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Analise temporal da relacao clonal entre cepas de Salmonella Heidelberg isoladas de fontes avicolas
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INTRODUCAO

Salmonella spp. consiste em um dos principais agentes causadores de doencas transmitidas por alimentos em todo o mundo, inclusive no Brasil"?3. S. Heidelberg tem se
destacado recentemente no cenario nacional como um dos principais sorovares isolados de fontes avicolas, especialmente na regido sul do Brasil*. Entretanto, ainda nao
estao esclarecidas as causas que levaram ao aumento da identificacao deste sorovar. Uma das hipoteses para o maior isolamento é o surgimento de um novo clone de S.
Heidelberg, que seria capaz de se sobrepor a outros sorovares. Trabalhos anteriores desenvolvidos no CDPA ja determinaram a relacao clonal entre as cepas de S. Heidelberg
de origem avicola isoladas entre 1996 e 2006 através da ribotipificacdo por reacdo em cadeia da polimerase (PCR), um método rapido, de baixo custo e de alta
reprodutibilidade®. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi diferenciar cepas de S. Heidelberg isoladas em 2016 através da ribotipificacdo por PCR e comparar com 0s

ribotipos obtidos em cepas isoladas entre 1996 e 2006.

33 cepas de Salmonella Heidelberg isoladas de
fontes avicolas na regiao sul do Brasil em 2016

1. Ribotipificacao por PCR das cepas isoladas em 2016.

2. Comparacao dos resultados com a ribotipificacao
feita em amostras isoladas entre 1996 e 2006°.

MATERIAIS E METODOS

cepas estocadas a-  reativacdo em caldo termo-extracéo de amplificacéio em termociclador
70°C BHI DNA
Primers’: Preparo do mix&:
CAAGGCATCCACCGTGT Z'SHle(E ':jaml\;)aalo;(, 2|\5|1L dl(dedNTPs (-10mTM)'p2lT-L de cada grlr:sr (Dzlgzmol),
GTGAAGTCGTAACAAGG uL de MgCl, (2mM), a enzima Taq Polimerase e 2uL de

Condicdes do termociclador®:

25 ciclos: 94°C por 15 seg, 55°C
por 4 min e 72°C por 1 min

Controle da reacao:
conteudo do mix, sem DNA

RESULTADOS E DISCUSSAO

- Todas as cepas apresentaram um fragmento de aproximadamente 400pb.

(fragmentos de aproximadamente 400 e 600pb), R3 (fragmento de aproximadamente
400pb) e R4 (fragmentos de aproximadamente 300 e 400pb).

- O ribotipo R2 (fragmentos de aproximadamente 300, 400 e 600pb) nao foi encontrado.

- Entre as cepas analisadas, 98,2% (23/33) foram classificadas no padrao R1, 24,2% (8/33)

no padrdao R3 e 6,1% (2/33) no padrdo R4.

As cepas isoladas em 2016 apresentaram uma maior variabilidade quando comparadas
com aquelas isoladas entre 1996 e 2006°. Também foram identificados dois novos
ribotipos (R3 e R4). Entretanto, o ribotipo R1 continua sendo o mais prevalente e indica
qgue, mesmo apos 10 anos, continua circulando nas granjas avicolas. Por outro lado, o
aparecimento de dois novos ribotipos pode indicar um tendéncia na mudanca dos clones
circulantes, o que poderia ser uma das possiveis razdes para o aumento da frequéncia de

isolamento deste sorovar.

eletroforese em gel de agarose 1%

leitura em transluminador UV

Figura 1 - Ribotipificacao por PCR das cepas de Salmonella Heidelberg em gel de agarose 1%:

- A ribotipificacao por PCR diferenciou as cepas de S. Heidelberg em trés ribotipos: R1 PM 01 02 03 04 05 06 07 08 09

500pb

CONCLUSOES

Legenda: PM = marcador de peso molecular (100pb). 01 a 05 = cepas de S. Heidelberg com padrdo de bandas R1
(fragmentos de 400 e 600pb). 06, 08 e 09 = cepas de S. Heidelberg com padrao de bandas R3 (fragmento de 400pb).
07 = cepas de S. Heidelberg com padrdo de bandas R4 (fragmentos de 300 e 400pb). 10 = controle negativo da reacdo.

Mais de 98% das cepas de S. Heidelberg isoladas em 2016 foram classificadas no ribotipo R1, indicando que este ribotipo permanece em evidéncia desde 1996. Entretanto,
nos ultimos 10 anos observou-se o surgimento de dois novos padrdes de ribotipos, o que poderia justificar o aumento da frequéncia de isolamento deste sorovar.
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