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1. INTRODUCAO

A adenite equina € uma enfermidade bacteriana infecto-contagiosa causada por
Streptococcus equi, subsp. equi, (S. equi) e afeta o trato respiratério superior de
equinos de todas as idades, principalmente animais jovens (MORAES et al, 2009).
Essa bactéria é classificada como B hemolitica (por causar lise total nas hemacias) e
€ pertencente ao grupo C de Lancefield (classificacdo de acordo com a composicao
do polissacarideo C presente na parede celular) (MORAES et al, 2009). O controle
desta enfermidade torna-se de grande importancia para o agronegocio brasileiro por
ser uma doenca caracterizada por apresentar baixa letalidade, mas alta morbidade,
acarretando grandes prejuizos econémicos pela perda de desempenho de animais
com valor zootécnico elevado e custos com tratamento e m&o de obra veterinéria
(MORAES et al, 2009).

O diagnostico precoce é de grande importancia assim como a prevencao de
doencas infecciosas nessa espécie (AINSWORTH & BILLER, 2000). Para isso €
necesséria a diferenciacéo da S. equi, subsp. equi de S. equi, subsp. zooepidemicus
(S. zoo), utilizando-se por vezes testes bioquimicos de fermentacdo de acUcares
(KOWALSKI, 2000). Tal diferenciacdo bioquimica das subespécies deve-se a
capacidades das cepas de fermentarem ou ndo aclUcares como a lactose, sorbitol e
trealose. S. equi, subsp. equi, ndo fermenta nenhum desses carboidratos, S. equi,
subsp. zooepidemicus, fermenta lactose e sorbitol (KUWAMOTO et al.,, 2001;
EUZEBY, 2005).

Porém, cepas atipicas de S. equi, subsp. equi, fermentadoras de trealose,
sorbitol e/ou lactose foram descobertas e caracterizadas (GRANT et al.,1993). Devido
a problemas como estes, os métodos mais especificos, como o0 de caracterizacdo
molecular, vém sendo estudados (MORAES et al, 2009).

A proteina M é de especial importancia dentre os fatores de viruléncia da
enfermidade, sendo uma proteina de membrana, com atividade antifagocitica e de
aderéncia, presente em algumas cepas de Streptococcus (TIMONEY & MUKHTAR,
1993). Durante dez anos GALAN & TIMONEY (1988) compararam cepas de S. equi,
subsp. equi, isoladas, nos Estados Unidos e na Europa e puderam assim concluir que
existe somete um tipo de proteina M especifica dessa subespécie, denominada SeM.

Assim como a proteina SeM é especifica de S. equi, subsp. equi, existem outras
duas moléculas, sendo elas exotoxinas, exclusivas desta cepa. Sao elas a Seel e a
SeeH. Tais toxinas foram levadas em consideragcédo para a criagdo de primers que
reconhecem a sequéncia nucleotidica codificadora de cada uma delas. Com estes
primers € possivel amplificar por PCR os respectivos fragmentos de DNA, permitindo
a diferenciagdo das subespécies (ALBER et al, 2004).
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Levando-se em consideracao as vantagens de maior especificidade e de menor
tempo de realizac&o da técnica de PCR em relacdo aos testes bioquimicos, o objetivo
do trabalho foi padronizar uma técnica de PCR para a diferenciacéo de cepas de S.
equi, subsp. equi, e S. equi, subsp. zooepidemicus.

2. METODOLOGIA

Obtencéo das cepas e cultivo bacteriano

As cepas bacterianas foram obtidas da bacterioteca do Laboratorio de
Bacteriologia do Centro de Desenvolvimento Techoldgico (CDTec) da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel). As cepas foram cultivadas em meio Brain Heart Infusion
(BHI) a uma temperatura de 37 °C, durante 16 horas. O cultivo bacteriano foi utilizado
para extracdo do DNA e realizacdo da PCR.

Extracdo de DNA

O DNA das cepas bacterianas foi extraido utilizando o kit de extragdo de DNA
Bactéria GenomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare) e o produto da extracdo de DNA
foi utilizado na PCR.

PCR

Os primers foram desenhados utilizando o programa VectorNTI e sintetizados
pela empresa Integrated DNA Technologies (Tabela 1). Estes primers amplificam os
genes gue codificam para as proteinas SodA, SeeH, Seel e SeM, as quais sdo
caracteristicas de S. equi, sendo a SodA também encontrada em S. zoo. O primer
SodA reconhece as duas subespécies mencionadas, ja os primers SeeH e Seel
reconhecem apenas as cepas de S. equi.

Para realizacdo da PCR, foi utilizado o Kit PCR Master Mix (Promega), o qual
contem 50 units/ml de Taqg DNA polymerase, 400 uM dATP, 400 uM dGTP, 400 uM
dCTP, 400 uM dTTP e 3 mM MgClz e os primers a uma concentracdo de 10 pmol/ul.’

O termociclador utilizado foi o PTC-100® Peltier Thermal Cycler, para realizacédo
da PCR foi utilizado um programa com uma ciclagem de 95°C, para desnaturacéo
primaria e apoés ciclos de 95°C por 30 s, 55°C por 30 s e 72°C por 90 s, durante 35
vezes. Apds mais 5 min a 72°C e 10 min a 4°C.

Tabela 1. Sequéncia nucleotidica dos primer utilizados e respectivas cepas as quais
0s primers séo especificos.

Primer Sequéncia nucleotidica Especifico a cada cepa
SodA f CAG CAT TCC TGC TGA CATTCG TCA GG Reconhece S. equi e S. zoo
SodATr CTG ACC AGC CTT ATT CAC AAC CAG CC Reconhece S. equi e S. zoo
SeeH f AGC ATG ATT CTAACT TAATTG AAG CCG Especifico de S. equi
SeeHr TAG CAT GCT ATT AAAGTC TCC ATT GCC Especifico de S. equi
Seel f GAA GGT CCG CCATTT TCA GGT AGT TTG Especifico de S. equi
Seelr GCATACTCT CTC TGT CAC CAT GTC CTG Especifico de S. equi
SeM f AAG GTACCT AGTTTT CTT TGC GTT TAG G Especifico de S. equi
SeMr GGA ATT CAT GTT TTT GAG AAATAAC Especifico de S. equi
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase, utilizando amostras de
DNA de S. equi e S. zoo, obteve-se a amplificacdo do gene que codifica a superoxide
dismutase A (SodA) (235 pb) com a utilizag&o do primer SodA tanto em S. equi quanto
em S. z0o. Isso acontece porque ambas subespécies possuem o gene codificador de
superoxide dismutase A.

Quando analisadas as amostras com primers Seel, observou-se que houve
amplificagdo apenas do DNA de S. equi na técnica de PCR, uma vez que este primer
reconhece a sequéncia nucleotidica codificadora da toxina Seel especifica da
subespécie S. equi. Isto pode ser concluido uma vez que, na analise da amostra de
DNA de S. zoo, ndo se observa a amplificacdo do gene Seel (520 pb).

Analisando as seguintes amostras, vemos que o primer SeeH apenas
possibilitou amplificacdo a partir do DNA de S. equi, primer esse que possibilita a
amplificacéo do gene codificador da supertoxina SeeH (503 pb). Novamente, observa-
se a amplificacdo do gene apenas no DNA de S. equi, por essa supertoxina também
ser especifica de S.equi. Percebe-se isso quando analisada a amostra com DNA de
S. zoo,

A amostra na qual foi utilizado o primer SeM, que reconhece a sequéncia
nucleotidica codificadora do gene da proteina M, foi utilizada como controle. Explica-
se isso pelo fato deste gene estar presente apenas em Streptococcus equi subsp.
Equi, uma vez que tal proteina é especifica desta cepa. Sendo assim, os resultados
obtidos com a amplificacdo dos outros genes especificos de S.equi (SeeH e Seel)
corroboram com o resultado obtido com a amplificacdo do gene controle SeM.

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 1% da PCR, utilizando os primers SodA,
Seel, SeeH e SeM. 1 — Amplificacdo do gene SodA a partir do DNA de S. equi; 2 -
Amplificacio do gene SodA a partir do DNA de S. zoo; 3 -Amplificacdo do gene Seel
a partir do DNA de S. equi; 4 — Nao amplificacdo do gene Seel a partir do DNA de S.
z0o; 5 - Amplificacdo do gene SeeH a partir do DNA de S. equi; 6 — Nao amplificacdo
do gene SeeH a partir do DNA de S. zoo; 7 -Amplificacdo do gene SeM a partir do
DNA de S. equi, Controle + da PCR; Marc — Marcador de peso molecular 1kb
(Integrated DNA Technologies).
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4. CONCLUSOES

Com este estudo pudemos concluir que a técnica de PCR pode ser utilizada na
diferenciagéo entre as cepas estudadas. Estes resultados podem sugerir a utilizacao
da PCR como técnica de diagnéstico para identificacdo do S. equi, subsp. equi, agente
etiologico da Adenite Equina. Quando comparamos a PCR com testes bioquimicos,
utilizados em rotinas laboratoriais para a identificacao e diferenciacao de cepas, pode-
se perceber que a PCR possui algumas vantagens, tais como custo-beneficio e o curto
periodo para obtencdo dos resultados, em torno de 24 h. Estas vantagens permitem
o rapido diagndéstico da cepa infectante, possibilitando com que os veterinérios entrem
com o tratamento adequado, diminuindo possiveis perdas econdmicas causadas pela
enfermidade. No entanto mais estudos precisam ser realizados para que a PCR venha
substituir os testes bioquimicos na diferenciacdo de cepas bacterianas.
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