‘I 'I UNIVERSIDADE DE BRASILIA

FACULDADE DE AGRONOMIA E MEDICINA VETERINARIA

DETECCAO POR PCR DE GENES ESPECIFICOS DE BRUCELLA
ABORTUS EM SORO SUINO.

Thais de Campos Oliveira

Orientadora: Dra. Simone Perecmanis

BRASILIA - DF
DEZEMBRO/2017



‘I '| THAIS DE CAMPOS OLIVEIRA

DETECCAO POR PCR DE GENES ESPECIFICOS DE BRUCELLA
ABORTUS EM SORO SUINO.

Trabalho de conclusdo de curso de
graduagédo em Medicina  Veterinaria
apresentado junto a Faculdade de Agronomia
e Medicina Veterinaria da Universidade de
Brasilia.

Orientadora: Dra. Simone Perecmanis

BRASILIA — DF
DEZEMBRO/2017



Oliveira, Thais de Campos

Detecgao por PCR de genes especificos de Brucella abortus em soro suino. / Thais de
Campos Oliveira; orientagdo Simone Perecmanis. — Brasilia, 2017.

Trabalho de conclusao de curso de graduacao — Universidade de Brasilia/Faculdade de
Agronomia e Medicina Veterinaria, 2015.]

Nome do Autor: Thais de Campos Oliveira

Titulo do Trabalho de Conclusao de Curso: Detecgao por PCR de genes especificos
de Brucella abortus em soro suino

Ano: 2017

E concedida a Universidade de Brasilia permissdo para reproduzir copias desta
monografia e para emprestar ou vender tais copias somente para propositos
académicos e cientificos. O autor reserva-se a outros direitos de publicacdo e

nenhuma parte desta monografia pode ser reproduzida sem a autorizagéo por escrito
do autor.

Thais de Campos Oliveira




SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS ... 5
RESUMO ... ettt 6
INTRODUGAOD ... 7
MATERIAIS E METODO ..ot e 8
RESULTADOS ..., 11
DIBEIIBEAD s csmsiaiosiniisimmmn emsmmmnns someasnsemass s mmmm e omseea e A eas A e AR SSE 12
CONCLUSAD ... e 13



9.

@ N O O &~ b=

2-ME
AAT
DNA
dNTP
et al.
FC
PCR
SDS
TAL

10.Taq
11.TE1X

12. TEN2X

LISTA DE ABREVIATURAS
2-Mercaptoetanol
Antigeno Acidificado Tamponado
acido desoxirribonucléico
desoxirribonucleotideos
e colaboradores
Fixagéo de complemento
Reagdo em Cadeia da Polimerase
Solugao de Dodecilsulfato de Sodio
Anel em Leite
Thermus aquaticus
tampao Tris-EDTA
tampao Tris-EDTA-NaCl



RESUMO

A crescente demanda mundial por carne suina tem favorecido o Brasil, que
permanece como o quarto lugar no ranking de produgdo e exportagédo desse produto
nos ultimos anos. Dentre os agentes etioldgicos que acometem suinos, encontram-se
a Brucella suis e a Brucella abortus, que influenciam diretamente nos indices de
produtividade sendo, dentre os muitos microrganismos, responsaveis por problemas
reprodutivos, queda de desempenho de leitdes e descarte de matrizes e varrbes em
granjas. O teste AAT vem sendo utilizado para triagem em produgdes, no caso de
suspeita da doenga, no entanto, ndo existe precisdo quando a espécie do agente
nesse teste. A confirmagdo quanto ao agente € de extrema importancia visto que,
embora exista uma predile¢do por hospedeiros especificos, infeccdes cruzadas s&o
observadas no caso da brucelose. A precisao diagnéstica pode ser obtiva atraves de
métodos de diagndstico molecular, como a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
ainda pouco explorada no contexto dessa doenga. O objetivo desse trabalho foi
realizar a deteccdo molecular do gene especifico da sequéncia 711 (IS711) de
Brucella abortus em amostras de soro suino positivas no teste do Antigeno Acidificado
Tamponado (AAT).

Palavras-Chaves: Suinos; Extracdo de DNA; Brucelose; PCR.

ABSTRACT

The growing world demand for pork has favored Brazil, which remains the fourth place
in the ranking of production and export of this product in the last years. Among the
etiological agents that affect pigs are Brucella suis and Brucella abortus, which directly
influence the productivity indexes, being among the many microorganisms responsible
for reproductive problems, performance drop of piglets and discard of matrices and
boars on farms. The AAT test has been used for screening in productions, in case of
suspected disease, however, there is no precision when the species of the agent in
that test. Confirmation of the agent is extremely important since, although there is a
predilection for specific hosts, cross-infection is observed in the case of brucellosis.
Diagnostic accuracy can be obtained through molecular diagnostic methods, such as
Polymerase Chain Reaction (PCR), which has not yet been explored in the context of
this disease. The objective of this work was to perform the molecular detection of the



711 (1S711) sequence specific gene of Brucella abortus in swine serum positive
samples in the Buffer Acidified Antigen (AAT) test.

INTRODUGAO

O Brasil € o quarto maior produtor mundial de carne suina. Em 2016, foram
produzidas 3,73 milhdes de toneladas, sendo dessas, 732,9 mil exportadas,
representando um aumento de 32% em relagdo as exportagoes de 2015 (EMBRAPA,
2017). Esse aumento na produgdo reflete uma boa situagdo no mercado interno e
externo para a suinocultura, (ZANELLA, 2016; GUIMARAES et al., 2017) no entanto,
baixos indices de produtividade em toda cadeia ainda s&o registrados no pais,
decorrentes de fatores como: manejo inadequado, desequilibro nutricional, problemas
sanitarios, falta de treinamento e capacitacao dos trabalhadores, e diagnosticos
imprecisos. (SABES, 2016; MATHIAS, 2008; PLUMB et al., 2013; RIGUEIRA, 2017;
RIBAS, 2017). As doencas de rebanho ainda estdo presentes na maior parte de
pequenas propriedades e em granjas tecnificadas. Diagnosticos imprecisos e
subnotificagcdes sao fatores decisivos para a manutengéo de agentes em rebanhos
(MORES et al., 2011; CAITANO et al., 2014; COTRIM et al., 2015;).

A brucelose € uma doenga infectocontagiosa, causada por uma bactéria gram
negativa, imével e nao flagelada, aerdbia, intracelular facultativa. Embora cada uma
das espécies desse género possua um hospedeiro preferencial, infeccoes de uma
mesma espécie em diferentes animais, podem ser observadas. No Brasil a espécie
mais prevalente € a Brucella abortus, seguida pela Brucella suis (GOMES, 2013;
CAITANO et al., 2014). Os suinos podem ser infectados, por ambas as espécies,
através de contato direto com animais acometidos, ingestdo de alimentos ou agua
contaminados, contato com fetos abortados, envoltorios fetais e descargas vulvares.
As fémeas infectadas apresentam abortamento que pode ocorrer em qualquer fase
da gestacdo (FAQ, 2003; POESTER et al., 2009). Por se tratar de uma zoonose essa
afeccao apresenta também grande risco para a saude publica, em especial para
aqueles que operam em granjas e industrias, sendo considerada uma doenca
ocupacional na qual a educagdo sanitaria se faz indispensavel (MEIRELLES-
BARTOLI et al., 2014; COTRIM, 2015; MAURELIO, 2016; MUFINDA et al., 2017).



O principal método diagnostico utilizado para brucelose baseia-se em deteccgao
de anticorpos contra o agente, também chamado de método indireto ou soroldgico.
Sao encontrados diversos testes diagnosticos indiretos, sendo assim, através do
Programa Nacional de Controle e Erradicagdo de Bruceluse e Tuberculose —
PNCEBT, sao definidos, como oficiais, os seguintes: Antigeno Acidificado Tamponado
(AAT) e Anel em Leite (TAL), e 2-Mercaptoetanol (2-ME) e Fixacdo de complemento
(FC). Dentre os métodos diretos, encontra-se a Reagéo em Cadeia da Polimerase
(PCR), que possibilita a identificagdo especifica do agente e espécie, no entanto, esse
nao € tido como método oficial pelo programa. Para fins de transito interestadual, seja
para exposigdes ou para animais destinados a reprodugdo, € obrigatoria a
apresentacdo de resultados negativos, validos por 60 dias, aos testes de diagndstico
aplicados (BRASIL, 2006; GOMES, 2013).

O teste de soroaglutinagdo AAT néo indica o titulo de anticorpos do soro
testado, sendo considerado ideal apenas como teste de triagem do rebanho
(MEIRELLES-BARTOLI et al.,, 2014; BRASIL, 2016). O objetivo desse trabalho foi
realizar a detecgao molecular, por PCR, do gene especifico da sequéncia 711 (1S711)

de Brucella abortus em amostras positivas ao teste de soroaglutinagdo AAT.

MATERIAIS E METODO

Obtencao das amostras de soro

Foram utilizadas 128 amostras de soro suino reagentes ao teste de triagem
AAT Tecpar®, para Brucella abortus, realizado previamente em projeto de pesquisa
anterior (RIGUEIRA, 2017), no qual apenas uma dessas amostras foi positiva tambeém
ao teste confirmatério 2-Mercaptoetanol (2-ME). Todas as amostras foram submetidas
a extracao de DNA.

Extracdo de DNA

As amostras de soro foram submetidas a extragdo de DNA por protocolo
baseado e adaptado do descrito por Barea et al. (2004), utilizando-se 100ul de soro
com adicdo de 25ul de TEN2X, 25ul de SDS e 5ul de Proteinase K. As amostras foram
colocadas em banho-maria por 30 minutos a 56°C, e apos foi adicionado 250ul de

fenol com posterior agitacdo em vortex por 2 (dois) minutos seguido de descanso por



15 minutos. Apods o descanso, foi realizada centrifugagéo por 20 minutos, a 13000 rpm
e 22°C. Foi pipetado o sobrenadante, porgdo mais superficial onde encontra-se nessa
fase o DNA, e adicionado 500ul de etanol gelado a -20°C. O material foi deixado por
20 minutos a - 20°C, sendo novamente centrifugado e o sobrenadante desprezado.
Os eppendorfs, foram deixados abertos e voltados para baixo, dentro do fluxo laminar,
a fim de eliminar todo liquido, restando apenas o pellet. O extraido foi entdo

ressuspendido em 50ul de TE1X.

Obtencao de controles positivos

Foram submetidas ao mesmo protocolo de extragdo, amostras do reagente de
TAL Tecpar® e de AAT Tecpar®. O teste AAT é uma prova qualitativa cujos resultados
obtidos sao: reagente ou ndo reagente. Ndo sdo encontrados no mercado kits
diagnosticos especificos para suinos, sendo assim, o produto utilizado nesse trabalho
foi o antigeno para diagnostico de brucelose bovina que consiste em suspensdo
celular inativada de Brucella abortus, corada com rosa de bengala. O teste TAL é
utilizado como triagem, para bovinos, e utiliza corante hematoxilina. Ambos os testes

sdo obtidos a partir da suspenséo inativada de Brucella abortus, amostra 1119-3.

Quantificacdao de DNA

A espectrofotometria € um procedimento analitico que, atraves da interagao da
luz branca com a matéria, auxilia na determinagdo de biomoléculas, medindo suas
concentragbes em solugdes (PORTELA, 2017). A quantificacdo do extraido foi
mensurada em espectrofotémetro, onde o grau de pureza do material foi valorado. O
valor ideal dessa quantificagdo, para amostras de DNA, encontra-se entre 1,8 e 1,9.
A presencga de proteinas e compostos aromaticos utilizados na extragdo podem
interferir nesses valores. (BRIGIDO, 2016).

Amplificagcao de DNA

A Reacgdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) foi realizada a partir do DNA
extraido do soro para detecgao de Brucella abortus utilizando o par de primers que
amplificam a sequéncia de inser¢gdo 711 (IS711) originalmente descritos por
Garshasbi et al. (2014), gerando amplicons de 498pb (Tabela 1). Foram empregados
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os protocolos experimentais, baseando- se no descrito por Garshasbi et al. (2014) e
Miyashiro et al. (2004), para preparo do mix (Quadro 1).

As amostras utilizadas nas amplificagoes foram as extraidas a partir de Ring
Test e da amostra positiva para o 2-ME. Na PCR, antes do ciclo de temperaturas,
procedeu-se a desnaturacgéo inicial a 95°C por 3 minutos e, ao final, a extensdo a 72°C
por 5 minutos conforme descrito por Garshasbi et al. (2014). Foram empregados 40
ciclos divididos em trés fases: desnaturagao a 95°C por 90 segundos, hibridagdo com
valores variando entre 55°C — 61°C por 60 segundos e extensdo a 72°C por 60

segundos (Grafico 1).

Tabela 1: Sequéncia de primers utilizados na PCR para identificacao de
Brucella abortus.

PRIMERS SEQUENCIA
1S711 F: 5 -TGCCGATCACTTAAGGGCCTTCAT-3'
1S711 R: 5 -GACGAACGGAATTTTTCCAATCCC-3

Quadro 1 - Protocolos experimentais utilizados para preparo de mix.

MIX 1 MiX 2 MIX 3 MIX 4
Agua Milli-Q 14,750l 13,25pl 10,754l 12,654l
Amostra 3,0ul 3,0ul 5,0ul 5,0ul
Tampao 2,54l 2,54l 2,54l 2,5ul
dNTP 1,0ul 1,0ul 1,0pl 0,5ul
Primer F 1,04l 2,0ul 2,0l 1,54l
Primer R 1,0l 2,0ul 2,0l 1,5ul
Taq 1,0l 0,50ul 1,0ul 0,6l
Mg 0,75ul 0,75ul 0,75ul 0,75yl
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Grafico 1 - Ciclos de temperaturas empregados para amplificacdo de DNA.
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RESULTADOS

As amostras de soro positivas ao AAT foram quantificadas por espectrometria
(Grafico 2). Embora os resultados obtidos ndo estejam na margem considerada ideal,
entre 1.8 e 1.9, conforme ja descrito por Salman et al. (2006) e Simonato et al. (2007),
resultados proximos a esse valor também sdo possiveis de amplificagdo. Os
resultados obtidos na quantificagdo das amostras dos reagentes de TAL e de AAT

foram, respectivamente, 1.864 e 1.802.

Nao foi obtida amplificagdo do gene especifico da sequéncia 711 (IS711) de

Brucella abortus apos as tentativas descritas, nas amostras utilizadas.
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Grafico 2 — Resultados obtidos a partir de quantificagdo feita em
espectrofotémetro.

Quantifica¢ao em espectrofot()metro
40

30

25

20

15

10
| 2 I I
o

1.000 - 1,100 1.200 - 300 1.400 - 1.500 - 1.600 - 1.700 -
1.099 1.199 1.299 1 Jl)‘) 1.499 1.599 1.699 1.800

N

DISCUSSAO

Diversos fatores podem influenciar na eficiéncia da Reagdo em Cadeia
da Polimerase (PCR). Dentre esses, pode-se destacar, as concentragdes de ions de
magnésio, dNTPs e taq polimerase, as temperaturas e tempos em cada ciclo, e
contaminantes nas amostras. Em seu trabalho, Pilz et al. (2005), discorre sobre
necessidade de padronizagdao da PCR, uma vez que, variacoes podem levar a
resultados imprecisos no diagnostico molecular. Neste trabalho o protocolo utilizado
reproduziu a metodologia proposta por Garshasbi et al. (2014) e Miyashiro et al.
(2004). Apesar das temperaturas, concentragoes de reagentes e tempos seguiram
fielmente o descrito por ambos autores ndo foram observadas amplificagbes. Assim
sendo, a auséncia de amplificagcdo pode ser atribuida a dois fatores que divergiram do

descrito anteriormente: a origem do material e os reagentes.

Embora o soro sanguineo seja um material clinico pouco utilizado como fonte

para extragdo de material genético, Pilz et al. (2005) descreve em seu trabalho
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resultados positivos a partir desse material. Ele descreve que a amostra de soro seria
inclusive preferivel quando comparada ao sangue total uma vez que a hemoglobina e
o DNA de leucdcitos atuariam como inibidores da PCR. Por a Brucella abortus se tratar
de um microrganismo intracelular facultativo (GOMES, 2013) e observando a
quantificacao feita em espectrofotdmetro é possivel assumir que a escolha do material

utilizado nao foi um empecilho para a amplificacao.

Dentre os reagentes adicionados ao mix, encontra-se a Taq polimerase, enzima
termoestavel recombinante, responsavel pela sintese de novas cadeias de DNA,
fundamental para o bom desempenho da reagdo. Segundo Cavalcanti (2007) e
Oliveira et al. (2015) relatam em suas pesquisas, o uso de diferentes Tag DNA
polimerases podem gerar resultados discrepantes devido ao desempenho da enzima.
Sendo assim, a nao amplificagdo das amostras nesse trabalho pode ser justificada

por esse fator.

CONCLUSAO
Neste trabalho ndo foi observada a amplificacdo do gene especifico da
sequéncia 711 (1S711) de Brucella abortus seguindo fielmente as instrugdes conforme

protocolos da rea¢do em cadeia da polimerase aplicados.
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