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RESUMO

Em estudo prévio realizados pelo nosso grupo, observou-se elevado indice de
resisténcia a Eritromicina de cepas de Pasteurella multocida. A resisténcia a
Eritromicina esta associada aos genes erm(42), msr(E) e mph(E), os quais podem
ser detectados através da PCR. Entretanto, uma etapa que determina o sucesso ou
a falha na realizacdo da PCR, é extracdo de acidos nucleicos. Neste sentido, este
trabalho avaliou um protocolo de extracdo de DNA para P. multocida. Para isso, 0
DNA de 90 cepas foi extraido pelo método cloroférmio/alcool-isoamilico. O produto
resultante foi avaliado por métodos quantitativos e qualitativos e apresentou
resultados satisfatorios.

Palavras-chave: PCR; P. multocida; extracao de DNA.

ABSTRACT

In a previous study conducted by our group, a high Erythromycin resistance index of
Pasteurella multocida strains was observed. Resistance to Erythromycin is
associated with erm (42), msr (E) and mph (E) genes, which can be detected by
PCR. However, one step that determines the success or failure to perform PCR is
nucleic acid extraction. In this sense, this work evaluated a DNA extraction protocol
for P. multocida. For this, the DNA of 90 strains was extracted by the chloroform /
alcohol-isoamylic method. The resulting product was evaluated by quantitative and
gualitative methods and presented satisfactory results.

Keywords: PCR; P. multocida; DNA extraction.

INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

As principais enfermidades de causa infecciosa que afetam rebanhos suinos
sdo causadas por patdégenos respiratorios e entéricos. Dentre o0s agentes
bacterianos envolvidos nas infeccbes respiratorias, a Pasteurella multocida é
considerada um dos principais agentes infecciosas nas criagdes de suinos (FILHO,
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2001).
Como forma de controle da P. multocida a terapia antimicrobiana tem sido

amplamente utilizada; entretanto, muitas drogas vém tornando-se ineficazes,
devido ao aumento de resisténcia do agente aos antimicrobianos. (BOROWSKI et
al, 2002; HERES, 2009). Muitos genes de resisténcia aos antimicrobianos vem
sendo descobertos em plasmideos, integrons e transposons, e a ampla utilizacéo
de antimicrobianos resulta na selecdo de micro-organismos resistentes. (HUNT et
al, 2000; BOROWSKI et al, 2002; KEHRENBERG, 2003).

Em pesquisa anterior realizada pelo nosso grupo de pesquisa do Laboratorio
de Microbiologia Veterinaria do IFC — Campus Concoérdia, determinou-se o perfil de
sensibilidade de 141 cepas de P. multocida, isoladas de suinos com quadros de
problemas respiratérios. Este estudo revelou que 89% das cepas foram resistentes
a eritromicina, um antimicrobiano da classe dos macrolideos (dados nao
publicados).

A resisténcia bacteriana aos macrolideos estd associada a trés genes:
erm(42), msr(E) e mph(E) (DESMOLAIZE et al. 2011; KADLEC et al. 2011).
Portanto, a técnica de PCR pode ser empregada para detectar tais genes de
resisténcia. Entretanto, uma etapa que antecede a realizacdo da PCR é extracao
de acidos nucleicos, a qual pode interferir diretamente nos resultados da técnica,
uma vez que a presenca de contaminantes ou a degradacdo dos &cidos nucleicos
obtidos pode levar a resultados falsos negativos. Neste sentido, o objetivo deste
trabalho foi de avaliar um protocolo de extracdo de DNA para P. multocida, visando
a posterior realizacdo do PCR para os genes de resisténcia deste micro-organismo.

METODOLOGIA

Foram utilizadas 90 amostras de P. multocida, isoladas de suinos com
quadro clinico de pneumonia, entre os anos de 2007 a 2016, provenientes da
regido de Concordia, SC. As amostras foram gentiimente cedidas pelo Centro de
Diagnostico em Sanidade Animal (CEDISA), Concérdia-SC, e permaneceram
armazenadas a -80°C até a realizag&o da técnica de extracdo de DNA.

Para a extracdo do DNA, utilizou-se protocolo previamente descrito (DOYLE
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& DOYLE, 1987), com modificacdes descritas a seguir. Resumidamente, as cepas
de P. multocida criopreservadas foram semeadas em agar sangue ovino a 5% e
incubadas a 37°C/ 24 h. As colbnias resultantes foram ressuspendidas em caldo
BHI, até a obtencdo de turvacdo equivalente ao grau 5 na escala MacFarland.
Coletou-se 300 uL da cultura ressuspendida, adicionou-se 300 uL de
cloroférmio/alcool-isoamilico (24:1) e incubou-se em banho-maria a 56°C/ 30min.
Apds, a mistura foi centrifugada a 12.000 rpm/ 10 min., o sobrenadante foi coletado
e 900 uL de etanol 70% gelado foi adicionado. Em seguida, centrifugou-se 0s
microtubos a 13.500 rpm/ 20 min., deprezou-se o sobrenadante e 0os microtubos
foram colocados em estufa a 56°C para sua completa evaporacdo do etanol. O
pellet resultante foi ressuspendido em 100 uL de A&gua ultrapura estéril,
homogeneizado e estocado a -20°C até sua utilizacéo.

Para determinar a concentracdo e a qualidade do DNA recuperado, utilizou-
se as metodologias descritas a seguir. A concentracdo do DNA foi determinada no
equipamento Qubit 2.0 utilizando o kit Qubit dsDNA BR assay, seguindo as
recomendagdes do fabricante. As razbes entre as leituras das absorbancias
260/280 nm foram obtidas no equipamento BioDrop. A integridade do DNA foi
avaliada em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio e visualizado sob
luz ultravioleta.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A média e desvio padrdo da concentracdo do DNA recuperado e da razéo
260/280, foram de 4,5+8,4 ng/uL e 1,86+0,2, respectivamente. Na analise visual
dos géis de agarose, as amostras nao apresentaram sinais de degradacéao.

A quantidade DNA recuperada se mostrou adequada para os protocolos de
PCR que seréo aplicados e a razédo 260/280 obtida indica que a qualidade do DNA
€ aceitavel, uma vez que valores iguais ou superiores a 1,8 indicam um elevado
grau de pureza do DNA recuperado, diminuindo desta forma a possibilidade da
interferéncia de contaminantes na PCR. O grau de pureza de amostras de DNA é
avaliado pela raz&o entre as absorbancias a 260 nm e 280 nm, valores inferiores a
1,8 resultam de contaminacdo com proteinas, o que pode levar a inibicdo das
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reacoes de PCR (REGITANO, 2001; LEE et al., 2010). Associado a isto, ndo se
observou sinais de degradacdo do DNA, o que poderia resultar na inibicdo da
amplificacdo dos produtos de PCR.

CONSIDERAGCOES FINAIS

Apo6s a andlise de parametros quantitativos e qualitativos, conclui-se que o
protocolo de extracdo de acidos nucleicos testado se mostrou adequado. Ressalta-
se que a padronizagdo da técnica de PCR, para os genes de interesse, encontra-se
em andamento.

REFERENCIAS

BOROWSKI, S. M.; BARCELLOS, D. E. S.. N.; RAZIA, L. E.; COUTINHO, T. A.
Padrdao de Resisténcia Antimicrobiana de amostras de Pasteurella multocida
isoladas em pulmdes de Suinos. Revista da FZVA, v.9, p.104-110, 2002.

DESMOLAIZE, B.; ROSE, S.; WILHELM, C.; WARRASS, R.; DOUTHWAITE, S.
Combinations of macrolide resistance determinants in field isolates of Mannheimia
haemolytica and Pasteurella multocida. Antimicrob. Agents Chemother., v. 55, p.
4128-4133, 2011.

DOYLE, J. J., DOYLE, J. L. Arapid DNA isolation procedure for small quantities of
fresh leaf tissue. Phytochemical Bulletin, v. 19, p. 11-15, 1987.

FILHO, J. X. O. Estudo da Patogenia e Desenvolvimento de Métodos de
Diagnéstico da Pateurelose pneumdnica em suinos. 2014. 123p. Tese (Doutorado -
Area de concentracdo em Ciéncias Veterinarias) - Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, 2014.

HERES, T. S. Caracterizacdo de amostras de Pasteurella multocida isoladas de
lesGes pneumonicas associadas ou ndo com circovirose em suinos. 2009. 64p.
Dissertacdo (Mestrado - Area de concentracdo em Ciéncias Veterinarias) -
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2009.

LEE, J. H.; PARK, Y.; CHOI, J. R.; LEE, E. K.; KIM, H. S. Comparisons of three
automated systems for genomic DNA extraction in a clinical diagnostic laboratory.
Yonsei Medical Journal, Seoul, v. 51, n. 1, p. 104-110, 2010.

KADLEC, K.; MICHAEL, G. M.; SWEENEY, M.T.,, BRZUSZKIEWICZ, E,
LIESEGANG, H., DANIEL, R.; WATTS, J. L.; SCHWARZ, S. Molecular basis of

(11
| ] ]
==l INSTITUTO FEDERAL

Catarinense

IV IFCUL TURN



@ x I Campus S3o Bento do Sul

S IV IFCUL TURN

macrolide, triamilide, and lincosamide resistance in Pasteurella multocida from
bovine respiratory disease. Antimicrob. Agents Chemother. v. 55, n. 5, p. 2475—
2477, 2011.

KEHRENBERG, C.; THAM, N. T. T.; SCHWARZ, S. New Plasmid-Borne Antibiotic
Resistance Gene Cluster in Pasteurella multocida. Antimicrob Agents Chemother, v.
47,n. 9, p. 2978-2980, 2003.

HUNT, M. L.; ADLER, B.; TOWNSEND, K. M. The molecular biology of Pasteurella
multocida. Veterinary Microbiology, v. 72, n. 1-2, p. 3-25, 2000.

REGITANO, L. C. A. Extracdo de DNA para aplicacdo em reacdo em cadeia da poli-
merase (PCR). In: REGITANO, L.C.A.; COUTINHO, L.L. eds. Biologia molecular
aplicada a producdo animal. Brasilia: Embrapa Informac¢do Tecnoldgica, 2001, p.
180-186.

(11
| ] ]
==l INSTITUTO FEDERAL

Catarinense



