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INTRODUCAO:

Salmonella € um dos principais agentes bacterianos e causa doencas pela ingestdo de produtos de origem animal. Os alimentos sao contaminados
devido a ocorréncia da bactéria no ambiente de criacdo e nas industrias de processamento. Os isolados de Salmonella nestes alimentos podem ser
de diferentes sorotipos, pois existem mais de 2.600 em todo mundo. Especificamente o sorotipo Enteritidis tem sido frequentemente isolado de
Infeccoes entericas em alimentos de origem avicola (como carnes e ovos). Mais recentemente, o sorotipo Heidelberg tambem tem sido encontrado
com frequéncia em produtos desta mesma origem devido a ampla disseminacao em granjas de producao de aves. A caracterizacao sorologica de
Salmonella € necessaria e requer o uso de centenas de antissoros que possibilitam a determinacéo da formula antigénica de cada isolado pelo
esquema KWL (de Kauffmann-White-Le Minor). Métodos de diagnostico molecular para deteccao especifica de sorotipos objetivam simplificar
este processo, sendo utilizadas variacoes da Reacao em Cadela da Polimerase (PCR, Polymerase Chain Reaction). Mais recentemente, novas
técnicas foram desenvolvidas para deteccdo de sorotipos especificos, entre as quais LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification), que possui a
grande vantagem de ser isotérmica, ou seja, nao necessita de equipamentos de amplificacdo como os termocicladores.

OBIJETIVO:
Estabelecer a deteccdo dos sorotipos Enteritidis e Heidelberg pela tecnica de LAMP a partir de amostras clinicas humanas e de alimentos.

MATERIAIS E METODOS:

As amostras para analise foram obtidas no Laboratorio Central do Estado do Rio Grande do Sul - LACEN-RS (Tabela 1). Os metodos consistiram
em extracdo e DNA dos isolados e realizacao de testes de PCR e LAMP para deteccao especifica dos sorotipos Enteritidis e Heidelberg (Figura 1).

Amostras: Métodos:
Tabela 1. Sorotipos encontrados nas analises sorologicas. -
Sorotipos N % Extracao do DNA
Enteritidis 10 34% ‘
Ty'?h muriudm S 287% Deteccao de Salmonella (invA) por gPCR
Heidelberg 2 7%
Braenderup 1 3% ‘
Bredeney 1 3% Deteccao de Salmonella Enteritidis (safA) e Salmonella
Infantis 1 3% Heidelberg (ACF69659) por qPCR
Newport 1 3%
Panama 1 3%
Schwarzengrund 1 3% Deteccao de Salmonella Enteritidis (safA) e Salmonella
Indeterminado 3 10% Heidelberg (ACF69659) por LAMP
Total 29 100% Figura 1. Fluxograma com as etapas realizadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO: A tecnica de LAMP mostrou-se bastante acessivel e de rapida

Nos ensaios de PCR e LAMP, tendo como alvo especifico capacidade de analise dos resultados (por coloracéo), de acordo com
Enteritidis (safA), 10 amostras (37%) resultaram em positivo para estudos anteriores (Draz & Lu, 2016). Além disso, os ensaios da
Enteritidis e 17 amostras (55,5%) em negativo. Além disso, duas téecnica LAMP quando Comparadgs com oS ensaios de PCR
amostras (7,5%) que foram sorotipadas como Typhimurium nos demonstraram a mesma eficiéncia e grande concordancia nos
ensalos das analises sorologicas, resultaram em positivo para o resultados (Yang et al., 2013). Em termos de otimizacio da técnica, as
sorotipo Enteritidis nos ensaios moleculares. condicBes Gtimas para as reaces de LAMP foram definidas como um
Nos experimentos que tiveram Heidelberg (ACF69639) como ciclo de 65 C durante 40 min, condicdes que também foram
sorotipo alvo, todas as amostras (n=2) que foram sorotipadas como definidas como ideais em estudos prévios,Yang et al., (2010) e Ueda
Heidelberg nas analises soroldgicas tambem apresentaram resultados et al., (2009). A realizacio de analises com um maior nimero
positivos nos ensaios de LAMP. amostral e a elucidacdo da ocorréncia de divergéncia com o0s

resultados sorologicos sao as proximas etapas do trabalho de

N Investigacao.
CONCLUSAO:

As tecnicas de LAMP para os sorotipos Enteritidis e Heldelberg apresentaram uma performance analitica muito boa. Esta técnica pode ser utilizada
para deteccao de alvos especificos e constitul uma otima alternativa para testes de deteccao molecular.
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