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Introducéo

A Salmonella é um pat6geno capaz de infectar uma grande variedade de animais,
podendo sobreviver em &gua, solo e alimentos por um extenso periodo de tempo (Crum-
Cianflone et al., 2008). A salmonelose em humanos ocorre principalmente pela ingestdo de
alimentos contaminados, especialmente ovos crus e/ou carne de aves (Tavechio et al., 1996).
A determinacéo da presenca deste patogeno em alimentos é realizada através de métodos
cléssicos de cultivo e identificacdo, que, embora, apresentem alta sensibilidade, sdo
trabalhosos e demandam um tempo prolongado para a sua execugdo. Desta forma, estas
limitagbes poderiam ser contornadas pela utilizacdo de métodos moleculares, como a PCR.
No entanto, a aplicacéo desta técnica para a detec¢do e quantificagdo de patdgenos, apresenta
a limitacdo de ndo diferenciar entre células vivas e mortas (Wolffs et al., 2004), sendo um
problema particular de alimentos processados ou estocados por periodos prolongados (Rudi et
al., 2005). Porém, existem estudos que apresentam o propidio monoazida (PMA) como uma
alternativa para a marcacdo de células ndo viaveis. O PMA ¢é um agente intercalante do DNA
que atravessa apenas a membrana de celulas mortas, impedindo a amplificagdo do DNA
pertencente a estas células, bem como do DNA livre.

Portanto, este projeto tem por objetivo padronizar um método molecular eficaz e
rapido na deteccdo e quantificagdo de células vidveis de Salmonella spp., através de PCR
convencional e, posteriormente, de PCR em tempo real utilizando o tratamento com PMA

como marcador de viabilidade.
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Metodologia

Para a realizacdo deste projeto, foi utilizada a ATCC 14028 de Salmonella
Typhimurium. Inicialmente, foi determinado o limite de deteccdo da PCR convencional
utilizando o gene invA de Salmonella como alvo. Para tanto, foram realizadas dilui¢bes até
10°° de uma cultura bacteriana oriunda da incubagdo em caldo BHI (Brain Heart Infusion) por
18 h a 37°C. Em seguida, as diluicdes 10, 107, 10°® e 10 foram semeadas em superficie de
agar padréo para contagem em duplicata. Paralelamente, foi realizada a extracdo de DNA a
partir das culturas diluidas pelo protocolo que utiliza tiocianato de guanidina (Rademaker &
Bruijn, 1997). O DNA extraido foi utilizado como molde na PCR utilizando as seguintes
condigdes: desnaturagéo inicial a 94°C durante 5 minutos, 35 ciclos de desnaturacdo de 94°C
durante 30 segundos; anelamento com temperatura de 56° durante 30 segundos, alongamento
a 72°C durante 30 segundos, com uma extensao final de 72°C durante 7 minutos.

O tratamento com PMA foi realizado com as concentragdes 20, 18, 16, 14, 12, 10, 5,
1 ng/mL, adicionando-se diferentes volumes de PMA a 500 pL de cultura bacteriana
contendo aproximadamente 6,2 x 10% UFC/mL, para averiguar qual a concentracio minima de
PMA necesséria para inibir completamente a amplificacdo do DNA de células mortas na
PCR. O tratamento com isopropanol a 70% por 30 min e a incubacdo a 100°C por 20 min
foram avaliados para a utilizagdo na inviabilizacdo das células bacterianas.

Depois da adicdo do PMA, homogeneizaram-se os tubos, mantendo-0s no escuro, por
10 minutos. Em seguida, os tubos foram colocados em uma caixa com gelo e expostos a luz
haldgena, para a ligacdo do PMA ao DNA por 10 minutos. Logo apds, foi realizada a extracéo

do DNA pelo mesmo método referido acima.

Resultados e Discussao

A amplificagdo especifica de fragmentos de DNA de 284 pb foi obtida a partir do
DNA extraido por tiocianato de guanidina oriundo de uma cultura pura de S. Typhimurium,
obtendo-se um limite de detec¢do de 1 UFC/mL. Este valor serd utilizado como referéncia
para a avaliagdo da sensibilidade do protocolo utilizando o PMA como marcador de
viabilidade.

O tratamento com 1 mL de isopropanol a 70% por 30 minutos foi escolhido como
método para matar as células bacterianas, pois proporcionou mais clareza na observacéo da

acdo do PMA. Através dos experimentos realizados com PMA foi possivel observar que
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quanto menor a concentracdo de PMA, menor foi a intensidade da banda visualizada a partir
da eletroforese em gel de agarose dos produtos de amplificagéo utilizando o DNA extraido de
células ndo viaveis tratadas com PMA como molde. Desta forma, pode-se sugerir que
concentragdes mais elevadas de PMA possam implicar em uma possivel inibi¢do da PCR.
Isso mostra que, apesar de ainda ndo ter sido determinada a concentragdo necesséria para
inibir completamente a amplificacdo do DNA, o PMA esta sendo eficaz na medida em que
tem a capacidade de penetrar nas células mortas com a membrana comprometida e intercalar

no DNA apoés exposicao a luz.

Concluséao

Embora a concentragéo ideal do PMA para a marcagéo de inviabilidade de Salmonella
spp. ainda n&o esteja determinada, foi observada uma tendéncia de que com menores
concentragdes de PMA ocorra uma maior inibi¢cdo da amplificagdo de DNA oriundo de

células mortas.

Apoio financeiro: PROBIC/FAPERGS
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