DISCRIMINACAO DE SOROVARES DE Salmonella spp. ISOLADOS DE
CARCACAS DE FRANGO POR REP E ERIC-PCR E FAGOTIPAGEM
DO SOROVAR ENTERIDITIS?

Iliana ALCOCER?, Kelly Mari P DE OLIVEIRA3, Marilda Carlos VIDOTTO?,
Tereza Cristina R.M. de OLIVEIRAS*

RESUMO

Salmonelose € a infeccao bacteriana de origem alimentar mais freqiiente no Parana, Brasil, e os surtos estdo associados, principalmente,
ao consumo de ovos, carne de aves e derivados. Os objetivos deste trabalho foram identificar os sorovares de Salmonella isolados
de carcacas de frango e caracteriza-los molecularmente por REP e ERIC-PCR, assim como identificar os fagotipos de Salmonella
Enteriditis. Dos 25 isolados de Salmonella spp. analisados, 18 foram identificados como Enteriditis, 4 como Braenderup, 2 como
Worthington e 1 como infantis. Dos 18 isolados de Enteriditis, 14 foram PT4, 2 PT4a, 1 PT7 e 1 RDNC, por se tratar de colonia
rugosa. REP-PCR forneceu padrao eletroforético distinto de 10 a 13 bandas distribuidas entre 120 e 2072 pb para cada sorovar
diferente testado. A ERIC-PCR mostrou um padrao de 4 a 5 bandas entre 180 e 1000 pb e foi menos discriminativa quando
comparada a REP-PCR. Os resultados encontrados confirmaram que a fagotipagem ¢ uma ferramenta 1til e discriminativa para
o sorovar Enteriditis. Apesar do pequeno numero de sorovares testados, os resultados sugerem que a REP-PCR parece ser um
método atrativo a ser utilizado no futuro para a discriminacao preliminar de sorovares de Salmonella.
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SUMMARY

DISCRIMINATION OF Salmonella SEROVARS ISOLATED FROM CHICKEN MEAT BY REP AND ERIC-PCR AND PHAGOTYPING
OF Enteriditis SOROVAR. Salmonellosis is the most prevalent bacterial food-borne disease in the State of Parana, Brazil, and the
outbreaks are often associated with consumption of poultry products. The aim of this study was to serotype Salmonella strains
isolated from chicken carcasses and characterize them molecularly using REP and ERIC-PCR. The phage types of Salmonella
Enteriditis were also identified. Of the 25 Salmonella strains analysed, 18 were identified as Enteriditis, 4 as Braenderup, 2 as
Worthington and 1 as infantis. Of the 18 Enteriditis isolates, 14 were PT4, 2 PT4a, 1 PT7 and 1 “reacted, but did not conform”
- RDNC. Distinct REP-PCR profiles with 10 to 13 fragments distributed between 120 and 2072 pb were easily obtained for each
serovar tested. ERIC-PCR showed patterns of 4 to 5 fragments between 180 and 1000 pb and less discriminatory power than REP-
PCR. The results confirmed that phage typing is a useful tool to differentiate into sorovar Enteriditis. Although it is recognized that
only a limited number of strains was tested in this study, the results suggest that REP-PCR could be an attractive choice to be used

in the future as a preliminary method of Salmonella sorovar discrimination.
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1 - INTRODUCAO

O Brasil iniciou sua producao intensiva de aves na
década de 60 e atualmente é o segundo maior produtor
€ o primeiro exportador mundial de carne de frango [29],
sendo o Parana o maior produtor e exportador do Brasil. Em
2004, a producao foi de aproximadamente 8,409 milhoes
de toneladas com 29,7% deste total exportado. O consumo
per capita passou de 2,3 kg, em 1971, para 34,6 kg, em
2002, tornando-se o Brasil o quarto maior consumidor de
carne de frango no mundo [2].
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Em varios paises, o aumento de casos esporadicos
e de surtos de salmonelose humana esta relacionado com
o aumento da infeccao por Salmonella Enteriditis devido ao
consumo de carne de aves, ovos e derivados contaminados.
Estudos mostram que a ocorréncia de Salmonella spp. em
carcaca de frango pode variar de 0,024% a 85,0%, sendo um
veiculo importante de transmissao dessa bactéria [18].

No Parand, a partir de 1995, a salmonelose passou a
ser a principal doenca transmitida por alimentos. Entre
1999 e 2002, 91 surtos de salmonelose foram registrados
no Laboratério Central de Saude Publica Estadual (Lacen),
Curitiba, Parana. Os ovos e derivados foram responsaveis
por 52,5% desses surtos, seguidos pelo bolo (30,0%),
maionese (22,5%) e carnes (35,3%) [1]. O envolvimento
de mais de um alimento contaminado por surto mostrou
a importancia da contaminac¢ao cruzada na epidemiologia
desta doenca.

Embora em varios paises o aumento da incidéncia de
samonelose devido ao aumento da infeccao por Salmonella
entérica subsp. entérica sorovar enteriditis (S. Enteriditis)
esteja relacionado com o consumo de produtos de origem
avicola contaminados, os fagotipos (PT) prevalentes nao
sao os mesmos nos diferentes paises [10]. Um predominio
do PT4 tem sido observado na Europa, especialmente na
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Inglaterra, assim como no Brasil [25]. Nos Estados Unidos,
o PT8 e PT13a sao os mais freqiientes [7, 19, 35, 36].

Entre os métodos moleculares utilizados na carac-
terizacao de espécies bacterianas, a amplificacao de
regioes repetitivas dispersas no genoma dos procariontes
localizadas extragenicamente (seqiiéncias repetitivas
extragénica palindromicas - REP) ou intragenicamente
(seqiiéncias intergénicas repetitivas consenso enterobac-
terianas — ERIC) fornecem padrodes de bandas distintos
e caracteristicos, os quais tém sido utilizados na ana-
lise genética, filogenética e taxondémica, € em estudos
epidemiolégicos [5, 4, 28].

VERSALOVIC, KOEUTH & LUPSKI [31] determina-
ram, através da reacao em cadeia da polimerase (PCR),
a presenca de seqiiéncias REP e ERIC distribuidas no
genoma das eubactérias. Apesar da grande homologia das
seqiiéncias REP e ERIC entre as enterobactérias, DIMRI et
al. [12] observaram uma variacao em quantidade e loca-
lizacdo destes elementos no genoma de E. coli, Shigella,
Salmonella, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Erwinia
e Proteus. A REP e ERIC sao métodos simples, rapidos
e sensiveis que podem ser utilizados para discriminar
sorovares relacionados [4, 20, 31, 34].

A caracterizacao dos sorovares de Salmonella isolados
no Parana, que € o maior produtor de carne de frango do
Brasil, contribuira para um melhor controle e prevencao da
salmonelose, doenga de origem alimentar mais freqiiente
nesse Estado.

Os objetivos deste trabalho foram identificar os sorovares
de Salmonella isolados de carcacas de frango e caracteriza-
los molecularmente empregando a REP e ERIC-PCR, assim
como identificar os fagotipos de Salmonella Enteriditis.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Isolados bacterianos

Vinte e cinco amostras de Salmonella isoladas de car-
cagas de frango entre outubro de 1999 e marco de 2000,
provenientes de quatro diferentes abatedouros foram
analisadas neste trabalho.

Salmonella enteriditis IAL 1132 adquirida no Instituto
Adolfo Lutz Sao Paulo, SP e Escherichia coli HB 101 foram usa-
das como controles positivo e negativo, respectivamente.

2.2 - Sorotipagem

As amostras de Salmonella spp. foram sorotipadas
no Laboratério de Enterobactérias do Departamento de
Bacteriologia do Instituto Oswaldo Cruz - Fiocruz, do Centro
de Referéncia Nacional de Cdélera e outras Enteroinfeccoes
Bacterianas usando aglutinacao rapida baseada nas for-
mulas antigénicas para Salmonella [24].

As amostras foram mantidas em 1,5 mL de caldo
tripticase de soja — TSB (Merck, Darmstadt, Alemanha)
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com 30% de glicerol e congelados a -70°C até o uso na
caracterizacao molecular.

2.3 - Fagotipagem

As amostras pertencentes ao sorovar enteriditis fo-
ram fagotipadas no Instituto Oswaldo Cruz - Fiocruz, de
acordo como o descrito por WARD, DE SA & ROWE [33],
empregando 10 fagotipos especificos fornecidos pelo “In-
ternational Reference Laboratory for Enteric Phage Typing,
Colindale”, Londres, Inglaterra.

Trés a cinco coldnias isoladas em agar nutriente foram
transferidas para 3mL de caldo fago (caldo nutriente 0,8%
— Difco, Rio de Janeiro, Brasil e cloreto de s6dio 0,85%
—Merck) de forma a obter turvacao do tubo 1 da Escala de
MacFarland. As culturas foram incubadas por 2 h e 30 min
a 37°C em banho-maria com agitagdo (20rpm) e a turvagao
padronizada de acordo com os tubos 3 ou 4 da escala de
MacFarland. Essas culturas foram semeadas com cotonete
na superficie de placas de agar fago (4gar nutriente 2,8%
— Oxoid, Rio de Janeiro, Brasil; cloreto de sédio 0,35%
— Merck). Apés a secagem das placas, foram aplicados
5 uL de cada um dos preparados fagicos. As placas foram
incubadas a 37°C por 18 h.

As areas de lise foram observadas com uma luz in-
direta e os resultados interpretados de acordo como os
varios graus de lise, segundo o diagrama fornecido pelo
“Public Health Laboratory Service — PHLS”, Londres,
como segue: -, sem lise; + 5 a 20 plaquetas; ++ 21 a 80;
+++ 81 a 100; SCL, lise semi-confluente; CL, lise con-
fluente, OL lise opaca.

O padrao de lise de cada cultura foi comparado com
aqueles publicados anteriormente. Amostras que foram
lisadas por fagos e que nao coincidiram com nenhum
padrao de lise, foram designadas como reacted, but did
not conform —RDNC.

2.4 - Reacao em cadeia da polimerase - PCR

2.4.1 - Extracao de DNA dos isolados

A extracao de DNA seguiu o preconizado por SWA-
NENBURG et al. [27]. As amostras bacterianas foram
cultivadas em caldo tripticase soja TSB (Merck) a 37°C
por 18 h. Aliquotas de 1,5 mL das suspensodes bacte-
rianas foram centrifugadas a 16.000 x g por 10 min.
O precipitado foi lavado com 900 uL de solucao salina
fisiolégica (0,85%), centrifugado novamente por 10 min
a16.000 x g e o precipitado ressuspenso com 500 uL de
agua milliQ estéril. As suspensoes foram fervidas a 100°C
por 10 min, resfriadas em banho de gelo e centrifugadas
por 5 mim a 8.100 x g. Para a reacao de amplificacao
foram usados 5 uL do sobrenadante diluido em agua
milliQ. Para a determinacao da melhor diluicdo a ser
utilizada, foram testadas inicialmente diluicoes a 1:5,
1:10, 1:20 € 1:30 em agua milliQ do DNA de Salmonella
Enteriditis IAL 1132.
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2.4.2 - Condicoes da PCR

Para areacao em cadeia da polimerase foram preparadas
solucoes de 25 uL contendo 12,5 uL. de tampao duas vezes
concentrado preparado com 10 mM Tris pH 8,3, 50 mM
KCI, 1,5 mM MgCI2 e 200 uM de cada nucleotideo dNPT
(Invitrogen, Life Technology, Brasil), 1 uL de cada iniciador
(50 pcmol), 1,25 U de Taq polimerase (Invitrogen) e 5 uL
do DNA. Os iniciadores REP-IRDT (5’ -IIINCGNCGNCA-
TCNGGC-3’) e REP2-DT (5-NCGNCTTATCNGGCCTAC-3’),
ERICIR (5-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’) e ERIC 2
(5’-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’) sequienciados e
testados por VERSALOVIC, KOEUTH & LUPSKI [31] foram
sintetizados pela Gibcobrl, Gaithersburg, MD. Concentragoes
de MgCl, variando de 1,5 a 3,5 mM foram testadas.

O material foi amplificado em termociclador Gene
Amp PCR System 9700 (Perkin Elmer, Norwalk, CT) com
desnaturagao a 95°C por 5 min, seguida de 40 ciclos a
95°C por 1 min, 45°C por 1 min e 65°C por 8 min com
uma extensao final a 65°C por 16 min. Para ERIC-PCR foi
programada uma denaturacao a 95°C por 5 min, seguida
de 34 ciclos a 95°C por 1 min, anelamento a 52°C por
1 min e extensdo a 72°C por 8 min, com uma extensao
final a 72°C por 10 min.

2.4.3 - Analise dos produtos de amplificacao

As amostras contendo o DNA amplificado foram analisa-
das em gel de agarose 2,0% (Metaphor® FMC Bioproducts,
Rockland, USA). A corrida foi realizada em cuba horizontal
de eletroforese Sunrise 192 (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD)
a 100V/45 mA por 3 h em tampéao borato EDTA (Tris 45 mM,
acido bérico, Nuclear, Diadema, Brasil; 45 mM, EDTA 1,25
mM, Merck — TBE). O gel foi corado com brometo de etideo 25
ug/mL e visualizado em Image Master VDS 1D Prime (Pharmacia
Biotech, San Francisco, CA, USA). Como marcador foi utilizado
o DNA de 100 pb (Gibco-BRL, Gaithersburg, MD).

A extracao de DNA, a REP-PCR e a eletroforese de todas as
amostras foram repetidos duas vezes em dias diferentes.

2.4.4 - Avaliacao dos padroes da PCR

Os produtos de amplificacao foram analisados por
exame visual considerando todas as bandas visiveis, inde-
pendentemente de sua intensidade. O padrao de bandas da
REP-PCR foi convertida em uma matriz binéaria (1, presen-
ca; 2, auséncia de banda). A porcentagem de similaridade
do padrao das bandas foi estimada pelo coeficiente Dice,
e a analise de cluster realizada pela média Unweighted
Pair Group Method with Arithemetic Averages (UPGMA),
gerando dendogramas pelo Sequential Agglomerative
Hierarchical and Nested (SAHN) do programa NTSYS
— PC 1.7 (Applied Biostatistics, Inc).

3 - RESULTADOS
3.1 - Sorotipos e fagotipos de Salmonella

Dos 25 isolados de Salmonella spp. analisados nesse
trabalho, 18 (72,0%) foram identificados como Enteriditis,
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4 (16,0%) como Braenderup, 2 (8%) como Worthington e 1
(4,0%) como infantis (Tabela 1). Dos 18 isolados de En-
teriditis, 14 (77,8%) foram PT4, 2 (11,1%) PT4a, 1 (5,6%)
PT7 e 1 (5,6%) RDNC por se tratar de uma colonia rugosa
e portanto, sem condi¢6es de determinacgao o fagotipo.

TABELA 1 - Sorovares e fagotipos de Salmonella isolados de
diferentes partes de carcacas de frango comercializadas em su-
permercados de Londrina, Parana, Brasil entre 1999 e 2000

Locais de isolamento Sorovares Fagotipos
Pele de musculo 1- S-1 enteriditis PT4
Pele de pescoco 8-R-1 enteriditis PT4
Pele de pescogo 9-R-1 enteriditis PT4
Pele de cloaca 9-R-1 enteriditis PT4
Embalagem 32-S-1 enteriditis PT4a
Pele de rim 32-R enteriditis PT4a
Pele de cloaca 34-R-1 enteriditis PT4
Pele de pescogo 39-R-1 infantis ND
Pele de pescogo 40-R-1 enteriditis PT4
Pele de cloaca 52-S-2 Braenderup ND
Pele de peito 55-R-1 Braenderup ND
Pele de peito 57-R-2 Braenderup ND
Rim 58-S-1 Braenderup ND
Pele de pescogo 58-S-1 enteriditis PT4
Pele de cloaca 75-R-1 enteriditis PT4
Pele de rim 78-S-2 Worthington ND
Embalagem 80-R3 Worthington ND
Pele de pescogo 87-R-2 enteriditis PT4
Pele de rim 90-S-1 enteriditis PT4
Embalagem 90-R-1 enteriditis RDNC
Pele de rim 90-R-2 enteriditis PT4
Pele de cloaca 91-R-1 enteriditis PT7
Pele de cloaca 92-R-1 enteriditis PT4
Pele de cloaca 93-R-1 enteriditis PT4
Pele de cloaca 93-R-2 enteriditis PT4

PT - fagotipo; RDNC: reacted, but did not conform; ND - nao identificado

3.2 - Caracterizacao molecular com REP-PCR

Os melhores resultados foram obtidos com concen-
tracido de MgCl, de 1,5 mM e DNA extraido por fervura
diluido 1:30. As outras diluicbes testadas nao foram re-
produziveis ou produziram um menor nimero de bandas
(dados nao apresentados).

A analise eletroforética dos produtos de amplificagao ge-
rados pela REP-PCR forneceu um padrao de 10 a 13 bandas
distribuidas entre 120 e 2.072 pb .A andlise desse padrao
revelou a presenca de quatro diferentes genétipos, os quais
foram agrupados pela analise do dendrograma em quatro grupos
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distintos. Para cada um dos diferentes sorovares, a REP-PCR
mostrou um padrao eletroforético tinico e especifico.

A Figura 1 mostra o perfil eletroforético obtido para
infantis, Braenderup, Worthington e 11 dos 18 isolados
de Enteriditis analisados (Tabela 1). Quatro bandas
de aproximadamente 1.500, 700, 570 e 450 pb foram
comuns a todos os sorovares. Duas bandas adicionais
de 1.350 e 780 pb estavam presentes em quase todos
os sorovares. Bandas de 950, 820, 320 e 140 pb foram
especificas para Enteriditis, uma banda de 200pb e
outra de mais de 2.072 pb foram exclusivas de Braen-
derup e bandas de 2.072, 790 e 210 pb foram préprias
de Worthington. Uma porcentagem de similaridade de
53,5% e 75,0% foi encontrada entre os sorovares, 0s
quais foram distribuidos em quatro clusters designados
de I a IV. E. coli HB101 esta representada no cluster
V (Figura 1).

A anadlise eletroforética dos produtos de amplificacao
gerados pela ERIC-PCR mostrou um padrao de 4 a 5
bandas distribuidas entre 180 e 1.000 pb. Os resultados
obtidos com a ERIC-PCR nao foram apresentados e dis-
cutidos porque a técnica foi pouco discriminativa quando
comparada a REP-PCR.

4 - DISCUSSAO

S. Enteriditis tem sido um problema crescente em
paises com avicultura desenvolvida, particularmente nos
Estados Unidos e na Unido Européia [7], € emergiu como
um grande problema avicola e de satide publica no Brasil
a partir de 1993.

Avaliando os dados epidemiolégicos de salmonelose no
Estado do Parana entre 1999 a 2004, ALCOCER [1] observou
que 89,8% das cepas de Salmonella isoladas dos alimentos
envolvidos nos surtos eram do sorovar Enteriditis.

Embora em varios paises a infec¢ao por S. Enteriditis
esteja relacionada com o consumo de produtos de origem
avicola contaminados, os fagotipos (PT) prevalentes nao
sdo os mesmos nos diferentes paises (COX, 1995). As aves
sao consideradas os maiores reservatorios dos fagotipos
PT4, 7, 7a, 8, 13, 13a, 23, 24 ¢ 30 [9, 21].

No presente trabalho, foram identificados os fago-
tipos 4, 4a e 7, sendo o PT4 o lisotipo mais isolado.
Dados sobre os fagotipos prevalentes no Brasil sao es-
cassos. Porém, PERESI et al. [22] relataram que 100%
das cepas de S. Enteriditis isoladas de alimentos e de
pacientes envolvidos em 23 surtos ocorridos na regiao
noroeste de Sao Paulo, entre 1993 e 1997, foram PT4.
Esse mesmo fagotipo foi também o mais frequente en-
contrado por NUNES et al. [21] em 249 amostras de
S. Enteriditis isoladas de frango, entre 1995 e 1997 no
Estado de Sao Paulo.

No Canada, o aumento das infec¢oes por S. Enteriditis
foi acompanhado pelo aumento significante do isolamento
dos fagotipos 4 e 8. Nesse pais, em 1987, apenas duas amos-
tras de S. Enteriditis foram identificadas como fagotipo 4,

Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 26(2): 414-420, abr.-jun. 2006

enquanto que em 1994, o nimero de isolados foi de 1.000,
o que representou 27% dos isolados humanos [6].

Outros paises relataram aumentos mais dramaticos.
Na Inglaterra, por exemplo, entre 1990 e 1996, 50% dos
isolados de S. Enteriditis foram PT4 [23], com 17.371
isolamentos em 1993. A partir de 1997, o nimero de
isolados PT4 diminuiu de 10.056 em 1998 para 2.693
em 2003 [16]. A epidemia de Salmonella Enteriditis no
Reino Unido, causada predominantemente pelo PT4, esta
vinculada a ovos € nao a carne de aves. O ovo contaminado
pode ser consumido sem cozimento, o que dificilmente
acontece com carne de aves [32].

Uma mudanca importante no fagotipo isolado foi ob-
servada nos Estados Unidos. Em 1993, os fagotipos mais
identificados foram PTS8, PT23, PT13 e PT13a porém,
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FIGURA 1 - Variabilidade genética de sorovares de Salmonella
entérica em isolados de carcagas de frango comercializadas
em Londrina entre 1999 e 2000 por REP-PCR. A. Gel repre-
sentativo dos sorovares de Salmonella entérica. Canaletas M,
marcador de peso molecular 100pb; C, 4gua (controle negativo),
SE, Salmonella Enteriditis IAL 1132 (controle positivo); Ec,
Escherichia coli HB101; 1-2, 4-8, 10, 15, 17, 21, Enteriditis;
9, infantis; 11-14, Braenderup; 18 e 20, Worthington. (Os
nameros corresponden aos cédigos das carcacas de frango) B.
Dendrograma de similaridade dos sorovares pelo coeficiente
Dice. Analise de cluster por unweighted pair group method
with the arithmetic averages methods — UPGMA.
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PT4 emergiu associado ao consumo de ovos crus ou nao
completamente cozidos [26]. Em 1999, 49,0% das cepas
de Salmonella envolvidas em surtos e submetidas a fago-
tipagem pertenciam a este fagotipo, o qual superou o PT8,
historicamente prevalente naquele pais [8].

DOS SANTOS, DICKEL & RODRIGUES [13] e DOS
SANTOS et al.[14] fizeram um alerta importante informan-
do que o PT6a estd aumentando no Rio Grande do Sul, e
que esse fagotipo pode estar desenvolvendo uma estratégia
semelhante a atribuida ao PT4, ou seja, adaptagcao a um
determinado ambiente com um potencial diferenciado de
patogenicidade para humanos. O fagotipo 6a nao foi encon-
trado neste trabalho, porém, foi encontrado em 7,4% das
amostras de Salmonella Enteriditis envolvidas em surtos
ocorridos no Parana entre 1999 e 2002 [1].

Um aumento do nimero de fagotipos isolados de frango
foi observado durante um estudo de trés anos realizado
por NUNES et al. [21] em Sao Paulo (SP). Em 1995, 4 fa-
gotipos diferentes foram identificados, porém, entre 1996
e 1997 o namero de fagotipos passou de cinco para oito.
Essa constatacao indica ser essencial o estudo constante
dos fagotipos presentes em aves. Segundo esses mesmos
autores, o freqiiente isolamento de PT4 em carcacas de
frango e o predominio deste fagotipo na salmonelose hu-
mana, sugere uma particular associagao entre reservatérios
aviarios e os surtos de toxiinfeccao alimentar no Brasil
durante o periodo de estudo.

Segundo ALCOCER [1], aproximadamente 90,0% dos
surtos de salmonelose ocorridos no Parana, entre 1999
e 2002, foram causados pelo sorovar Enteriditis e o liso-
tipo mais prevalente (86,1%) foi PT4. Além disso, carne
de aves, ovos e derivados foram os principais alimentos
responsaveis pelos surtos ocorridos nesse periodo. As cepas
de Salmonella analisadas no presente trabalho foram iso-
ladas de carcacas de frango entre outubro de 1999 e marco
de 2000. Portanto, a maior relevancia deste trabalho foi a
constatacao de que a carne de frango contaminada pode
ser um veiculo importante de transmissao de Salmonella
e um maior esclarecimento sobre a sua correta manipulacao
precisa ser realizado para a prevencao da doenca.

A combinacao de métodos fenotipicos e genotipicos tem
sido utilizada na diferenciacao de sorovares de Salmonella.
No presente trabalho, a REP-PCR forneceu um perfil de
bandas tnico, constante e especifico para cada sorovar
analisado. O procedimento foi reproduzivel e apesar do
pequeno numero de sorovares testados, parece ser um
método atrativo a ser utilizado no futuro para a discrimi-
nacao preliminar de sorovares de Salmonella.

Muitos autores tém mostrado que tanto a REP como a ERIC-
PCR sao métodos genéticos sorovar especifico para o género
Salmonella [4, 20, 30, 34]. A caracteristica sorovar especifica
da REP-PCR para esse género foi relatada por BENNASAR et
al. [3], embora utilizando temperatura de anelamento inferior
(33°C) a utilizada no presente trabalho (45°C).

Outros métodos vém sendo utilizados na caracteriza-
cao de Salmonella. WEIGEL et al. [34] mostraram que a
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eletroforese em gel de pulso alternado (PFGE) € tao discrimi-
nativa como a REP-PCR para o género Salmonella. Por outro
lado, DESAI, THRELFALL & STANLEY [11] obtiveram bons
resultados ao utilizarem a fluorescent amplified-fragment
legth polymorphism (FAFLP) para subtipificar Salmonella
Enteriditis fagotipo 4. Recentemente, FERNANDES et al. [15]
mostraram que a ribotipagem foi capaz de diferenciar seis
ribotipos de Enteriditis no fagotipo 8 e trés no fagotipo 4.

O padrao de bandas obtido neste trabalho com
a ERIC-PCR produziu um niimero de bandas inferior ao
encontrado na REP-PCR que limitou a discriminacao entre
os sorovares. Outros primers para ERIC-PCR diferentes
dos utilizados neste trabalho mostraram especificidade de
padrao de bandas para sorovares de Salmonella [17, 27].
Porém, BURR, JOSEPHSON & PEPPER [5] afirmaram que
a ERIC-PCR nao é sorovar especifica nem reproduzivel.

A maioria dos laboratérios brasileiros realizam a
confirmacgao do isolamento de Salmonella empregando
anti-soros polivalentes. Entretanto, para a identificacao do
sorovar € necessario enviar os isolados para Laboratérios de
Referéncia, devido ao grande niimero de sorovares e custo
dos anti-soros. A combinacdo da REP-PCR com uma anélise
computadorizada poderia ser uma ferramenta importante
e rapida para a discriminacao preliminar dos sorovares de
Salmonella mais freqiientemente isolados.

5 - CONCLUSOES

Os resultados encontrados neste trabalho confirmaram
que a fagotipagem é uma ferramenta ttil e discriminativa
para o sorovar enteriditis. O fagotipo 4 (77,8%) foi o mais
isolado, seguido de PT4a (11,1) e PT7 (5,6%).

A REP-PCR forneceu um perfil de bandas tnico, constante
e especifico para cada sorovar analisado. O procedimento
foi reproduzivel e apesar do pequeno namero de sorovares
testados, parece ser um método atrativo a ser utilizado no
futuro para a discriminacao preliminar dos sorovares de
Salmonella mais freqiientemente isolados.
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