribotipagem e o estudo gendmico por eletroforese em campo pulsado (PFGE — “Pulsed-
field gel electrophoresis™) © .

A Anilise do perfil plasmidial envolve, inicialmente, a extragdo dos plasmideos,
moléculas circulares de DNA dupla-fita que se replicam autonomamente em uma célula
bacteriana hospedeira. Eles variam em tamanho e contém genes que codificam
resisténcia aos antimicrobianos e fatores de viruléncia. Apds a extracdo, os eventuais
diferentes plasmideos, presentes em cada amostra bacteriana, sdo separados por
eletroforese em gel de agarose, determinando-se o nimero e o tamanho dos plasmideos.
Informacdo adicional pode ser obtida pela digestdo do DNA plasmideal com enzimas de
restri¢ao e posterior comparagdo do nimero e tamanho de fragmentos resultantes, ou
seja, andlise do perfil de restri¢ao plasmidial @

A subtipagem de SE através do perfil plasmidial ¢ importante, ji que, alguns
plasmidios de Salmonella carreiam genes responsdveis pelos fatores viruléncia
bacteriana ®”. E um método tradicional usado em estudos epidemiolégicos, porém, nio
€ tao discriminatdrio como a fagotipagem para a subdivisdo primdria de um sorovar’.
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Este método também tem mostrado ser limitado para a subdivisao de SE PT4, visto que
muitas cepas carreiam um simples plasmideo 38-Mda ©'*?.

O perfil plasmidial apresenta limitacdo inerente ao fato de que plasmidios sdo
elementos extra-cromossomais que podem ser espontaneamente perdidos ou
prontamente  adquiridos.  Consequentemente, isolados  epidemiologicamente
relacionados podem apresentar perfis plasmidiais diferentes 7.

Muitas das técnicas moleculares correntemente usadas para tipificacdo, baseiam-
se na separacdo eletroforética de fragmentos de DNA. A eletroforese resultante &
representada por um perfil de bandas sobre um gel. Visto que estes perfis resultantes sao
extremamente complexos, a facilidade de interpretacdo e a inter-relagao dos resultados
vao determinar se o método de tipagem terd utilidade na caracterizagéo(l(’) .

A técnica RFLP — polimorfismo de fragmentos de restri¢do tem sido usada por
anos para detectar e localizar sequéncias gendmicas de uma variedade de organismos
procariotas e eucariotas. Para a deteccdo de genes especificos, o0 DNA cromossomal é
digerido por enzimas de restricdo apropriadas, e os fragmentos separados por
eletroforese em gel de agarose sdo hibridizados com sondas especificas'®. Para SE, tem
sido usado principalmente IS 20077, porém a técnica € limitada pelo fato deste sorovar
albergar um pequeno nimero de cépias 15200 @',

Fluorescent amplified fragment length polymorphism (FAFLP) é uma variante
da técnica de PCR original, usada para genotipagem de alta resolucdao de E. coli,
Staphylococus aureus resistente a meticilina, Streptococcus pyogenes, Mycobacterium
tuberculosis, Campylobacter jejuni e Campylobacter coli. Estudos de FAFLP de SE
previamente reportados mostraram eficiéncia na discriminag@o entre cepas dentro do
mesmo fagotipo, a qual € necessdria para andlise de surtos e vigilancia
epidemiolégica(34’35).

Métodos recentemente desenvolvidos para ribotipagem de microrganismos, os
quais usam as enzimas de restricdo Pstl e Sphl (PS) tém mostrado serem uteis para
subtipar fagotipos de SE, incluindo PT4?®. Ribotipagem resulta em um pequeno
nimero de bandas, a qual simplifica a interpretacdo. Contudo, isto também limita a
capacidade da técnica de distinguir entre cepas estreitamente relacionadas. A técnica
pode ser aplicada com sucesso para diferenciar cepas de bactérias que manifestam alto
grau de heterogenicidade dentro do operon rRNA"®.

A amplificagdo randomica polimérfica de DNA (RAPD) é baseada no uso de
curtas sequéncias (9 a 10 pares de base) de primers ao acaso, as quais hibridizam em
baixa temperatura de anelamento com sequéncias de DNA cromossomal, dando inicio a
amplificacdo de regides do genoma bacteriano'®*®. O nimero e a localizacdo destes
oligonucleotideos iniciadores dispostos ao acaso varia para cepas de uma mesma
espécie bacteriana'®, sendo que alguns nucleotideos sdo ferramentas iteis para
evidenciar a diversidade gendmica de Salmonella®® .

Embora diversos métodos para discriminag¢do de SE tenham sido desenvolvidos
e amplamente utilizados, muitos pesquisadores tem relatado que PFGE € a melhor
escolha para andlise de SE’.

A técnica de eletroforese de campo pulsado (PFGE) € baseada na andlise do
genoma completo através da digestdo por endonuclease de restricdo e €, geralmente,
considerada padrdo para tipagem de Salmonella sendo muito util na investigacdo de
salmoneloses®®”. Para subtipar cepas de Salmonella, PFGE apresenta boa
discriminacdo das cepas para alguns sorovares de Salmonella, incluindo S.

Enteritidis®®.
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Caracterizacdo Molecular de Salmonella Enteritidis através da Técnica de
Eletroforese em Campo Pulsado (PFGE)

A macrorestricdo do DNA cromossdmico seguida de eletroforese em campo
pulsado (PFGE) foi primeiramente descrita em 1984 como uma ferramenta para andlise
do DNA cromossdmico de organismos eucariGticos™.

O método PFGE consiste na clivagem do genoma bacteriano com enzimas de
restricdo que reconhecem poucos sitios ao longo do DNA cromossdmico, cortando-o
aleatoriamente e gerando de 10 a 30 fragmentos de restri¢do que variam de 10 a 800 kb.
Esses fragmentos grandes de DNA ndo podem ser separados por eletroforese
convencional. Na eletroforese em gel de agarose em campo pulsado, a orientacdo do
campo elétrico é modificada periodicamente, permitindo que fragmentos de até duas
megabases sejam separados efetivamente por diferenca de tamanho?**4".

Para interpretar os perfis genéticos gerados pela técnica PFGE e utilizar esta
informacao para fins de estudos epidemioldgicos, € necessdrio comparar os padroes
PFGE e compreender que eventos genéticos ocorridos ao acaso, podem alterar estes
perfis e diferenciar os isolados em quatro categorias: geneticamente indistinguiveis,
estreitamente  relacionadas, possivelmente relacionadas e nd@o relacionadas
epidemiologicamente. Essa diferenciacdo permite associar a origem e as rotas de
transmissao de patégenos(42).

PFGE tem sido considerado o método ‘“Padrdo-Ouro” entre os diferentes
métodos de tipagem molecular de vdrias espécies bacterianas (1643 devido a sua
utilidade na diferenciacdo de cepas patogénicas € no monitoramento de sua distribuicao
na comunidade “”. PFGE tornou-se um método padrdao entre laboratérios de saude
publica, devido 2 sua acurdcia e reprodutibilidade “**. Este método permite a
diferenciagdo de isolados caracterizados como idénticos por outras andlises como
sorotipagem, fagotipagem, ribotipagem, andlise de plasmideos, entre outras '>*.

Atualmente, PFGE € um dos métodos mais importantes utilizados na subtipagem
de diversos microrganismos, inclusive Salmonella®'®.

Pesquisas tem mostrado que PFGE €é um método eficiente e estivel na
discriminacdo intra-sorovares 249,

A necessidade da utilizacio de métodos que apresentem capacidade de
discriminacdo além de sorovares € reforcada pelo fato de alguns fagotipos de SE
predominarem em determinadas regides geogréficas D e pela observacdo de que,
isolados de SE de um mesmo fagotipo podem apresentar diferencas em sua estrutura
gendmica e nas suas caracteristicas de viruléncia 2.

Redes de vigilancia epidemioldgica de S. Enteritidis, entre elas PulseNet nos
Estados Unidos, onde o Brasil esta incluido (10), e Salm-gene/Enter-net na Europa (47’48),
utilizam PFGE para caracterizaco de linhagens desse sorovar .

Embora diferentes linhagens tenham sido associadas a surtos na Europa e EUA,
acredita-se que S. Enteritidis tenha surgido da expansao clonal de um unico isolado
mais virulento, devido ao carater epidémico de sua ocorréncia G0,

Devido a estabilidade dos perfis gerados e ao seu poder discriminatdrio, o
método se mostra adequado para a criacdo de bases de dados, uma tendéncia atual na
pesquisa epidemioldgica >'®. As bases de dados podem armazenar os perfis genéticos
submetidos, permitindo um acompanhamento epidemiolégico ndo apenas em escala
regional, mas também a nivel nacional ou internacional @9

Embora linhagens de SE pertencentes ao fagotipo PT4 sejam consideradas
extremamente homogéneas ©”, diversas pesquisas tém afirmado a capacidade de
diferenciacdo intra-fagotipos através de PFGE (9:32.3343.45) © A técnica é descrita como
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capaz de evidenciar diferencas menores entre clones, portanto adequada para uso como
ferramenta de genotipificacdo "

O poder discriminatério de PFGE tem sido verificado em cepas de um mesmo
sorovar de Salmonella implicadas em surtos. Geralmente, todas as cepas
epidemiologicamente relacionadas, ou seja, isoladas de diferentes fontes, porém, no
mesmo periodo de tempo e local, apresentam perfil de restricdo idéntico, refletindo
clonalidade das cepas, independente da enzima de restricdo utilizada na digestdo do
DNA cromossémico 2.

Na investigacdo de surtos de salmonelose, causados pelo consumo de alimentos
contaminados, PFGE permite a determinagao da relagdo entre os isolados de pacientes e
de alimentos, auxiliando assim a identificacdo da fonte de contaminacdo G310 Através
da técnica de PFGE, pesquisadores puderam relacionar a origem de surtos de
salmonelose humana causados por fagotipos pouco freqiientes, PT9a e PT11, analisando
isolados obtidos de animais silvestres 0s quais se apresentaram genotipicamente
indistinguiveis daqueles isolados humanos, identificando desta maneira a fonte de
contaminagio “.

Alguns autores demonstraram a estreita relacao epidemioldgica entre isolados de
pacientes e a dieta enteral associada a um surto ocorrido em um hospital, através da
andlise PFGE ©.

Ainda, utilizando a mesma técnica, pesquisadores determinaram a correlacao
epidemioldgica de isolados de SE presentes em ovos liquidos contaminados, rastreando
a cadeia de producdo destes alimentos “?.

A endonuclease Xba I é apontada em vdrias pesquisas como a enzima de
restricio com maior poder discriminatério para cepas de SE 910314345 465152) = 5
grande maioria dos trabalhos que envolvem a andlise de SE por PFGE utilizam
protocolos padronizados com esta enzima. Deste modo, é obtido um grau satisfatério de
discriminacdo entre as linhagens e € possivel comparar os perfis obtidos por diferentes
grupos de pesquisa que utilizam o mesmo protocolo e as mesmas condicdes de
macrorestricio e PFGE 7" No entanto, a possibilidade de obter maior poder
discriminatério € aumentada com a utilizacdo de diferentes enzimas com sitios raros de
restri¢ao “0.53)

Consideracoes Finais

O grau de polimorfismo gendmico na populacdo microbiana é um fator muito
importante para epidemiologia molecular. A suposi¢cdo da natureza clonal de alguns
fagotipos de SE € um problema na escolha do método molecular a ser utilizado na
discriminacdo de isolados. Como conseqiiéncia, técnicas muito eficientes sdao
necessarias para detectar pequenas diferencas no gendtipo dos mesmos. Em geral,
PFGE ¢ a técnica de escolha para muitas espécies microbianas, incluindo SE, por
apresentar maior reprodutibilidade e maior poder discriminatério. As dificuldades
associadas a sua utilizacdo sdo relacionadas ao custo do equipamento e do ensaio e o
tempo necessario para a realiza¢do das andlises.
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