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The present study evaluated the efficiency of different protocols for the ge-
nomic DNA extraction of Salmonella bacteria in chicken eggs free of specific
pathogens - SPF. Seventy-five eggs were used and divided into five groups
with fifteen eggs each. Three of the five groups of eggs were inoculated with
enteric Salmonella cultures. One of the five groups was inoculated with Esche-
richia coli bacterium culture. And another group of eggs was the negative con-
trol that received saline solution 0.85% infertile. The eggs were incubated on a
temperature that varied from 20 to 25°C during 24, 48 and 72 hours. Five yolks
of each group were collected every 24 hours. These yolks were homogenized
and centrifuged during 10 minutes. The supernatant was rejected. After the
discard, PBS ph 7.2 was added and centrifuged again. The sediment obtained
of each group was used for the extraction of bacterial genomic DNA. Silica
particles and a commercial kit were utilized as the extraction methods. The
extracted DNA was kept on a temperature of 20°C until the evaluation through
PCR. The primers utilized were related with the invA gene and they were the
following: 5 GTA AAA TTA TCG CCA CGT TCG GGC AA 3 and 5 TCATCG
CAC CGT CAA AGG AAC C 3. The amplification products were visualized in
transilluminator with ultraviolet light. The obtained results through the bacte-
rial DNA extractions demonstrated that the extraction method utilizing silica
particles was the most efficient because it obtained a DNA with good quality

and sufficient quantity to get good results with the PCR technique.
KEY WORDS. Salmonella, bacteria, DNA, genome, PCR.

RESUMO. Avaliou-se a eficiéncia de trés protoco-
los para a extragdo de DNA gendmico de bactérias
do género Salmonella em ovos de galinhas livres de
patégenos especificos - SPF. Foram utilizados 75
ovos, divididos em cinco grupos com 15 ovos cada.
Trés grupos de ovos foram inoculados com cultu-
ras de Salmonella sp. Um quarto grupo foi inocula-
do com cultura de Escherichia coli. O quinto grupo

foi o controle negativo, que recebeu solucdo salina
0,85% estéril. Os ovos ficaram incubados na tempe-
ratura em torno de 20 - 25°C durante 24 horas. Apos
esse intervalo foram colhidas cinco gemas de cada
grupo, as quais foram homogeneizadas e centrifu-
gadas por 10 minutos; o sobrenadante resultante
foi descartado. Apds o descarte, adicionou-se PBS
pH 7,2 e centrifugou-se novamente. O sedimento
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obtido de cada grupo foi utilizado para a extragao
do DNA genomico bacteriano. Os métodos utiliza-
dos de extragdo foram: por particulas de silica e um
kit comercial - GenElute Bacterial Genomic DNA
kit. O DNA extraido foi mantido a temperatura de
- 20°C até a avaliagao por PCR. Os primers utiliza-
dos sdo relacionados com o gene invA e foram os
seguintes: 5 GTA AAA TTA TCG CCA CGT TCG
GGC AA 3" and 5 TCA TCG CAC CGT CAA AGG
AAC C 3. Os produtos da amplificagdo foram vi-
zualizados em transiluminador com luz ultraviole-
ta. Os resultados obtidos demonstraram que o mé-
todo de extragado por particulas de silica foi o mais
eficiente, por obter um DNA de boa qualidade e
quantidade suficiente para conseguir bons resulta-
dos na técnica de PCR.

PALAVRAS-CHAVE. Salmonella, bactéria, DNA, geno-
ma, PCR.

INTRODUCAO

O ovo é um importante produto de origem avi-
cola e, por ser rico em nutrientes e ser de alta di-
gestibilidade, exige alguns cuidados para que nao
se transforme em fonte de intoxicacdo alimentar e
para que chegue ao consumidor com um bom pa-
drao de qualidade. Por ser um produto perecivel,
deveria ser mantido sob refrigeracdo desde a pro-
ducdo até o consumo. Entretanto, este procedimen—
to resulta em um aumento do custo de producao e
conseqiientemente um aumento do custo para os
consumidores.

Analises epidemiolégicas tém sugerido que o
consumo de ovos ou produtos contendo ovos crus
contaminados sdo as maiores fontes de infeccao
em surtos de toxinfecao alimentar em que o agente
etiologico é a Salmonella sp. (Guan et al. 2006).

Surtos de salmonelose em humanos causado
por salmonelas paratificas tem aumentado dras-
ticamente no mundo inteiro desde a década 1980
e tornaram-se um problema importante para a in-
dustria avicola e a satide publica. A salmonelose é
uma zoonose endémica, que possui alta morbida-
de, sendo de dificil controle e irradicagdo (Silva &
Duarte 2002). As salmonelas também sao responsa-
veis por consideraveis prejuizos econdmicos para
a industria avicola, devido a sua importancia em
patologia aviaria (Avila 2007).

A complexa epidemiologia da Salmonella na ca-
deia da producdo de aves envolve a transmissao
vertical, via ovo, desencadeando o nascimento de
pintos infectados. Envolve, também, a transmis-
sdo horizontal, com a contaminacao do ambiente e
da racdo, além da existéncia de diferentes espécies

animais que constituem reservatorios da bactéria
(Berchieri Junior 2000).

O diagnéstico bacteriolégico com isolamento
e identificacdo da bactéria em ovos e outros pro-
dutos, é a técnica oficial recomendada pelo Mi-
nistério da Agricultura, Abastecimento e Pecudria
(MAPA), porém é um teste trabalhoso e demorado.
A pesquisa microbiologica envolve etapas de pré-
-enriquecimento, enriquecimento e plaqueamento
seletivo, testes bioquimicos e sorologicos. A ob-
tengdo de um resultado negativo para algum mi-
crorganismo suspeito requer cerca de quatro dias
e confirmacao de resultado positivo de até quinze
dias. A metodologia convencional de diagnéstico
apresenta outras limitacdes uma vez que requer
um numero de células viaveis suficientes para per-
mitir o seu isolamento. Além disso, variacbes na
morfologia e no perfil bioquimico das colonias, nos
diferentes meios descritos na literatura, sao fatores
que aumentam a margem de erro do diagndstico
microbiélogico (Campos 2005).

A utilizacdo de técnicas de conservacao de ali-
mentos, como por exemplo, manutencao em baixas
ou altas temperaturas, entre outras, pode permitir o
aparecimento de células vidveis ndo cultivaveis, que
quando da realizagdo do teste microbiologico, ndo
apresentam condig¢des favordveis a um crescimento
que permita a sua identificacdo. Entretanto, ao per-
manecer em condicOes favoraveis a sua proliferacao
pode atingir doses infectantes (Floresta 2006).

Varias pesquisas tém sido realizadas visando in-
troduzir metodologias rapidas e sensiveis para en-
frentarem a agilidade que o mercado exige. Entre
estas novas metodologias estd a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) que representa um grande
avanco em termos de velocidade, sensibilidade e es-
pecificidade dos métodos diagnosticos, e tem sido
cada vez mais utilizada para identificar varias espé-
cies bacterianas a partir de alimentos e amostras cli-
nicas. Porém, para obtengdo de bons resultados da
técnica de PCR é necessario protocolos de extragao
de DNA praticos, rapidos e com custo baixo.

Tendo em vista essas informagdes, o objetivo
deste trabalho foi verificar a viabilidade de extra-
¢do de DNA genomico de Salmonella sp. Por trés
diferentes protocolos de extragdo: particulas de si-
lica com iodeto de sdédio, particulas de silica com
DNAZzol e um kit comercial.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas estirpes de Salmonella e de Escheri-
chia coli. As bactérias encontravam-se na forma liofiliza-
da e foram ativadas em caldo de infusdo de cérebro e
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coracao - BHI a 37°C por 18 horas. Apéds a ativagdo das
bactérias, foi realizada a contagem das células bacteria-
nas em camara de Neubauer.

Foram utilizados 75 ovos de galinhas livres de pa-
tégenos especificos (SPF - Specific Patogen Free), que
foram divididos em cinco grupos com 15 ovos cada. O
grupo controle negativo foi inoculado com solucao sali-
na a 0,85%, estéril, na quantidade de 0,1 mL. Os demais
grupos foram inoculados com culturas bacterianas, dos
quais trés grupos foram inoculados com Salmonella sp.
na concentragdo de 10°UFC/mL e o outro grupo foi ino-
culado com uma cepa de E. coli na mesma concentracdo
de Salmonella sp.

Apbs as inoculagdes, todos os grupos foram man-
tidos a temperatura ambiente, permanecendo por um
periodo de 24 horas. Inicialmente, cada ovo foi desinfe-
tado com uma solucao de tintura de iodo a 10% no local
da perfuragdo da casca. Os ovos foram perfurados com
uma agulha estéril na regido da cdmara de ar. Inoculou-
-se, com auxilio de uma seringa de 1mL, 0,1mL do ino-
culo contendo 10° UFC por mL. Apés a inoculacdo, os
orificios foram vedados com cola branca e os ovos incu-
bados em temperatura ambiente.

As foram colhidas assepticamente de cada grupo, co-
locadas em béquer estéril e homogeneizadas. Em segui-
da, transferiram-se 10mL do homogeneizado de gema
para tubos de centrifuga. Centrifugou-se em 2.500¢ em
temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e
adicionou-se aos sedimentos o mesmo volume do que
foi descartado de solucao-tampao (PBS pH 7,2); centri-
fugou-se novamente nas mesmas condig¢des, descartan-
do o sobrenadante.

O sedimento obtido de cada grupo foi armazenado
a - 20°C, até o momento da extragao de DNA.

Nas extracdes do DNA gendmico bacteriano foram
utilizados dois diferentes métodos: um kit comercial -
GenElute Bacterial Genomic DNA kit (Sigma®) e o protoco-
lo com extragdo por silica, padronizado pelo Laboratério
de Virologia Comparada do Instituto de Ciéncias Biol6-
gicas, da Universidade Federal de Minas Gerais.

Para o kit comercial, o protocolo foi seguido de acor-
do com as instrugdes do fabricante.

Todas as amostras de DNA obtidas foram avaliadas
quanto a sua concentragdo e a sua pureza, por meio da
analise da densidade 6ptica (DO) em espectrofotdémetro.
O DNA também foi quantificado e analisado quanto a
sua qualidade, por meio da analise em gel de agarose.
Para esse fim, um gel de agarose 1% foi preparado. Ap6s
a eletroforese, o gel foi corado com brometo de etidio, vi-
sualizado em luz ultravioleta, e as amostras foram com-
paradas aos padrdes, determinando-se dessa maneira as
concentragdes aproximadas de DNA em cada amostra.

Os dois protocolos que foram utilizados para a ex-
tragdo do DNA usando as particulas de silica tiveram
como diferencial o uso de diferentes reagentes para a
lise celular. E esses reagentes foram: DNAzol® Reagent (
Invitrogen®) e solugdo de iodeto de sédio (Nal).

No protocolo, utilizando-se Nal, as amostras foram
adicionados 600uL de iodeto de s6dio sob aquecimento
a 55°C e leve agitacdo por 5 minutos. O material obti-

do foi entdo submetido a centrifugacdo por 5 minutos a
12.000g a temperatura ambiente, e o sobrenadante, cole-
tado com auxilio de uma pipeta.

Foram, a seguir, adicionados a mistura 50 pL de sus-
pensdo de silica (diéxido de silicio - Sigma Chemical
Co., St. Louis, Mo) e a nova mistura foi homogeneizada
com o auxilio de um vortex. A mistura foi incubada em
agitador end-over-end (Speci-Mix, Thermolyne) por 10
minutos em temperatura ambiente. Apds centrifugacao
por 30 segundos a 12.000 rpm em temperatura ambien-
te, 0 sobrenadante foi descartado por inversao do tubo.

O sedimento foi lavado duas vezes com 1ml de tam-
pao de lavagem (etanol 50%, 50mM Tris-HCl pH 8,
10mM EDTA pH 8). Apés centrifugacdo por 30 segun-
dos a 14.000 g em temperatura ambiente, todo o tampao
de lavagem foi removido com auxilio de uma pipeta.

Foi adicionado 1ml de acetona e, ap6s homogeneiza-
do no vortex, e centrifugado por 30 segundos a 14.000 X
g em temperatura ambiente, o sobrenadante foi descar-
tado e o residuo de acetona evaporado do sedimento em
tubo com tampa aberta mantido a 56°C por 10 minutos.

O DNA aderido a silica foi eluido por adi¢ao de 50
pL de TE (5 mM TRIS-HCl pH 8, 0,5 mM EDTA pH 8),
incubado a 50°C por 5 minutos e o tubo centrifugado por
30 segundos a 14.000 X g a temperatura ambiente para
solidificar o sedimento. O sobrenadante foi removido
com auxilio de uma pipeta.

As amostras de DNA extraidas foram analisadas e
quantificadas por leitura em espectrofotometro Nano-
Drop ND-1000. Este aparelho permite a anélise e quan-
tificacdo de amostras de acido nucléicos utilizando 1 pL
amostra de interesse. E ligado a um computador que
analisa os dados enviados pelo aparelho e estima a quan-
tidade de DNA na amostra em pg/pL e a qualidade do
material pelo valor obtido na razao DO,,, / DO, .

Com as aliquotas de cada amostra de DNA, obtidas
dos dois diferentes protocolos de extracdo, foi realiza-
da as reagdes de amplificacdao, com volume final de 25ul
contendo: 2ul de DNA, 5 ml de tampao 10X ( 200mM
Tris-HCl pH

8, 500mM KCL.) 0,3 ml de DNTP a 10mM ( Datp,
dTTP, Dctp, Dgtp - Invitrogem), 2,5 ml de MgCI* a 50
mM, 1ml de cada iniciador a 25 pmol de cada, 0,3ml taq
polimerase a 1U/ml e 12,9ml de 4gua ultra pura g.s.p.

O par de oligonucleotideos iniciadores utilizados
para a amplificacao do DNA foi sintetizado com base na
sequéncia: 5 GTA AAA TTA TCG CCA CGT TCG GGC
AA 3 (primer 1) e 5 TCA TCG CAC CGT CAA AGG
AAC C3 (primer 2), amplificando um fragmento de 284
pares de base do gene invA de Salmonella sp

A reacdo PCR foi realizada em termocilclador. As con-
dicdes de amplificagdo foram de um ciclo inicial de des-
naturacdo a 94°C por cinco minutos, seguida por 30 ciclos
de desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, anelamento por
60°C por 30 segundos e extensao de 72°C por 30 segun-
dos, além de uma extensao final a 72°C por 7 minutos.

Para cada ensaio foi utilizado como controle positivo
o DNA extraido de culturas puras de Salmonella sp. Foi
utilizado um controle negativo contendo reagentes sem
inclusdo de uma amostra de DNA. A deteccdo dos pro-
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dutos da PCR foi feita por eletroforese em gel de agarose
a 1%, corado com brometo de etideo e visualizado com
auxilio de um transiluminador UV.

RESULTADOS

Os resultados relativos a concentragdo e pureza
das amostras de DNA extraidos, de acordo com os
protocolos que utilizaram as particulas de silica es-
tao incluidos na Tabela 1.

De acordo com a Tabela 1, todas as amostras de
DNA obtidas foram avaliadas quanto a sua concen-
tracdo e a sua pureza por meio da andlise da densi-
dade 6ptica (DO) em Espectofotdmetro Mano drop.

Neste estudo ndo foi possivel visualizar as
amostras de DNA extraidas do kit comercial, por-
tanto, ndo transmite seguranca quanto a certeza da
extracao.

Apo6s as extracdes do DNA foi realizada a PCR.
Para esta técnica foram utilizados os primers inicia-
dores derivados do gen invA, obtendo uma banda de
amplificagdo de DNA com 284 pares de base, como
o esperado, em todas as amostras de DNA de Sal-
monella sp analisadas por PCR; ndo sendo observada
nenhuma amplificacdo de DNA da amostra E. coli.

DISCUSSAO

Com isso, verifica-se, nessa pesquisa, que os pro-
tocolos que usaram as particulas de silica para a se-
paracdo e captagdo do DNA, demonstram que esta
metodologia foi eficaz, simples, rapida, facil, com
boa amplificagdo do DNA e baixo custo (Rohland
& Hofreiter 2007). Também, Boom et al. (1990),

Tabela 1. Concentracdao e pureza das amostras de DNA
extraido, de acordo com os dois protocolos que utilizaram as
particulas de silica.

Amostra Concentracao Pureza
SO0 aser 56,0 pg/uL 1,25

1 oAl 56,0 ug/uL 1,03
S2 il 33,0 ug/pL 1,03
S3nazel 53,6 ng/uL 1,02
EC uam 59,5 ug/uL 1,02
Dl 80,0 pg/pL 1,03
SO 54,0 pg/puL 1,66
ST 108,0 pg/uL 1,00
S2 u 90,0 pg/uL 1,03
S3ur 86,5 ng/uL 1,66
EC,,, 88,0 ug/uL 1,03
Dy 56,0 ng/pL 1,05

S0 0 aser Sonaser S2onarr SOonasel = aliquotas de gemas de ovos conta-

minadas com Salmonella sp.
EC, ..l = aliquotas de gema de ovos contaminadas com E.coli.
oA = CONtrole negativo.
0o ST S2ar S3y,; = aliquotas de gemas de ovos contaminadas com
Salmonella sp.
EC,, = aliquotas de gema de ovos contaminadas com E.coli.
D, = controle negativo.
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P

ol Dislxl E Tal-t-1=Ld Ik

Figura 1. Resultado PCR, que utilizou o Kit GenElute Bacterial
Genomic DNA para a extragdo do DNA bacteriano. (M =
marcador 100pb, B = branco; D = diluente, EC = E. Coli, C*
= controle positivo, &, S*, S, S° e S° = amostras de gemas de
ovos contaminadas por Salmonella sp.)
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Figura 2. Resultado da PCR obtido da extracdo de DNA de Sal-
monella sp. em gemas de ovos contaminados artificialmente.
(M = marcador de 100pb, EC = DNA extraido pelo método
de particulas de silica com o reagente DNAzol de amostras
de gemas de ovos contaminados por E.Coli, SO, S3, S2 e S1 =
DNA extraido pelo método de particulas de silica com o rea-
gente DNAzol de amostras de gemas de ovos contaminadas
por Salmonella sp., EC, = DNA extraido pelo método de parti-
culas de silica com iodeto de s6dio de amostras de gemas de
ovos contaminados por E.Coli, SO, S3,,S2, e S1, = DNA extra-
ido pelo método de particulas de silica com iodeto de sédio de
amostras de gemas de ovos contaminadas por Salmonella sp.,
C*controle positivo, D, D}, = controle negativo, e B = branco)

desenvolveu um protocolo utilizando particulas
de silica e agentes caotrépicos para purificacdo de
DNA e RNA a partir de soro e urina humanos, ve-
rificando a efetividade dessas substancias na ob-
tencao, ruptura ou lise das membranas celulares.
Esses resultados sao relevantes quando compa-
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rado a outros métodos que muitas vezes utilizam
compostos prejudiciais a satide, como é o caso do
fenol- cloférmio: isoamil, utilizado em outros pro-
tocolos.

Também, Mesquita et al. (2001) testaram dife-
rentes protocolos para a extragdo de DNA. Em dois
dos seus protocolos foram utilizada a proteinase K:
em baixa concentragao e por longo periodo de tem-
po; e a proteinase K em alta concentragdo e por cur-
to periodo de tempo. Isto resultou em baixa quan-
tidade de DNA e a alta quantidade de proteina.
Este fato pode representar a causa mais provavel
da ndo amplificacdo pela PCR do DNA obtido com
esta metodologia de extragao.

Com isso, pode-se confirmar que o gene invA
contém sequéncias tnicas de Salmonella e demons-
trando ser um alvo adequado para PCR, com poten-
cial para aplicacdes em deteccao de Salmonella sp.

O melhor resultado foi obtido quando o DNA
foi extraido pelo método particulas de silica asso-
ciado com o Nal (Iodeto de s6dio), fato evidencia-
do pela presenca de bandas mais intensas de DNA,
indicando uma maior presenca de material gené-
tico. Assim, a extracdo de DNA por este método
pode ser utilizado com seguranga nos ensaios da
PCR, reduzindo-se, dessa forma, os custos da téc-
nica, principalmente no que se refere a aquisigao de
kits de extracdo de DNA.

Como verificado neste estudo e em concordancia
com Gélan et al. (1992) e Hoorfar et al. (1999), a PCR
ndo é vulneravel a reagdes atipicas e ndo depende
de variacGes fenotipicas o que evita resultados falso-
-negativos fornecidos pela técnica microbioldgica.
Salienta-se o invA é um gene comum a maioria dos
sorotipos de Salmonella, que codifica uma proteina de
invasdo celular e, ausente na regido correspondente
de E. coli. Portanto, este gene é considerado eficiente
para distinguir Salmonella de outras bactérias.

Os resultados comprovaram que os iniciadores,
utilizados neste estudo, sdo especificos, pois nao
produziram sinais de amplificagdo com amostras
de DNA de E. coli. Resultados semelhante foram
obtidos por Santos et al. (2002), que usou iniciado-
res derivados do gene invA para avaliar a especifi-
cidade, seletividade e sensibilidade para a utiliza-
¢do na técnica da PCR.

Estudos conduzidos por Gallegos-Robles et al.
(2009) demonstraram a amplificacdo do gene invA
através da PCR para deteccdo de Salmonella em
amostras de carne crua, como uma alternativa ao
método convencional de cultura. Porém, foi neces-
saria a etapa do pré-enrequecimento, para ocorrer
um crescimento do microorganismo alvo e com

isso aumentar a sensibilidade da PCR. No entanto,
no presente estudo, dispensou-se a etapa do pré-
-enriquecimento, o que nao afetou a obtengdo de
resultados promissores e confidveis.

CONCLUSOES

O uso do protocolo que utilizou as particulas de
silica associado com o iodeto de s6dio e o reagente
Dnazol permitiu a extracdo e a obtencdo de um DNA
gendmico de Salmonella de qualidade satisfatoria.
Essa metodologia pode ser considerada também eco-
nomicamente mais interessante, porque os reagentes
utilizados sdo de precos acessiveis e comuns em la-
boratérios, que permite a obtengcdo de amostras de
moléculas de DNA de Salmonella sp. de qualidade,
diminuindo erros e repeti¢des na etapa de amplifica-
¢ao, bem como gastos desnecessarios com reagentes
do PCR e o uso de outros kits adicionais para purifi-
cacao do DNA obtido, quando comparada aos méto-
dos convencionais disponiveis na literatura.
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