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RESUMO

Os fatores microbioldgicos sdo importantes para o desenvolvimento do bem estar dos
animais de laboratorio. Muitos patdgenos interferem nos resultados de estudos e muitas
zoonoses ndo apresentam sinais clinicos, representando um risco para a salde dos
animais e das pessoas que 0s cuidam. Logo, € necessario programas de monitoramento
sanitario, capazes de possibilitar a deteccdo de patdgenos nos animais mantidos em
biotérios. Uma das metas do Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de
Laboratério (CREAL) é a realizacdo de monitoramento sanitario microbiolégico dos
animais criados neste Centro. Assim, este projeto visa a padronizacao das metodologias
e técnicas para a investigacdo de bactérias patogénicas especificas e da microbiota
bacteriana cultivdvel em aerobiose de origem respiratoria e fecal presente em ratos
Wistar criados no CREAL em sistemas de alojamento do tipo IVC e convencionais.
Foram coletadas amostras de lavado traqueal, de fezes e de suabe da traqueia e do ceco
de 20 animais. As amostras de suabe foram semeadas em sete tipos de meio de cultura e
as colonias isoladas. A extracdo de DNA das coldnias foi testada por meio de fervura a
100°C em &gua ou em solucdo de Tris-EDTA (TE), de fervura em &gua com posterior
incubacdo com proteinase K (PK) e de incubacdo apenas com PK. Apds, o DNA obtido
foi utilizado em reacGes de PCR utilizando marcador molecular 16S RNAr para o
Dominio Bacteria. A extracdo do DNA de amostras de lavado traqueal e de fezes foi
testada utilizando o método com fenol-cloroférmio e Kkits comerciais. Para a
padronizacédo das reacdes de PCR para deteccdo patogénica foram utilizados marcadores
moleculares para o gene 16S RNAr e para 0s genes especificos de um grupo de
patdgenos. A reacdo de PCR das colbnias foi padronizada com a utilizacdo de DNA
extraido pelo método de fervura em solucdo de TE ou, como alternativa, pelo método de
lise com PK. Foram isoladas 493 colbnias de bactérias, sendo que foi possivel a
amplificacdo do DNA em 412 amostras. A extragdo do DNA de amostras de lavado
traqueal apresentou melhores resultados com a utilizagdo do kit da marca Stratec, ja
para amostras de fezes com o método fenol-cloroformio. As reagdes de PCR para
deteccdo dos patogenos especificos apresentaram produtos inespecificos, apesar da
amplificagdo de produtos esperados. Os produtos génicos obtidos devem ser

sequenciados para a confirmacdo da deteccdo e validagdo das técnicas.

Palavras-chave: animais de laboratério; monitoramento sanitario; PCR.
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1. INTRODUCAO

1.1 Animais de laboratorio e perfil sanitario

E indiscutivel a importancia que o uso de modelos animais em pesquisas tem
contribuido para o desenvolvimento da ciéncia. Entretanto, até chegarmos ao quadro
atual, mais adequado e ideal, a ciéncia de animais de laboratério passou por um
processo de desenvolvimento com adaptacGes e padronizacGes das condicbes de
alojamento dos animais. De inicio, os modelos animais eram criados sem o controle de
varios parametros como: alimentacdo, sanidade, caracteristicas genéticas e ambientais.
Assim, havia inUmeras varidveis que tornavam o0s resultados das pesquisas

questionaveis do ponto de vista cientifico (Lapchik et al., 2010).

Para resolver a questdo destas variaveis, procurou-se modificar o cuidado e o
manejo dos animais de laboratdrio, desenvolvendo-se sistemas padrdes de controle mais
rigidos quanto as condicOes sanitarias, genéticas e ambientais. A partir desse momento,
muitas pesquisas foram iniciadas utilizando animais com perfil sanitario controlado e
conhecido, surgindo a denominacdo do termo SPF (Specific Pathogen Free) para
aqueles animais, cuja microbiota é livre de determinados patdgenos (Lapchik et al.,
2010).

A espécie de roedor Rattus norvegicus é um modelo muito utilizado em
experimentacdo, sendo que foi a primeira espécie de mamifero domesticada com o
intuito principal de ser utilizado em investigac6es cientificas (Lindsey, 1979; Lapchik et
al., 2010). Desde o comeco da domesticacdo desta espécie, havia um interesse, por parte
do pesquisador e de quem criava 0s animais, em monitorar a saude dos mesmos, de
modo que doencas eram listadas e descritas e conforme o estabelecimento de programas
sanitarios a presenca ou auséncia de patdégenos nos animais se alteraram (Weisbroth,
1996).

Historicamente, ao longo dos anos foi possivel verificar uma evolucdo no padréo
de patdgenos encontrados em roedores, que podemos conhecer melhor a partir da
divisdo em periodos proposta por Weisbroth (1996). Para o autor, o primeiro periodo €
o “Estagio de Domesticag¢ao” (1880-1950), em que 0s animais ao serem retirados do seu

ambiente natural transportaram praticamente todo o espectro de patdgenos associados



aos animais selvagens. Entretanto, a mudanca para um ambiente mais controlado e
estavel (com controle sanitario, ambiental, nutricional e reprodutivo) influenciou na
diminuicdo da frequéncia ou mesmo na eliminagéo de infecgOes causadas por diversos

microrganismos, tais como Streptobacillus moniliformis e salmonelas.

O segundo periodo foi nomeado de “Derivagdo Gnotobidtica” (1960-1985),
referéncia ao desenvolvimento dos principios da gnotobiologia, que envolve a
eliminacdo de germes contidos nos animais, consequentemente das doengas causadas
pelos mesmos, por meio da técnica de derivagdo cesariana. Essa técnica consiste em
uma técnica de histerectomia, onde o Utero com 0s neonatos é removido de uma fémea
prenhe doadora e, ap0s, 0s neonatos sao retirados do Utero e ofertados para uma fémea
receptora, responsavel por nutri-los até a idade do desmame. Esse procedimento é
realizado em condicBes assépticas, dentro de microisoladores especificos para evitar
contaminagfes, com o intuito de erradicar patdgenos, em colénias de animais,
transmitidos de forma vertical (Burke et al., 1970; Andrade et al., 2002). Nesse periodo,
as abordagens veterinarias padrées ndo eram suficientes para a erradicacdo de doencas,
tais como a micoplasmose respiratéria, que tem como agente infeccioso a espécie
Mycoplasma pulmonis. A eliminacdo deste patégeno foi o principal motivo que
impulsionou o desenvolvimento dos animais gnotobidticos. Conforme mais adeptos
comecaram a utilizar, a técnica se tornou padrdo na ciéncia em animais de laboratério e

passaram a usar o termo SPF para designar o status sanitario dos animais.

O terceiro periodo correspondeu a chamada “Erradica¢do dos virus murinos”
(1980-1996). Murinos é referente aos animais da Superfamilia Muroidea, que tem como
representantes os camundongos e os ratos (Francis, 2008). Durante o periodo anterior,
os efeitos dos virus murinos ndo eram pesquisados ou mesmo reconhecidos, tornando-se
uma preocupacdo somente ao final dos anos de 1970. Para tal, foram criados testes
sorologicos para auxiliar na deteccdo dos animais contaminados pelos virus de
importancia clinica na tentativa de erradicar tais patogenos, de modo que foram
adotadas praticas de prevencdo, controle e erradicagdo de infecgdes virais. As redugdes
do grupo de virus murinos presente nos animais foram alcancadas devido aos testes
soroldgicos utilizados para microrganismos especificos, que resultaram em um melhor
manejo e controle sanitario das colénias de criacdo, com a eliminacdo ou derivacdo
cesariana dos animais supostamente contaminados, 0 que contribuiu positivamente no

desenvolvimento dos métodos de criagdo de animais de laboratorio (Baker, 1998).



1.2 Monitoramento sanitario de animais de laboratério

O bem estar de animais de laboratdrio criados e utilizados como modelo animal
na experimentacgdo cientifica em biotérios tem recebido mais atencéo e estudos no meio
cientifico. Para melhorar o bem estar dos animais, diferentes areas cientificas sdo
incorporadas para compor a ciéncia de animais de laboratério. Os fatores
microbioldgicos sdo de suma importancia para o desenvolvimento do bem estar animal,
principalmente aqueles ligados & presenca de microrganismos potencialmente
patogénicos. E fato que a salide dos animais em laboratdrio deve ser considerada, pois
muitos patogenos interferem nos resultados de estudos experimentais, além do que
muitas zoonoses ndo apresentam sinais clinicos e representam um risco para a satde das
pessoas que entram em contato com os animais (Feldman, 2001; Nicklas et al., 2002;
Frajblat et al., 2008; Pritchett-Corning et al., 2010). Dessa forma é importante e
necessario o desenvolvimento de programas de monitoramento sanitario, capazes de
possibilitar a deteccdo efetiva de potenciais patdgenos nos animais mantidos em
biotérios (Pritchet-Corning et al., 2010).

Para o monitoramento sanitario de patdgenos em biotérios sdo utilizadas
diferentes metodologias e técnicas, dependendo de qual propdésito e organismo sdo alvos
nas identificacdes. Os propdsitos podem ser desde a deteccdo de patdgenos especificos,
de todos os patdgenos presentes na microbiota do animal, até o estudo de patdgenos
cultivaveis ou mesmo daqueles ndo-cultivaveis. Diferentes técnicas de identificacdo
podem ser escolhidas pelo pesquisador e cada microrganismo podera ser detectado ou
ndo conforme a técnica utilizada (Nicklas et al., 2002). Um dos métodos tradicionais
mais utilizados na rotina de monitoramento sanitario em biotérios sdo os métodos de
microbiologia, parasitologia e imunologia classicas, que envolve 0 uso de
conhecimentos especificos sobre sorologia, bacteriologia, virologia, micologia e
protozoologia (Feldman, 2001).

Na bacteriologia, foco deste projeto, os métodos tradicionais de identificacdo de
patégenos envolvem o isolamento e a cultura de microrganismos vivos. Conforme o
tipo de amostra obtida e condi¢Oes laboratoriais escolhidas pelo pesquisador, diferentes
microrganismos podem ser isolados, desde aqueles patogénicos até os microrganismos
que ndo estdo correlacionados a nenhuma patogenicidade conhecida. A escolha destes

métodos é importante, pois, como exemplo, ha microrganismos fastidiosos que exigem



meios de cultura enriquecidos, assim como outros que exigem ambientes anaerobios

para o devido crescimento (Feldman, 2001).

Estudos que utilizam metodologias baseadas na identificacdo de &cidos nucleicos
mostram que a maior parte das bactérias presentes em ecossistemas é diferente daquelas
detectadas com metodologias tradicionais, muito devido a incapacidade de crescimento
em cultura da maioria dos microrganismos. O que induz ao desenvolvimento de técnicas
que ndo dependem de métodos de cultura para avaliar sistemas microbianos complexos
(Zoetendal et al., 2004). Além disso, a identificacdo de determinados microrganismos
pode ser tediosa e dificil pelas técnicas de cultura ja conhecidas, bem como devido a

falta de meios de cultura e métodos apropriados (Packey et al., 2013).

Outra metodologia importante de deteccao de patdgenos € a sorologia, em que 0s
anticorpos contra o agente infeccioso sdo identificados. Os testes soroldgicos mais
usados em bioterismo s&o ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), IFA (Indirect
ImmunoFluorescence Antibody) e HI (Haemagglutination inhibition), sendo que as duas
primeiras apresentam maior sensibilidade de deteccdo. A especificidade desses testes é
determinada pela escolha dos antigenos e métodos utilizados na preparacdo dos
mesmos. Entretanto, o uso dos métodos soroldgicos pode apresentar problemas de
falsos positivos ou negativos devido a varias circunstancias que vao desde o tipo de
antigeno escolhido até as condi¢fes sanitarias dos animais (Nicklas et al., 2002). Outra
limitacdo da sorologia é que a identificacdo positiva ndo necessariamente reflete a
presenca continua de um microrganismo, mas sim indica que o animal foi exposto ao

agente infeccioso em um dado momento (Feldman, 2001).

Na tentativa de eliminar limita¢cGes nas metodologias tradicionalmente usadas na
vigilancia de patégenos em animais de laboratorio, as metodologias baseadas em
técnicas de biologia molecular, utilizando a deteccdo de &cidos nucleicos, sdo cada vez
mais utilizadas. Tais metodologias podem ser usadas nos casos em que ha dificuldade
em detectar microrganismos de complicado isolamento por cultura ou ndo detectaveis
pelos métodos tradicionais. Também podem ser utilizadas as técnicas baseadas em
acidos nucleicos, quando os métodos tradicionais geram resultados duvidosos ou
imprecisos, além da possibilidade de serem usadas para validar resultados de outras
metodologias (Feldman, 2001; Nicklas et al., 2002; Pritchett-Corning et al., 2010). Em

comparagdo aos métodos microbioldgicos baseados em cultivo e caracterizagio



bioquimica, a identificacdo molecular baseada em sequéncias de DNA apresenta maior
rapidez e sensibilidade, assim como um custo relativamente baixo quando utilizada em

testes de deteccdo de linhagens bacterianas especificas (Cai et al., 2014).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) seguida do sequenciamento de genes
sdo técnicas amplamente utilizadas em diagnosticos de infeccdo para deteccdo de
microrganismos patogénicos em animais (Cai et al., 2014). Em analises clinicas, a
regido génica mais comumente utilizada na identificacdo de bactérias patogénicas é o
gene que codifica 0 RNA ribossomico (RNAr) 16S, devido ao seu alto grau de
conservacao génica entre as espécies de bactérias (Clarridge, 2004). O gene 16S RNAr
ja foi utilizado em varios estudos sobre a composi¢cdo da microbiota de animais de
laboratério (Salzman et al., 2002; Brooks et al., 2003; Liu et al., 2008; Bendtsen et al.,
2012; Fouts et al., 2012; Benga et al., 2014). H& mais de 90 mil sequéncias do gene 16S
RNAr depositadas no banco de dados GenBank que podem ser utilizadas para comparar

com sequéncias de bactérias desconhecidas (Clarridge, 2004).
1.3 CREAL

O Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratorio
(CREAL) ¢é um orgao auxiliar do Instituto de Ciéncias Béasicas da Saude (ICBS), que
por sua vez é uma das unidades de ensino e pesquisa da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS). No CREAL séo criados animais da espécie Rattus norvegicus,

linhagem Wistar, com classificacdo sanitaria SPF.

No CREAL, hd um sistema de alojamento de animais mais controlado,
comparado aos sistemas convencionais de biotérios. As gaiolas de alojamento dos
animais sdo fechadas em racks com sistema automatizado de ventilagdo e exaustdo
individuais (com filtracdo do ar) para cada gaiola (também conhecido como sistema
IVC — Individually Ventilated Cage), diferente dos biotérios convencionais em que as
gaiolas s&o abertas, onde as trocas de ar ocorrem naturalmente e os animais ficam mais
expostos a contaminantes ambientais. As trocas de gaiolas nas salas em questdo sdo
realizadas utilizando uma estacédo de troca, onde a superficie é inicialmente esterilizada
com o uso de radiacdo ultravioleta (UV) e a passagem do animal da caixa suja para uma
caixa limpa é feita com o0 uso de pinca estéril, desinfetada com &lcool 70% a cada

transferéncia individual dos animais.
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No sistema IVC, cada gaiola recebe ar filtrado a partir da passagem do ar de
insuflamento por um filtro HEPA que, sob pressdo positiva, protege os animais de
eventuais agentes contaminantes ou particulas nocivas presentes no ambiente. Além
disso, 0 ar da exaustdo também recebe filtracdo, de modo que tal sistema minimiza a
disseminacéo de patdgenos entre as gaiolas e salas (Brielmeier et al., 2006). Assim, 0
sistema descrito ajuda no controle sanitario dos animais de laboratério, diminuindo a
possibilidade de transmisséo de zoonoses entre 0s animais e as pessoas que trabalham
junto deles (Brielmeier et al., 2006; Clough et al., 1995).

Além de uma area com salas providas com sistema IVC instalado e em
funcionamento, no CREAL também sdo mantidos animais em alojamento com gaiolas
convencionais, ou seja, as caixas sao abertas, sem sistema fechado de ventilagdo, como
no caso do IVC. Os animais de gaiolas convencionais sdo mantidos em uma éarea
separada fisicamente por uma porta de passagem unidirecional, sendo que as rotinas de
limpeza, desinfeccao e esterilizacdo sdo as mesmas da area com sistema I\VC, a excecao
do sistema de trocas dos animais de uma gaiola suja para uma limpa, em que somente

no sistema I\VVC é realizada em uma estacdo de troca.

Como j& mencionado, os animais SPF criados no CREAL séo presumidamente
livres de um grupo especifico de patdgenos, composto de 15 tadxons (Bordetella
bronchiseptica, Bacillus associados aos cilios respiratérios (ACR), Citrobacter
rodentium, Corynebacterium bovis, Corynebacterium kutscheri, Klebsiella pneumoniae,
Mycoplasma pulmonis, Pasteurella sp., Pseudomonas sp., Salmonella sp.,
Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus aureus, Streptococcus beta hemolitico
(exceto grupo D), Streptococcus pneumoniae, Clostridium piliforme - Tyzzer) de
microrganismos, que devem ser sistematicamente monitorados na col6nia, como
sugerido pela FELASA (Federation of European Laboratory Animal Science
Associations), uma organizagdo europeia reconhecida internacionalmente na ciéncia de
animais de laboratério. Os animais foram adquiridos com esse status microbioldgico,
contudo devido a auséncia atual de um monitoramento padronizado e rotineiro no
biotério ndo podemos afirmar que tal status € mantido, apesar da auséncia sintomatica
nos animais. Por outro lado, a hipotese de que o0s animais ainda possuem uma
microbiota livre desses patdgenos é mantida, uma vez que o biotério possui regras e

rotinas rigidas e bem estabelecidas de higienizacdo do micro e macroambiente, além do
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uso de sistema IVC e estacdo de troca, 0 que teoricamente evitaria a disseminacdo de

contaminantes nas areas de criag&o.

A FELASA recentemente publicou um guia novo revisado com recomendagdes
para a padronizacdo de programas de monitoramento sanitario em biotérios (Méahler et
al., 2014). No guia é sugerido um grupo de agentes infecciosos que podem ser
monitorados na col6nia de criacdo de ratos, considerando a importancia de cada agente
como fator interferente nas pesquisas cientificas e cuidado da saude dos animais e das
pessoas que trabalham com os mesmos. As bactérias supracitadas estdo presentes no
grupo de agentes infecciosos que a FELASA recomenda no monitoramento, a exce¢do
de C. bovis e S. haemolyticus que ndo foram incluidos nesse novo guia. No guia
atualizado foram incluidas as bactérias do género Helicobacter e da espécie
Streptobacillus moniliformis.

Uma das necessidades do CREAL é a realizacdo de monitoramento sanitario
microbioldgico, a cada trés meses, da col6nia de animais criados neste Centro.
Inicialmente estdo sendo estabelecidos os procedimentos para 0 monitoramento
bacteriolégico. Logo que for estabelecida a padronizacdo e adequacdo dos
procedimentos desse monitoramento, o diagnostico viroldgico sera trabalhado, sendo
que inicialmente este controle sanitario sera realizado por laboratérios da UFRGS, em

parceria com 0 CREAL, ou por laboratoérios privados contratados.

O monitoramento tem como objetivo conservar e promover o melhoramento da
salde dos animais criados no CREAL, assim como dos funcionarios e pesquisadores
que entram em contato com esses animais. Também tem a funcdo de contribuir para um
controle sanitério de boa qualidade, que garanta a validade e reprodutibilidade de dados
cientificos, reducdo do numero de animais utilizados na pesquisa e a prevencao e

combate de zoonoses.
1.4 Justificativa

Com o intuito de criar um programa de controle da salde dos animais, dada a
importadncia do bem estar dos mesmos, o CREAL visa a padronizacdo do
monitoramento sanitario dos animais criados no local, buscando alternativas que visem
maior rapidez e precisdo na deteccdo de patdgenos. Uma dessas alternativas é a

utilizacdo de técnicas moleculares, tais como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
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com o uso de marcadores genéticos descritos, e 0 sequenciamento. Além do diagnostico
de doengas, tal projeto vai ser importante para conhecer um pouco sobre a microbiota
associada dos animais criados no CREAL, uma vez que a microbiota atual dos animais

é desconhecida.
1.5 Objetivos
1.5.1 Objetivo geral

Este projeto teve como objetivo geral a padronizacdo das metodologias e
técnicas para a investigacdo de patogenos especificos e da microbiota cultivavel de
origem respiratoria e fecal presente em ratos Wistar criados no CREAL em gaiolas de

alojamento IVVC e convencionais.
1.5.2 Objetivos especificos

Para o desenvolvimento do objetivo geral deste projeto, 0 mesmo teve 0s

seguintes objetivos especificos:

e Sistematizacdo e otimizacdo dos procedimentos necessarios para 0
monitoramento bacteriol6gico;

e Padronizacdo dos métodos de necropsia e coleta das amostras bioldgicas;

e Padronizacdo do método de isolamento de bactérias cultivaveis em condicbes
aerobias;

e Padronizacdo da técnica de extracdo de DNA das coldnias de bactérias isoladas;

e Padronizacdo da reacdo de PCR utilizando o gene 16S RNAr especifico para o
Dominio Bacteria, para a identificacgdo das espécies e géneros dos
microrganismos cultivaveis em aerobiose;

e Padronizacdo das técnicas de extracdo de DNA de amostras de lavado traqueal e
fezes dos animais;

e Padronizacdo das reacGes de PCR a partir do DNA extraido das amostras de
lavado traqueal e fezes dos animais, utilizando os genes de patdgenos
especificos a partir de protocolos ja padronizados na literatura cientifica;

e Avaliacdo das técnicas e metodologias escolhidas para a padronizacdo do

monitoramento sanitario dos animais criados no CREAL.
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2. METODOLOGIA

2.1 Locais de trabalho

A necropsia dos animais e a coleta de amostras do trato respiratério e fecal para
as andlises do monitoramento sanitario foram realizadas no CREAL. Ja o
processamento do material biol6gico, preparacdo dos meios de cultura, isolamento das
bactérias, realizacdo das extracdes de DNA e das rea¢es de PCR foram realizadas no
Laboratorio de Biologia Molecular de Cestddeos do Centro de Biotecnologia (CBiot) da
UFRGS.

2.2 Criteérios e calculo de amostragem

O ndmero de animais monitorados neste estudo foi baseado nas recomendacdes
da FELASA descritas por Nicklas et al. (2002). Para o calculo do nimero de animais

foram considerados os seguintes critérios e suposigdes:

e (Cada unidade microbiolégica foi definida como uma entidade
microbioldgica independente, com espacos e pessoas em transito
separando cada unidade;

e As salas que possuem o sistema IVC foram designadas como unidade
microbioldgica e as salas com sistema convencional como outra unidade;

e A taxa de prevaléncia de uma suspeita de infec¢do foi considerada como
30%;

e A populagdo presente em cada unidade era igual ou superior a 100
animais;

e Tanto machos como fémeas séo infectados com a mesma taxa;

e Amostragem e distribuicdo aleatdria da infeccéo.
O célculo do tamanho da amostra utiliza a seguinte formula:

log 0,05

Tamanho amostral =
log N

N = porcentagem de animal n&o-infectados
0,05 = 95% de confianca
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Com base no célculo e nos critérios adotados foram utilizados 10 animais (5
machos e 5 fémeas) saudaveis, adultos jovens (entre 6 e 8 semanas), de cada unidade
microbioldgica escolhida, o que resultou em um total de 20 animais monitorados neste
trabalho.

A escolha dos animais por unidade foi feita considerando a posic¢éo das gaiolas
de alojamento dos animais, priorizando 0s animais criados mais proximos da porta, do
ch&o e do teto da sala, tendo em vista que s&o locais em que o perigo de contaminagdo é

teoricamente maior.
2.3 Necropsia e coleta de amostras biologicas

A anestesia de 20 animais foi realizada pela médica veterindria do CREAL,
colaboradora deste projeto, utilizando-se os farmacos Tiopental 2,5% (150 mg/Kg) e
Lidocaina 2% (4 mg/Kg), ambos aplicados via intraperitoneal na mesma seringa. A
eutanasia foi realizada, ap6s a anestesia, por meio de exsanguinacdo, conforme
recomendado pelas Diretrizes da Pratica de Eutanasia (2013) do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). As bancadas foram previamente
limpas e desinfetadas com alcool 70%, por fim adicionado um pedaco de papel Kraft
estéril (em torno de 1 m?) para a realizacdo das necropsias. Foi realizada a inciséo do
abdémen dos animais com auxilio de pinca e tesoura, flambadas (imersas no alcool e
passagem sobre bico de Bunsen ou espiriteira acesa), assim como analisada a
localizagdo e estado dos 6rgéos e da cavidade dos animais. A veia cava foi localizada e

realizada a coleta de sangue a ser utilizado em outras andlises de rotina do biotério.

Para investigar possiveis patdgenos especificos do trato respiratdrio dos animais,
foram coletadas amostras de lavado traqueal segundo a metodologia descrita por
Tedesco et al. (2011), com modificacdes e adaptacbes conforme as sugestdes para
necropsia e coleta de material de aspirado respiratorio descritas por Parkinson et al.
(2011). Apds a eutanasia e coleta de sangue, a traqueia dos animais foi exposta e
submetida a antissepsia com alcool 70%. A laringe foi ocluida na extremidade superior
com a utilizacdo de pinca e o lavado feito com a injecdo de agulha esteril acoplada a
uma seringa contendo um volume de 2 mL de solucdo estéril de PBS (phosphate
buffered saline, pH 7,2). Logo em seguida a coleta, as amostras foram sucessivamente

congeladas e armazenadas a temperatura de -80°C.
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Para avaliar a presenca de patogenos especificos do trato fecal dos animais,
foram coletadas amostras de fezes diretamente do intestino de cada animal e também
submetidas ao congelamento e armazenadas a temperatura de -80°C.

Para coleta de bactérias cultiviveis, a traqueia dos animais foi incisada, com
auxilio de uma pin¢a anatbmica e tesoura reta de ponta fina, ambas esterilizadas, € o
material coletado com suabe, que foi esfregado sobre a mucosa e imergido
imediatamente em meio de transporte Stuart. Além das amostras traqueais, foram
coletadas amostras com suabe da mucosa do ceco dos animais, de modo que foram
utilizadas pincas e tesouras diferentes para evitar contaminagdo cruzada. As amostras

foram condicionadas em caixas isotérmicas de isopor e transportadas até o CBiot.

Os procedimentos propostos para o projeto, no que confere ao uso de animais de
laboratdrio, obedeceram aos principios estabelecidos pela Lei 11794/08 de
Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais (Lei AROUCA) e o projeto foi
avaliado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do

Rio Grande do Sul e aprovado sob 0 nimero 26470.

Quanto ao grau de severidade dos procedimentos que envolveram a necropsia,
coleta das amostras e eutandsia, segue a tabela abaixo mencionando cada categoria

conforme o procedimento escolhido:

PROCEDIMENTO GRAU DE SEVERIDADE
Contencao fisica dos animais Moderado
Aplicacdo de Anestésicos Intraperitoneais Leve

Coleta de Sangue da Veia Cava Sem Recuperagao
Coleta do Lavado Traqueal Sem Recuperagao
Coleta das Fezes Sem Recuperagao
Eutandsia por Exsanguinacao Sem Recuperagao

2.4 Preparo de meios de cultura e isolamentos microbioldgicos

Para o isolamento de bactérias cultivaveis do trato respiratorio e intestinal dos

animais, foram utilizados os seguintes meios de cultura: Agar Cetrimide, Agar
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McConkey, Agar Sangue e Agar Triptona de Soja (TSA). Particularmente, 0 meio de
cultura Agar Bordet-Gengou foi utilizado para isolar bactérias presentes na traqueia,
enquanto os meios Agar Salmonella-Shigella e Agar CLED foram utilizados para o
cultivo de bactérias presentes no ceco dos animais. Os meios de cultura preparados
foram esterilizados conforme as orientacdes do fabricante e, ap6s, armazenados a 4°C
até a semeadura (técnica de isolamento por esgotamento). Apo6s a semeadura, as placas
foram incubadas em estufa a 37°C por 18-48h.

As colonias que crescerem nas placas dos meios citados foram observadas e
analisadas pelas suas caracteristicas (tamanho, forma, pigmentacédo, elevacao, bordos,
brilho, superficie e consisténcia), procurando-se coldnias que apresentassem diferencas
morfoldgicas entre si. As col6nias escolhidas foram reisoladas em novas placas,
contendo o meio TSA, novamente pela técnica de esgotamento. Somente ap6s dois
esgotamentos consecutivos sem contaminacdo, estas colénias foram consideradas
isoladas. As placas foram incubadas em estufa a 37°C por 18-60h (dependendo do

tempo de crescimento de cada bactéria) em aerobiose.

Para a conservacao das bactérias, criotubos contendo leite desnatado 10% foram
preparados e esterilizados em autoclave (110°C por 20 minutos) e as bactérias
inoculadas nesse meio, que posteriormente foram submetidos ao congelamento e

armazenamento a -20°C.

Para validar as técnicas moleculares posteriores, foram utilizadas cepas
bacterianas como controles positivos. As bactérias-controle foram crescidas e isoladas
em TSA ou Agar Sangue, também pela técnica de esgotamento, por incubagdo em
estufa a 37°C por 18-48h.

2.5 Extrac@o de DNA das col6nias de bactérias isoladas

A padronizagdo da extracdo do DNA das colbnias de bactérias isoladas dos
animais e de bactérias-controle foi realizada de quatro modos diferentes. Uma Unica
col6nia isolada do meio TSA foi suspendida em: a) 100 uL de agua mili-Q estéril e feita
a incubacgdo a 100°C por 10 min, conforme método descrito por Riyaz-Ul-Hassan et al.
(2008); b) 100 pL de solucdo TE (10 mM Tris-Cl e ImM EDTA pH 8,0) estéril e feita a
incubacdo a 100°C por 10 min; c¢) 100 pL de agua mili-Q estéril e feita a incubacgéo a

100°C por 10 min, em seguida, adi¢do de proteinase K (50 pg/mL) e feita a incubacdo a
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56°C por 2h e, apds, 95°C por 30 min; d) 100 pL de solucéo de agua mili-Q estéril com
proteinase K (50 pg/mL) e feita a incubagdo a 56°C por 2h e, apds, 95°C por 30 min.
Apos transcorrido o tempo, imediatamente todas as amostras lisadas foram incubadas
em gelo por 3 min e, em seguida, centrifugadas a 10.000 g por 1 min e o sobrenadante
transferido para um novo tubo. As amostras de DNA obtidas foram estocadas a -20°C

para conservacao.

Para a padronizacdo da reagdo em cadeia da polimerase, foram utilizadas as
quantidades de 1 pL, 2 pL e 5 pL de cada amostra lisada. Os amplicons obtidos foram

quantificados no espectrofotémetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

A extracdo do DNA das bactérias-controle também foi realizada utilizando-se os
kits Purelink Genomic DNA (Invitrogen) e illustra™ bacteria genomicPrep Mini Spin

(GE Healthcare), seguindo as recomendaces dos fabricantes.
2.6 PCR do gene 16S RNAr

Para a identificacdo molecular das bactérias isoladas neste trabalho, foram
utilizados os primers universais 16S RNAr para o Dominio Bacteria descrito por
Muyzer et al. (1993) (Foward — 5" CCT ACG GGA GGC AGC AG 3" e Reverse — 3
GGT CGT CGG CGC CAT TA 5'). Para a realizacdo da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), foram utilizadas as seguintes condi¢Ges: 0,5u Tag DNA Polimerase,
1x tampdo Taqg DNA Polimerase, 1,5 — 2,0 mM de MgCl, 0,2 mM dNTP mix
(reagentes da marca Ludwig Biotec), 10 pmdis de cada primer (Sintese Biotecnologia).
O programa de amplificacdo consistiu de 35 a 40 ciclos: 94°C por 2 min, 94°C por 1
min, anelamento dos primers a 58°C por 1 min, extensdo a 72°C por 1 min e extensao

final a 72°C por 6 min.

Os produtos obtidos na amplificagdo do DNA foram migrados em gel de agarose
1,5-2,0%, em 1x tampdo TEB (Tris, EDTA e acido bdrico, pH 8,0), voltagem de 90V,
utilizando os marcadores moleculares pUC18 clivado com a enzima Ddel e pThioHys C

clivado com Hinfl.
2.7 Extracédo de DNA de lavado traqueal

Para a extragdo do DNA das amostras de lavado traqueal, foi realizado o

protocolo descrito por Tedesco et al. (2011). O lavado obtido foi centrifugado a 12.000
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g por 15 min e sobrenadante descartado. Apos, foi adicionada a solugéo de lise (Tris 10
mM, EDTA 1 mM, Triton X-100 0,5%, pH 8,0) mais proteinase K (200 pg/mL) e
realizada a incubacdo a 56°C por uma hora, seguido de 10 min a 100°C para inativagao
da proteinase. Ao final da incubacdo foi adicionado fenol tamponado com Tris e a
solucdo resultante homogeneizada em agitador do tipo voértex por 1 min. A solucéo
homogeneizada foi centrifugada a 12.000 g por 5 min e a fase inferior (fenol) retirada.
Em seguida, foi adicionado fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) tamponado
com Tris, homogeneizada em agitador vortex e centrifugada a 12.000 g por 5 min. A
fase superior (aquosa) foi retirada e transferida para um novo tubo e adicionado acetato
de sodio 3M (0,5V) e alcool absoluto (2V) gelado para precipitacdo do DNA (por 16h a
-20°C). Apos a precipitacdo, os tubos foram centrifugados a 12.000 g por 30 min, o
sobrenadante descartado e o precipitado lavado duas vezes com alcool 70% gelado.
Apbs a centrifugacdo (12.000 g por 15 min), o alcool foi retirado e o precipitado secado
em estufa a 37°C. O precipitado seco foi ressuspendido em agua mili-Q estéril. As
amostras de DNA isolados foram armazenadas a -20°C até o0 seu uso.

A extracdo de DNA de amostras de lavado traqueal também foi realizada
utilizando-se dois kits comerciais: Purelink Genomic DNA (Invitrogen) e Invisorb® Spin
Universal (Stratec molecular), seguindo as recomendacfes de ambos fabricantes. A

eluicdo do material genético ligado a coluna de purificacdo foi realizada por duas vezes.
2.8 Extracdo de DNA de fezes

O isolamento do DNA de amostras de fezes foi realizado conforme o protocolo
utilizado por Seok et al. (2005) com modificacdes. As fezes congeladas em nitrogénio
liquido (100 mg) foram maceradas e ap6s ressuspendidas em solugdo de lise (10 mM
Tris-HCI, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, SDS 0,5%, pH 8,0) mais proteinase K (200 ug)
com posterior incubagdo a 56°C por 3h. Apds, foi realizada duas extragdes com
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1). As etapas de centrifugacdo, precipitacdo
e lavagem do material genético foram realizadas conforme a padronizacdo descrita para
a extracdo de amostras de lavado traqueal. As amostras obtidas na técnica de extracdo

padronizada foram armazenadas a -20°C até o momento de sua utilizacéo.

A extracdo de DNA de amostras de fezes (25 mg) também foi realizada

utilizando-se o kit Purelink Genomic DNA (Invitrogen), seguindo as recomendag6es do
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fabricante. A eluicdo do material genético ligado a coluna de purificacdo foi realizada

por duas vezes.
2.9 PCR de amostras de DNA de lavado traqueal e fezes

Para a deteccdo dos patdgenos, as amostras de DNA foram utilizadas na reacdo
em cadeia da polimerase (PCR) com primers especificos obtidos da literatura e os
primers universais 16S RNAr para o Dominio Bacteria ja& mencionados. As condicdes
para a PCR, tais como as concentragdes dos reagentes e 0s programas de tempo e
temperatura, foram realizadas conforme cada referéncia pesquisada com modificacdes.
Para a realizagdo da PCR com os primers 16S RNAr, foram utilizadas as mesmas
condicBes descritas para a PCR das col6nias de bactérias isoladas por suabe, com a
excecdo de duas reacOes-testes em que foi adicionado a reacdo 0,6 mg/ml de BSA
(Bovine Soro Albumine). Nas reacdes foram utilizadas amostras de DNA dos patdgenos
em estudo, como controles positivos da reacdo. Na auséncia de amostras de DNA dos
patdgenos, foram utilizados os primers 16S RNAr e amostras de DNA da bactéria
Proteus sp., como controles internos da reacdo. As sequéncias de cada primer
especifico, conforme cada taxon-alvo, assim como as referéncias utilizadas, séo

apresentadas na Tabela 1.

Os produtos obtidos na amplificacdo do DNA foram migrados em gel de agarose
1,5 -2,0%, em 1x tampdo TEB (Tris, EDTA e éacido borico, pH 8,0), voltagem de 90V,
utilizando os marcadores moleculares pUC18 clivado com a enzima Ddel e pThioHys C

clivado com Hinfl.

Tabela 1: Sequéncias dos primers especificos dos patdgenos pesquisados na literatura e utilizados
nas reacdes de PCR para deteccdo desses patdgenos na padronizacdo do monitoramento sanitario.

Sequéncia dos primers Referéncia

) CKGYRBF 5CGTGATGGCCATCTTTGGTT 3’
C. kutscheri Jeong et al., 2013.
CKGYRBR 5"AATCGTATTAGCAAAGGTATG 3

) KPTYRBF 5" GGCTGTACTACAACGATGAC 3
K. pneumoniae Jeong et al., 2013.
KPTYRBR 5 TTGAGCAGGTAATCCACTTTG ¥

SPPLYF 5" GTGATATTTCTGTAACAGCTACC 3

S. pneumoniae ’ ) Jeong et al., 2013.
SPPLYR 5"GAGAATTCCCTGTCTTTTCAAA 3
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Pseudomonas sp.

S. aureus

Bacillus ACR

M. pulmonis

Familia

Pasteurellaceae

B. bronchiseptica

PSP16SF 5" GACGGGTGAGTAATGCCTA ¥
PSP16SR 5 'CACTGGTGTTCCTTCCTATA 3
SADNAJF 5"GACTTTGGCGGTTTTAGTGG 3
SADNAJR 5"CAGCAGGTCCTCCATTCAC 3
BACR16SF 5 TTAAAGCTCCGGCGCTCGAA 3
BACR16SR 5"ACACCCTTAGAAAAGGGGATT 3
MP16SF 5" AGCGTTTGCTTCACTTTGAA 3
MP16SR 5"GGGCATTTCCTCCCTAAGCT 3
PAF16SF 5’"CATAAGATGAGCCCAAG ¥
PAF16SR 5GTCAGTACATTCCCAAGG 3
BBFLAF 5 TGGCGCCTGCCCTATC 3

Spilker et al., 2004.

Hayashimoto et al.,
2009.

Cundiff et al., 1994

van Kuppeveld et
al., 1993.

Bootz et al., 1998.

Hozbor et al., 1999.

BBFLAR 5"AGGCTCCCAAGAGAGAAAGGCTT 3
SM16SF 5"GCTTAACACATGCAAATCTAT &

S. moniliformis Boot et al., 2002.

SM16SR 5" AGTAAGGGCCGTATCTCA 3’

2.10 Manuseio de reagentes e descarte de residuos quimicos e bioldgicos
O manuseio dos reagentes e residuos foi realizado sempre com o0 uso de
equipamentos de protecdo individual (EPI’s) adequados para a atividade. Durante o
manejo dos animais, procedimentos de anestesia, eutanasia e coleta de material
biolégico, foram utilizados: propé, macacdo de manga longa, luvas de latex
descartaveis, touca e mascara respiratoria. O manuseio microbiolégico foi efetuado em

capela de fluxo laminar.

O descarte dos residuos quimicos gerados durante a execucdo das técnicas
moleculares seguiu 0 Plano de Gestdo de Residuos em Servico de Saude da UFRGS, de
acordo com a RDC 306 de 2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA).

Ap0s eutanasia dos animais e coleta de material especifico, a carcaga e demais
residuos bioldgicos oriundos desses processos, assim como as placas com 0s meios de
cultura contaminados, foram acondicionados em saco plastico branco, com indicacdo de
risco bioldgico, e foram descartados conforme o Plano de Gestdo de Residuos em
Servigo de Saude da UFRGS, de acordo com a RDC 306 de 2004.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Padronizacéo da extracdo de DNA de col6nia e da PCR

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada utilizando-se os primers
16S RNAr universais para 0 Dominio Bacteria e a amplificacdo de 3 amostras foi
observada com o tamanho esperado de 195 pares de bases (Figura 1). Foram utilizados
0s DNAs extraidos utilizando-se os Kits descritos no item 2.5 da secdo Metodologia, de
duas bactérias-controle (Proteus sp. e Staphylococcus aureus), da bactéria Mycoplasma
hyopneumoniae, cedido gentilmente pela aluna de mestrado Fernanda Munhoz do
Laboratério de Gendmica Estrutural e Funcional do CBiot, e uma amostra de DNA da
espécie Proteus sp. obtida pelo método de extracdo por fervura em TE a 100°C por 10

min.

Na amplificacdo do DNA de M. hyopneumoniae foi observada uma banda mais
fraca no gel comparada com as outras espécies. Ndos sugerimos que a quantidade inicial

de DNA utilizada na reagao néo foi suficiente para amplificar mais fragmentos.

A amplificacdo do DNA de Proteus sp. obtido de lise por fervura ndo foi
observada. A amostra utilizada foi fervida e mantida por um longo periodo congelada, o
que pode indicar a ocorréncia de degradacdo do material genético ou a presencga de

inibidores de PCR na amostra.

Figura 1. Eletroforese em gel de
910pb | agarose 1,5% das amostras de PCR 16S
saopb | RNAr Dominio Bacteria. 1 — Proteus
42%6pb Isp;; 2 — S, aureus; 3 - M.
235pb | hyopneumoniae; 4 — Proteus sp. DNA
166pb I extraido por fervura; 5 — controle
negativo, M — Marcador molecular
pUC18 clivado com Ddel; = Seta
indicativa do fragmento de tamanho
esperado (195 pb).

Para a padronizacdo do metodo de extracdo foram testados quatro métodos
alternativos e utilizadas as col6nias de quatro bactérias, duas classificadas como Gram
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negativas e duas como Gram positivas. Foram utilizadas duas bactérias (“1/13” - uma
Gram negativa e “19/13” uma Gram positiva), de espécie ndo identificada, isoladas de
um animal (rato Wistar) a partir de uma coleta realizada anteriormente a este projeto. As
demais bactérias sdo da espécie Klebsiella pneumoniae (Gram negativa) e

Staphylococcus aureus (Gram positiva).

Para a realizacdo da reacdo de PCR foram testadas quantidades de amostras
lisadas diferentes (1 pL, 2 pL e 5 pL) e os produtos de amplificacdo foram observados e
analisados (Figura 2). Além dessas amostras, testou-se a reagdo com produtos da
extracdo por fervura em agua mili-Q estéril e TE (100°C por 10 min) mantidas

congeladas por um periodo de um més.

Todas as amostras de “1/13” e “19/13” mostraram produtos de amplificacdo. Na
amostra de 5 pL da cepa “1/13” lisada por fervura em TE foi observado o produto de
amplificagdo, entretanto apresentou concomitantemente um arraste no gel,

possivelmente DNA degradado.

A amplificagdo néo foi observada nas amostras de S. aureus, nas condi¢Ges de
extracdo por fervura: em agua mili-Q estéril (2 puL e 5 pL de lisado) 100°C por 10 min;
em TE (1 pL de lisado) 100°C por 10 min. Nessas condicdes, contudo com quantidades
de lisado diferentes, foi observada a amplificagdo com uma banda de intensidade mais
fraca no gel. Nas condi¢des em que foi utilizada a proteinase K, foi possivel amplificar
com sucesso. A auséncia ou a dificuldade em amplificar o DNA de S. aureus deve-se
possivelmente ao fato dessa bactéria ser Gram positiva, logo com uma parede celular
mais espessa do que as Gram negativas, o que dificultaria o processo de rompimento da
parede e exposicdo do material genético (Baratto & Megiolaro, 2012). O uso da
proteinase K € uma alternativa de extracdo importante em caso de PCR negativo por

meio destes métodos.

Quanto as duas amostras de lisado mantidas congeladas, foi observada a
amplificacdo, sendo que a amostra fervida com TE apresentou uma banda no gel com
coloragdo mais forte. Tal resultado demonstra que sera possivel utilizar material
mantido congelado por um periodo de até um més, mesmo que a técnica de extracdo de

DNA escolhida n&o possibilite uma purificacdo adequada do material.
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Figura 2: Eletroforese em gel de agarose 1,5% dos produtos da
reacdo de PCR 16S RNAr Dominio Bacteria da padronizagédo das
extracOes de DNA. 1 — “1/13”; 2 — “19/13”; 3 — K. pneumoniae; 4
— S. aureus; 5 — “1/13” amostra congelada por um periodo; (a)
fervura em H,O; (b) fervura em TE; (c) fervura em H,O e
incubacdo com proteinase K; (d) incubagdo com proteinase K;
C(+) — controle positivo Proteus sp.; C(-) — controle negativo; 1
pL, 2 pL, 5 pL — volume de material lisado; M — Marcador
molecular pUC18 clivado com Ddel; € Seta indicativa do
fragmento de tamanho esperado (195 pb).
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Para avaliar melhor a amplificacdo positiva, foram selecionadas as amostras de
“1/13” e “19/13” e o DNA quantificado por espectrofotdometro. Foi observada uma
quantificacéo relativa, com concentracdo de variagdo entre 137 a 439 ng/pL de material
genético amplificado. De modo geral, amostras de 2 e 5 puL de lisado apresentaram
maior quantidade de DNA amplificado. No caso de amostras de “1/13”, as maiores
concentragdes de DNA foram quantificadas nas condi¢des de extragdo por fervura com
agua mili-Q estéril e TE; enquanto nas amostras de “19/13” foram aquelas tratadas com

proteinase K.

Com o intuito de otimizar o processo de extracdo de DNA com menor custo e
tempo de execucdo, foi decidido inicialmente utilizar o método de fervura em TE, uma
vez que foi 0 método em que a reacdo de PCR foi positiva, com quantidades relativas de
DNA suficientes. Além disso, a solucdo de TE possui EDTA, um agente quelante
inibidor de DNAses, 0 que poderia evitar a degradacdo de DNA congelado e ampliar o
tempo de conservacdo do material. Em caso de reacdes de PCR negativas, optou-se pelo

tratamento com proteinase K.

A quantificacdo do DNA amplificado por PCR foi realizada e avaliada
comparando-se as diferentes quantidades de material lisado utilizado. Como resultado,
evidenciamos maior concentracdo de DNA amplificado na reacdo de PCR de amostras
em que foi utilizado 5 pL de produto lisado. Entretanto, tal quantidade pode apresentar
uma concentracdo maior de inibidores da reacdo, como residuos proteicos e DNA
degradado, interferindo negativamente na amplificagcdo, como, por exemplo, na amostra
“1/13”, extraida por fervura em TE, em que foi observado um arraste com uma banda
mais fraca no gel quando utilizado 5 pL de material, 0 que ndo foi observado nas
reacOes com 1 e 2 pL dessa amostra (Figura 2). A propria solucdo de TE pode ser um
problema, uma vez que o EDTA pode inibir a reacdo de PCR, dependendo da
concentracdo utilizada. Dessa forma, optou-se em utilizar 2 uL de lisado na tentativa de
evitar tais problemas na amplificacdo e obter uma quantidade suficiente de DNA para

ser utilizado nas técnicas seguintes.

Assim, as condi¢bes para amplificagio do DNA dos isolados bacterianos
escolhidas foram: 2 puL de DNA extraido pelo método de fervura a 100°C em solucéo de

TE ou, como alternativa, pelo método de lise com proteinase K.
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3.2 Isolamento bacterioldgico e PCR

No isolamento bacterioldgico do trato respiratorio e intestinal dos animais foi
observado crescimento de colonias de bactérias nos seguintes meios de cultura: Agar
Bordet-Gengou, Agar Salmonella-Shigella, Agar McConkey, Agar Sangue, TSA e Agar
CLED. No meio de cultura Agar Cetrimide nio foi observado crescimento de
microrganismos. No total foram isoladas 486 colbnias de bactérias que apresentavam
caracteristicas distintas entre si em cada placa de cultura avaliada. Entretanto, apds o
reisolamento de seis bactérias no meio TSA, foi evidenciado o crescimento de novas
col6nias diferentes, de modo que o nimero foi ampliado para 493 coldnias de bactérias
isoladas (Tabela 2).

Tabela 2: Numero de bactérias isoladas por animal, unidade microbiol6gica, sexo do
animal, amostra de origem cecal e amostra de origem traqueal. SC = sistema convencional;
IVC = sistema IVC; F = fémea; M = macho.

Total Total Total por

Animal  Unidade Sexo Cecal Traqueal isolado por sexo  Unidade
1 IvVC F 15 4 19
2 IVC F 13 9 22
9 IVC F 20 20 40 150
10 IVC F 18 9 27
18 IvC F 21 21 42 256
6 IVC M 12 2 14 (52%)
7 IVC M 13 12 25
8 IvVC M 19 8 27 106
19 IvVC M 13 2 15
20 IvVC M 10 15 25
11 SC F 15 12 27
12 SC F 17 3 20
13 SC F 20 2 22 116
14 SC F 17 6 23
15 SC F 14 10 24 237
3 sC M 17 13 30 (48%)
4 SC M 18 10 28
5 SC M 16 2 18 121
16 SC M 19 4 23
17 SC M 18 4 22
Totais 325 (66%) 168 (34%) 493 493 493
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Ao comparar a presenca de bactérias isoladas da traqueia e do ceco, foi
observada uma maior quantidade de microrganismos isolados do trato intestinal
(Tabela 2). Este fato é totalmente esperado devido as caracteristicas anatdmicas e de

microbiota destes 6rgaos.

Entre as duas unidades microbioldgicas estudadas, foi isolado um nimero maior
de bactérias (52%) presentes em animais criados em sistemas IVC (Tabela 2). Se
compararmos o numero de bactérias isoladas dos animais em relacdo ao sexo dos
mesmos, observamos uma quantidade maior de isolados provenientes de fémeas no caso
do sistema IVC (58,6%) e de machos no caso do sistema convencional (51,1%), como
mostrado na Figura 3. De modo geral, foram isoladas 166 e 127 col6nias de bactérias
coletadas de animais do sexo feminino e masculino, respectivamente. Apesar deste
estudo ser qualitativo, devemos levar em conta esses dados se quisermos futuramente
comparar e avaliar a microbiota dos animais criados nos dois sistemas de alojamento
diferentes, pois o numero de isolados, seja por sexo do animal ou unidade
microbioldgica, sdo variaveis que podem interferir na avaliacdo da diversidade

bacteriana presente nos animais estudados.

58,6%

160
140
120

100
Bactérias

isoladas

48,9% >L1%

Fémea
60 Macho
40

20

PINHIIIN

IvVC SC
Unidade Microbiolégica

Figura 3: Porcentagem de bactérias isoladas por unidade microbioldgica e sexo do
animal. SC = sistema convencional; IVC = sistema IVC.

Muitas placas de Agar Sangue e TSA, particularmente de amostras cecais,
apresentaram crescimento bacteriano do tipo véu (swarming), o que dificultou o
isolamento de algumas bactérias. Na tentativa de reduzir esse tipo de crescimento, foi

incluido o meio de cultura CLED na coleta biologica de 10 animais, uma vez que esse
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meio de cultura € capaz de reduzir o crescimento de espécies de bactérias do género
Proteus, um grupo que se caracteriza pelo crescimento em véu e é comum estar presente
na microbiota intestinal de animais de laboratério (Williams & Schwarzhoff, 1978;
Mclnnes et al., 2011). Como resultado, foi observado um crescimento isolado melhor

com o uso do meio CLED, com reduzido veéu, a partir de amostras do ceco dos animais.

O DNA de 468 colbnias de bactérias foi extraido pelo método de fervura com
TE e/ou tratamento com proteinase K e realizado a reacdo de PCR. Foram obtidas 412
amostras de PCR positivas, sendo que as demais o produto ndo foi amplificado.
Possivelmente, as amostras que ndo amplificaram tinham a presenca de inibidores da

reacao, pois a extracdo de DNA néo foi purificada, apenas realizada a lise celular.
3.3 Padronizacdo da extracdo de DNA de lavado traqueal e da PCR

Para a extracdo do DNA de amostras de lavado traqueal, foi utilizado o método
classico com fenol-cloroférmio e dois Kits comerciais. O método fenol-cloroférmio
(FC) foi testado e comparado com o kit de extragdo de DNA da marca Invitrogen (kit 1)
quanto a quantidade de DNA extraido. Como resultado, ndo foi verificado deteccdo de
nenhuma quantidade de DNA extraido pelo método FC, enquanto foi detectada uma
quantidade de 3 - 5 ng/uL de material extraido pelo kit 1. A explicacdo possivel pela
falta de deteccdo do DNA pelo primeiro método se deve a uma quantidade de material
extraido abaixo do valor minimo possivel de leitura no espectrofotémetro ou o material

nao foi extraido.

Para verificar a presen¢a ou ndo de material genético extraido, assim como
avaliar a possibilidade de amplificacdo de genes de bactérias, foi realizada a reacédo de
PCR com primers universais do gene 16S RNAr para Bacteria, utilizando 5 uL de
material extraido. Como mostra a Figura 4, foi observada a amplificacdo da sequéncia
génica (195 pares de bases) na amostra de controle positivo, na amostra 10 (coletada do
animal 10) obtida pela extragdo do kit 1 (22 eluicdo) e pelo método de FC e na amostra 7
(coletada do animal 7) obtida pelo método de FC apenas. Ao compararmos com 0O
controle positivo, verificamos uma fraca amplificacdo das amostras extraidas pelos dois
métodos. Para explicar a auséncia ou baixa amplificacdo na reacdo, podemos sugerir
que se deve a pouca quantidade de DNA extraido e/ou devido a inibidores na reacéo.
Para verificar a presenca ou néo de inibidores, foi realizada a rea¢do de PCR utilizando

em conjunto a amostra 7 (22 eluigéo obtida do kit 1) mais a amostra de controle positivo.
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Como resultado, foi observada a auséncia de produto, o que corrobora com a hipétese

de que h& inibidores de PCR na solucéo final das extracGes.

M AK1I AK2 BK1 BK2 AF BF AKl+ C(+) C(-)

910 pb

540 pb
426 pb

235 pb
166 pb

Figura 4: Eletroforese em gel de agarose 1,5% dos produtos da reacdo de PCR
16S RNAr Dominio Bacteria da padronizacdo das extracdes de DNA de
amostras de lavado traqueal. A — “Amostra 7”’; B — “Amostra 10”; K — “extra¢ao
por kit da marca Invitrogen”; F — “extracdo por fenol-cloroférmio”; 1 — “1*
eluigdo”; 2 — “22 eluicdo”; AK1+ — “Amostra AK1 mais o controle positivo”;
C(+) — controle positivo Proteus sp.; C(-) — controle negativo; M — Marcador

molecular pUC18 clivado com Ddel; € Seta indicativa do fragmento de
tamanho esperado (195 pb).

Na tentativa de reduzir a quantidade de inibidores na reacdo, procurou-se
diminuir a quantidade de amostra utilizada na reacéo de PCR (de 5 pL para 1 pL). Além
disso, para tentar aumentar a quantidade de amplicons, o nimero de ciclos da reacéo de
PCR foi ampliado (de 35 para 40 ciclos). Como pode ser visualizado na Figura 5, a
amostra 7 (extraida por kit, 22 eluicdo) e a mesma amostra em conjunto do controle
positivo, anteriormente ambos com amplificacdo negativa, nesta segunda reacéo de PCR
tiveram o produto amplificado.

Podemos observar que as duas amostras obtidas na eluicdo secundaria, da
extracdo pelo kit 1, foram amplificadas, diferente das amostras da eluicdo primaria, o
que possivelmente indica que na primeira eluicdo a maior parte dos inibidores ficou
aderida ao DNA, restando menor quantidade na segunda elui¢cdo. Na amostra 7, extraida
por FC, é observada a amplificacdo, entretanto a amostra 10, extraido pelo mesmo
método, nédo foi observado o produto, 0 que ndo era esperado, pois na primeira reacao
de PCR foi possivel visualizar uma banda fraca no gel. Como a extracdo por FC
apresentou baixo rendimento de DNA, nos sugerimos que a auséncia de amplifica¢do na

segunda reagdo para a amostra 10 se deve a baixa quantidade de moléculas de DNA
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disponivel. Para descartar a hipotese de haver inibidores na amostra 7, extraida por FC,
essa amostra também foi utilizada em uma reacdo na qual foi adicionada em conjunto a
amostra de controle positivo, de modo que foi possivel visualizar o produto

amplificado.

M AK1 AK2 BK1I BK2 AF BF AKl+ AF+ C(+) C()

910 pb

540 pb
426 pb
235pb
166 pb

Figura 5: Eletroforese em gel de agarose 1,5% da reacdo de PCR 16S RNAr Dominio
Bacteria da padronizacdo das extracdes de DNA de amostras de lavado traqueal. A —
“Amostra 7”; B — “Amostra 10”; K — “extracdo por kit da marca Invitrogen”; F —
“extragdo por fenol-cloroformio”; 1 — “1* eluigdo™; 2 — “22 eluicdo”; AK1+ — “Amostra
AK1 mais o controle positivo”; AF+ — “Amostra AF mais o controle positivo; C(+) —
controle positivo Proteus sp.; C(-) — controle negativo; M — Marcador molecular

pUC18 clivado com Ddel; € Seta indicativa do fragmento de tamanho esperado (195
pb).

Notamos uma banda na amostra de controle negativo, ndo esperada, contudo
descartamos a hipdtese dos reagentes estarem contaminados, pois 0S mesmos reagentes
foram utilizados em reacBes posteriores nos quais 0 controle negativo apresentou
auséncia da banda, assim sugerimos que a micropipeta poderia estar contaminada. Por
outro lado, ndo podemos descartar a hip6tese de que a reacdo estava contaminada, de
modo que a mesma foi repetida, com modificacbes que serdo apresentadas a seguir
(Figura 6).

O namero de 40 ciclos da reagdo de PCR foi mantido, na tentativa de obter

maior quantidade de fragmentos.

Para tentar solucionar o problema de inibi¢do na reacdo de PCR, foi repetida a
reacdo utilizando BSA, pois esse reagente € capaz de ligar-se a inibidores favorecendo a
atividade da enzima Taq polimerase (Kreader, 1996). Além disso, a reacdo de PCR foi
testada aumentando a quantidade de MgCl, (de 1,5 mM a 2,0 mM), que é utilizado

como cofator para a Taq polimerase, sendo que uma baixa concentracao de Mg** pode
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apresentados na Figura 6.

M AK1 AK2 BK1 BK2 AF BF C(-) C(+)

910 pb
540 pb
426 pb
235pb
166 pb

M AK1 AK2 BK1 BK2 AF BF C(-) C(+)

E

M AK2 AK1 BK1 BK2 AF BF C(-) C(+)
166 pb =

910 pb ——
540 pb ————
426 Pb e

235 pb e——
166 pb ——

910 pb —nol
540 pb =——
426 pb =
235 pb ——

Figura 6: Eletroforese em gel de agarose 2% da reacdo de PCR 16S
RNAr Dominio Bacteria da padronizacdo das extragdes de DNA de
amostras de lavado traqueal. | — Amostras com BSA e 1,5 mM de
MgCly; Il — Amostras com BSA e 2 mM de MgCly; 11l — Amostras sem
BSA e 2 mM de MgCly; A — “Amostra 7”; B — “Amostra 10”; K —
“extracdo por kit da marca Invitrogen”; F — “extra¢do por fenol-
cloroférmio”; 1 — “1? eluigdo”; 2 — “2? elui¢ao”; C(+) — controle positivo
Proteus sp.; C(-) — controle negativo; M — Marcador molecular pUC18
clivado com Ddel; € Seta indicativa do fragmento de tamanho
esperado (195 pb).

gerar baixa quantidade de produto de PCR (Buckingham, 2012). Os resultados séo
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O uso de BSA nao melhorou a amplificacéo, inclusive inibiu a reacdo de PCR, a
excecdo dos controles positivos com BSA que parecem com bandas mais fortes se
comparados com a banda obtida do controle positivo sem BSA. NOs observamos
amplificacdes de tamanho esperado nas reacGes de PCR sem BSA e com a quantidade
de MgCl, aumentada. A amostra 10, extraida pelo método de fenol-cloroférmio, foi
amplificada, contrariando o que foi observado na Figura 5, no qual apresentou auséncia
de bandas. Nds ressaltamos que a pouca quantidade de DNA poderia explicar o fato de

uma mesma amostra ser negativa em uma reagéo € ser positiva em outra.

Os fragmentos obtidos nas reacdes de PCR entre as amostras positivas em que
foram utilizadas diferentes concentracdes de MgCl, foram quantificados e comparados.
Nas reacdes de PCR com 1,5 mM foi gerado em torno de 305 ng/pL, enquanto nas
reagbes com 2 mM obtivemos a media de 344 ng/pL, o que significa uma maior
producdo de fragmentos com o aumento de MgCl, na reacdo. Como a visualiza¢do no
gel é de suma importancia para deteccdo de amostras positivas, foi escolhido padronizar

as reacdes com a concentracdo de 2 mM de MgCl..

Como o resultado obtido para os dois métodos de extracdo mostrou-se pouco
satisfatorio, pois rendeu pouco DNA extraido e reacbes de PCR com inibicdo, optou-se
em testar a extracdo de DNA de uma amostra de lavado traqueal com um segundo kit
comercial da marca Stratec (kit 2). Para efeito de comparacéo, a extracdo foi realizada
também com o kit 1. Como o kit 2 sugere 0 uso da enzima lisozima na extracdo de DNA
bacteriano, nds optamos em realizar a pré-incubacdo das amostras com essa enzima,
antes de realizar a extragdo do DNA utilizando ambos os kits. A extragdo da amostra 5
por meio do Kit 1 gerou aproximadamente 7 ng/uL (total bruto de 350 ng) de DNA,
tanto na primeira quanto na segunda eluicdo, enquanto com o uso do kit 2 foi possivel
extrair cerca de 14 ng/uL (total bruto de 1,4 pg) de material, logo, o kit 2 rendeu maior
quantidade de DNA extraido. E possivel que a diferenga maior na quantidade de DNA
obtida na extracdo de DNA da amostra 5 (7 ng/uL), comparado com a extracdo da
amostra 7 e 10 realizada anteriormente (3 — 5 ng/uL), utilizando o mesmo kit (1), deve-
se ao uso da lisozima na extracdo da amostra 5, que auxilia no processo de lise celular.
Entretanto, como utilizamos amostras diferentes para as extracdes, é provavel que a
diferenca de DNA seja devido a caracteristicas especificas de cada amostra, como 0

namero de células resgatadas e presentes na solucdo do lavado traqueal.
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A reacdo de PCR com os primers 16S RNAr também foi realizada, utilizando-se
trés diferentes quantidades de material extraido (0,5 pL, 1 pL e 1,5 pL) tanto de
amostras da 12 quanto da 22 eluicdo obtidas do dois kits de extragdo. Como mostrado na
Figura 7, foi observada a amplificacdo a partir da amostra obtida do kit 1 em ambas
eluicdes, a excecdo da reacdo que foi realizada com 1 pL de amostra da segunda

eluicéo.

Al B1 A2 B2
1 A 1 1

[ ] L | 1 0 1 0 1
M o5 10 15 o5 10 15 05 10 15 05 10 15 A1+ Bl+ C(+) C(-)

Figura 7: Eletroforese em gel de agarose 2% dos produtos da reacdo de PCR 16S RNAr
Dominio Bacteria da padronizacdo das extracdes de DNA de amostras de lavado
traqueal. A — “Amostra de DNA extraida pelo kit Invitrogen”; B — “Amostra de DNA
extraida pelo kit Stratec”; 1 — “1? elui¢ao”; 2 — “2* eluig¢do”; 0,5/ 1,0/ 1,5 — “volumes em
pL de material da extragdo utilizado na reacdo”; Al+ — “amostra A1 mais o controle
positivo”; B1+ — “Amostra B1 mais o controle positivo”; C(+) — controle positivo
Proteus sp.; C(-) — controle negativo; M — Marcador molecular pUC18 clivado com

Ddel; € Seta indicativa do fragmento de tamanho esperado (195 pb).

No caso das reacbes em que foram utilizadas amostras obtidas do kit 2,
evidenciamos a amplificacdo a partir de 0,5 puL da amostra da eluigcdo priméria e a partir
de 1 pL da amostra obtida na segunda elui¢cdo. Ao avaliar o tamanho das bandas
esperadas, notamos a amplificacdo de produtos inespecificos nas duas reagdes positivas
das amostras obtidas do kit 2 e na reacdo em que foi utilizado 0,5 pL de material
extraido obtido da elui¢do secundaria do kit 1. E possivel que a formacio de produtos
ndo esperados se deve ao aumento da concentracdo de MgCl, utilizada, uma vez que
uma maior concentracdo desse cofator pode tornar mais estavel o anelamento dos
primers em regides génicas incorretas, consequentemente gerando amplificacdes
inespecificas que se apresentam como multiplas bandas no gel (Markoulatos et al.,

2002). Apesar dos primers 16S RNAr utilizados serem especificos para uma regido
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conservada do Dominio Bacteria, ndo podemos descartar a possibilidade de
amplificacdo de sequéncias com nimero de nucleotideos diferente, pois a microbiota do
grupo de animais estudados € desconhecida e, por conseguinte, podem estar presentes

microrganismos que ainda ndo foram caracterizados pela literatura cientifica.

NOs observamos que o fator inibidor ainda estd presente nas reacoes,
dependendo da quantidade utilizada de solucéo. Talvez, a inibicdo sera um fator comum
no tipo de amostra estudada e como solugdo deveremos optar pela padronizacdo de cada
amostra em separado com sua quantidade ideal para termos reagdes positivas.
Entretanto, no caso das amostras obtidas da extracdo pelo kit 2, foi avaliado
posteriormente que para a realizacdo da eluicdo foi utilizada uma solucdo especifica
para eluir do prdprio kit. Nas instrugdes do fabricante, ndo é descrita a composicéo da
solugéo de eluicdo, no entanto, a maioria das solucbes de eluicdo de kits comerciais
possui EDTA, uma molécula que dependendo da concentracdo pode inibir as reacdes de
PCR.

Para testar a hipotese de que ha inibidores na solucao de elui¢do, optamos em
realizar novas extracoes de DNA eluindo o material apenas com agua milli-Q estéril e
novas reacdes de PCR com o marcador molecular 16S RNAr (Figura 8). Para avaliar o
resultado do uso de diferentes amostras, foi extraido o DNA de 10 amostras de lavado
traqueal e a reacdo de PCR testada com diferentes volumes de material extraido (0,5 pL,
1uL, 1,5 L, 2 pyL).

Como podemos visualizar na Figura 8, a maioria das amostras teve produto
amplificado, a exce¢do da amostra 1 (animal 1) em que foram utilizadas as quantidades
0,5 uL e 1,5 pL de DNA extraido, da amostra 8 (animal 8) utilizando-se 1 pL de
material e da amostra 3 (animal 3) no volume de 2 pL. Logo, a reacdo de PCR sera
padronizada com o uso de 2 pL de material obtido na extracdo para todas as amostras, a
excecdo da amostra 3 em que sera utilizado 1,5 pL, pois com volume maior teve

inibicdo da reagéo.

E possivel notar uma banda n&o esperada no controle negativo dos dois dltimos
testes de PCR (Figuras 7 e 8), semelhante ao que ocorreu na reacdo apresentada na
Figura 5. Da mesma forma, sugerimos a possibilidade da micropipeta estar

contaminada.

34



Novamente é evidenciado a presenca de bandas no gel inespecificas,
possivelmente em virtude da concentracdo de MgCl, e/ou da amplificagdo de
sequéncias de bactérias desconhecidas. As duas hip6teses podem ser avaliadas
futuramente com a repeticdo da reacdo de PCR utilizando diferentes concentracdes

reduzidas de Mg" e com o sequenciamento dos produtos obtidos.

0,5 pL 1uL
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Figura 8: Eletroforese em gel de agarose 2% dos produtos da reacdo de PCR 16S
RNAr Dominio Bacteria da padronizacdo das extracdes de DNA com o kit Stratec de
amostras de lavado traqueal. 0,5/1,0/1,5 — “volumes em pL de material da extra¢do
utilizado na reagdo™; 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8, 11, 12 — “numeragdo de cada amostra”; C(+)
— controle positivo Proteus sp.; C(-) — controle negativo; M — Marcador molecular

pThioHys C clivado com Hinfl; € Seta indicativa do fragmento de tamanho esperado
(195 pb).

Como esse estudo visa a deteccdo de patdgenos que podem estar presentes em
minima quantidade no trato respiratério dos animais, optamos pelo uso do kit 2 (marca
Stratec), uma vez que apresentou um rendimento maior de material genético extraido e
com a possibilidade de utilizar um volume maior de extracao para a reacdo de PCR sem

que ocorra a inibi¢do do procedimento.
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3.4 Padronizacdo da extracdo de DNA de fezes e da PCR

Para a extracdo do DNA de amostras de fezes, foi utilizado o método classico
com fenol-cloroférmio (FC) e o kit de extracdo da marca Invitrogen. A amostra de fezes
do animal 4 foi utilizada para a extracdo, com a diferenca de que no método FC
utilizamos 100 mg de material, enquanto que a extracdo utilizando o kit foi feita com 25
mg de amostra. No caso da extracdo por FC, escolhemos realizar o procedimento
testando duas solucdes de fenol, sendo que uma dessas solugdes estava congelada a -
20°C e a outra estava descongelada e a temperatura de 4°C. A ideia de utilizar duas
solucdes de fenol diferentes foi para verificar se solucbes desse regente podem ser

congeladas e guardadas por mais tempo, sem perder sua acao.

A extracdo pelo kit resultou em 22,3 ng/uL de material, na 12 eluicdo, e 2,5
ng/uL, na 22 eluicdo. J& a extracdo realizada pelo método FC apresentou uma maior
quantidade de material extraido, cerca de 3728 ng/uL pelo fenol a 4°C e em torno de
3962 ng/uL pelo fenol a -20°C. Mais de um fator deve ser levado em conta para tentar
explicar a maior quantidade de material extraido por FC. A quantidade alta pode ser
devido ao proprio método, neste caso mais eficiente do que o kit escolhido. Além disso,
no método FC utilizamos quatro vezes mais material fecal se comparado com o que foi
utilizado para a extragao pelo kit. Ademais, podemos inferir que uma grande parte desse
material extraido possa ser RNA, uma vez que ndo utilizamos a enzima RNAse no
procedimento de extracdo por FC e o espectrofotbmetro ndo distingue a quantidade

relativa de DNA e RNA, apenas faz a leitura dos acidos nucleicos em conjunto.

Para verificar a possibilidade de amplificacdo de sequéncias génicas a partir do
material extraido, foi realizada a PCR com os primers 16S RNAr para o Dominio
Bacteria, utilizando 1 puL do material extraido (no caso das amostras extraidas por FC, o
material foi diluido para a concentracdo de 50 ng/pL antes da sua utilizagdo). Como
resultado, foi observada a amplificagdo de todas as amostras testadas, entretanto com

diferencas nas quantidades de produto obtido em cada reacdo (Figura 9).

As amostras extraidas por kit apresentaram produto amplificado com coloragéo
mais fraca no gel, enquanto nas amostras extraidas por FC notamos bandas de coloracao
mais forte. Nos sugerimos que a quantidade de DNA utilizada em cada reagdo explicaria
as diferencas observadas no gel, pois com a extracdo por kit obtivemos uma menor

quantidade de material genético.
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Para verificar se a quantidade de material genético obtida na extracdo por FC é
devido também a presenca de RNA, nds realizamos o tratamento das amostras com a
enzima RNAse e quantificamos as amostras resultantes. As amostras extraidas por fenol
conservado a 4°C e por fenol congelado a -20°C resultaram em aproximadamente 762
ng/uL e 666 ng/pL de material genético, respectivamente, apds o tratamento com a
enzima. O resultado mostra que a maior parte do material quantificado anteriormente
era composta de moléculas de RNA. Assim, na extracdo de DNA de amostras de fezes
sera adicionado o tratamento com RNAse como procedimento padrdo, uma vez que o
interesse do estudo em questdo € a identificacdo de patdgenos a partir de amostras de
DNA.

M K1 K2 FA FB C(+) C(-)

910 pb

540 pb
426 pb

235 pb
166 pb

Figura 9: Eletroforese em gel de agarose 2% dos produtos da reacdo de PCR 16S
RNAr Dominio Bacteria da padronizacao das extracGes de DNA de amostras de fezes.
K — “Amostra de DNA extraida pelo kit Invitrogen”; F — “Amostra de DNA extraida
por fenol-cloroférmio”; 1 — “1* elui¢do”; 2 — “2* elui¢ao”; A — “Fenol conservado a -
20°C”; B — “Fenol conservado a 4°C”; C(+) — controle positivo Proteus sp.; C(-) —

controle negativo; M — Marcador molecular pUC18 clivado com Ddel; € Seta
indicativa do fragmento de tamanho esperado (195 pb).

Como a extracdo classica por fenol-cloroférmio apresentou um rendimento
maior e bem expressivo de material genético, e a reacdo de PCR a partir dessa extracdo
ndo apresentou inibidores, optamos por esse método de extracdo. Além disso, utilizando
esse método reduzimos o gasto financeiro no monitoramento sanitario, considerando
que o custo necessario para realizar a extracdo de DNA com fenol-cloroférmio é menor

se comparado com o custo da mesma por meio de kits comerciais.
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3.5 PCR para deteccdo de patdogenos em amostras de lavado traqueal

Para a deteccdo de patdgenos especificos, foi realizada a reacdo de PCR
utilizando os primers publicados na literatura para cada taxon de interesse no
monitoramento sanitario. As temperaturas e tempos para as reacbes de PCR foram
padronizadas conforme a metodologia utilizada em cada estudo pesquisado. As
concentracdes de cada um dos reagentes foram padronizadas com as mesmas condicdes
utilizadas nas reagdes-teste utilizando o marcador 16S RNAr universal para o Dominio
Bacteria.

As reacOes de PCR para deteccdo dos patdgenos C. kutscheri, K. pneumoniae e
S. pneumoniae foram realizadas em Triplex (utilizado cada par de primer na mesma
reacdo), conforme preconizado pela literatura, e utilizado como controle positivo uma
amostra de K. pneumoniae. As reacdes para identificacdo de S. aureus e B.
bronchiseptica foram realizadas em separado e com seus respectivos controles
positivos. J& as reacdes para Bacillus ACR, M. pulmonis, Familia Pasteurellaceae,
Pseudomonas sp. e S. moniliformis foram realizadas em separado e devido a auséncia de
um controle positivo de cada patégeno foi utilizado o primer 16S RNAr e uma amostra
de DNA de Proteus sp. como controle interno da rea¢do. Os resultados obtidos de cada
reacdo utilizando 10 amostras de DNA da extragdo padronizada s@o mostrados nas
Figuras 10, 11, 12 e 13.

Na reacdo de PCR Triplex (C. kutscheri, K. pneumoniae e S. pneumoniae) nao
foi observado nenhum produto amplificado, nem mesmo o controle positivo (Figura
10). Como o controle positivo ndo foi amplificado, ndo podemos afirmar que as
amostras sdo negativas para 0s microrganismos em questdo. A reacdo devera ser

repetida para verificarmos se ocorreu inibi¢cdo na mesma.

Ja na reacdo utilizando marcador genético especifico para espécie S. aureus, €
possivel observar bandas de tamanhos moleculares diferentes no gel em todas as
amostras (Figura 10). O controle positivo foi amplificado e apresenta o tamanho
molecular esperado de 499 pares de bases. Somente as amostras 4, 6, 7, 11 e 12
apresentam uma banda com tamanho esperado, entretanto as mesmas amostras
apresentam produtos de amplificagdo de menor tamanho e de coloragdo mais intensa.

As demais amostras também apresentam produtos de tamanho molecular menor do que
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499 nucleotideos, contudo a banda de tamanho esperado esta ausente ou pouca nitida no

gel para podermos afirmar se amplificou de fato.

1 2 3 a4 5 6 7 8 11 12 c(+) C()
A A

A A A A A A I A A
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Figura 10: Eletroforese em gel de agarose 2% dos produtos da reacdo de PCR para
deteccdo de patdgenos especificos a partir de amostras de lavado traqueal. 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7,8, 11, 12 — “numeracao de cada amostra avaliada”; TP — “Reacdao de PCR Triplex
para deteccdo de C. kutscheri, K. pneumoniae e S. pneumoniae”; SA — “Reagdo de
PCR para deteccdo de S. aureus”; C(+) TP — controle positivo K. pneumoniae; C(+)
SA — controle positivo S. aureus; C(-) — controle negativo; M — Marcador molecular
pThioHys C clivado com Hinfl; € Seta indicativa do fragmento de tamanho esperado
para S. aureus (499 pb).

=499 pb

Nas reacOes de PCR para a amplificacdo da sequéncia especifica de B.
bronchiseptica, verificamos produtos amplificados nas amostras 2, 3, 4, 6, 7, 8, 11 e 12
(Figura 11). Todas essas amostras, assim como o controle positivo, apresentam o
produto de amplificacdo com tamanho préximo do esperado (237 pares de bases),
entretanto o controle apresenta uma banda com tamanho um pouco menor das bandas
obtidas nas amostras estudadas. NGs sugerimos que possa ser um artefato na migracdo
das amostras, pois a banda do controle interno utilizado para deteccdo de Bacillus ACR
também parece estar um pouco abaixo do esperado (195 pares de bases), como
mostrado na Figura 11. A migracdo do DNA no gel de agarose depende de varios
fatores, como a conformacdo molecular do DNA, em que diferentes formas possuem
mobilidades diferentes no gel (Sambrook & Russell, 2001). A amostra 8, em particular,

apresenta bandas inespecificas, além de uma banda com tamanho préximo do esperado.

Na tentativa de deteccdo da espécie Bacillus ACR, observamos bandas de
coloragéo bem fraca no gel nas amostras 3, 4 e 8, com tamanho esperado de 267 pares
de bases (Figura 11). Essas amostras da reacdo podem ser utilizadas em um segundo
PCR utilizando os mesmos primers, com 0 intuito de aumentar a quantidade de

fragmentos para termos certeza se de fato houve amplificacéo.
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Figura 11: Eletroforese em gel de agarose 2% dos produtos da reacdo de PCR para
deteccdo de patdgenos especificos a partir de amostras de lavado traqueal. 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 11, 12 — “numeragao de cada amostra avaliada”; BB — “Rea¢dao de PCR para
detecgdo de B. bronchiseptica”; BA — “Reagdo de PCR para deteccdo de Bacillus
ACR”; C(+) BB — controle positivo B. bronchiseptica; C(+) BA — controle positivo
interno Proteus sp.; C(-) — controle negativo; M — Marcador molecular pThioHys C

clivado com Hinfl; € Seta indicativa do fragmento de tamanho esperado para B.
bronchiseptica (237 pb); <€ Seta indicativa do fragmento de tamanho esperado para
Bacillus ACR (267 pb).

Na Figura 12 podemos observar os resultados da reacdo de PCR utilizando os
primers especificos para M. pulmonis. Neste caso, esperavamos um produto de
amplificacdo de 266 nucleotideos, assim somente a amostra 7 parece ter uma banda
préximo desse tamanho, além de produtos amplificados inespecificos. As amostras 1, 6

e 12 também apresentaram no gel bandas de produtos inespecificos.

1 2 3 4 5 6 7 8 11 12 c(+) C()
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Figura 12: Eletroforese em gel de agarose 2% dos produtos da reacdo de PCR para
deteccdo de patdgenos especificos a partir de amostras de lavado traqueal. 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 11, 12 — “numeracdo de cada amostra avaliada”; MP — “Reacdo de PCR para
deteccdo de M. pulmonis”; PA — “Reagdo de PCR para detec¢do de Familia
Pasteurellaceae”; C(+) MP e PA — controle positivo interno Proteus sp.; C(-) —
controle negativo; M — Marcador molecular pThioHys C clivado com Hinfl; € Seta
indicativa do fragmento de tamanho esperado para M. pulmonis (266 pb); € Seta
indicativa do fragmento de tamanho esperado para Familia Pasteurellaceae (515 pb).
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Ja nas reacdes de PCR mostradas na Figura 12 para a identificacdo de espécies
da familia Pasteurellaceae, observamos a amplificacdo de todas as amostras com
produto de tamanho esperado de 515 pares de bases. A exce¢do das amostras 2 e 11 que
apresentam uma Unica banda no gel, em todas as demais amostras notamos produtos

inespecificos amplificados de menor tamanho.

Para a deteccdo de S. moniliformis foram utilizados marcadores moleculares
especificos para a espécie e os resultados sdo mostrados na Figura 13. A principio, ndo
foi amplificado produto com o tamanho esperado de 296 pares de bases em nenhuma
amostra, entretanto as amostras 3, 4, 7 e 11 apresentam bandas de tamanho proximo a
esse valor, mas com menos nucleotideos. Novamente, notamos a presenca de produtos

inespecificos nas reagdes de PCR.

A Ultima reacdo de PCR realizada foi para a deteccdo de sequéncias especificas
para as bactérias do género Pseudomonas. Na Figura 13, podemos verificar a presenga
de amplificacdo de um produto de tamanho esperado de 618 nucleotideos, de modo que
a banda desse produto apresenta uma intensidade bem forte no gel. Nas amostras 3, 4, 6,
7, 11 e 12 ha a presenca de sequéncias amplificadas inespecificas de intensidade mais

fraca no gel.

1 2 3 a4 5 6 7 8 11 12 c(+) c()

A A A A A A A 'l [
M v pe Smps' Sm s Ev pd & ps Sm pd Sm e Ev pd &u pd Svi ps v e Evi s
1475 pb =— —

798 pb =——

517/439 pb e -

. 618 pb
- o g - W~ <«

€296 pb

255 pb — -s
180 pb — - . -
108/ 92 pb e ’ "

Figura 13: Eletroforese em gel de agarose 2% dos produtos da reacdo de PCR para
detecgdo de patdgenos especificos a partir de amostras de lavado traqueal. 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 11, 12 — “numeracdo de cada amostra avaliada”; SM — “Reacdo de PCR para
deteccéo de S. moniliformis”; PS — “Reag@o de PCR para deteccdo de Pseudomonas
sp.”; C(+) SM e PS — controle positivo interno Proteus sp.; C(-) — controle negativo; M
— Marcador molecular pThioHys C clivado com Hinfl; € Seta indicativa do
fragmento de tamanho esperado para S. moniliformis (296 pb); € Seta indicativa do
fragmento de tamanho esperado para Pseudomonas sp. (618 pb).
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Ao analisar as quatro figuras, notamos que em muitas reacdes muitos produtos
de amplificacdo apresentaram bandas de intensidade muito forte no gel. Tal resultado é
um indicativo que ha um excesso de DNA utilizado na reacdo, de modo que sugerimos
como perspectiva testar as reacOes utilizando quantidades menores de DNA diluidas em
série, assim serd possivel a visualizagdo mais clara do tamanho dos produtos obtidos

nessas reagoes.

Os produtos amplificados inespecificos apresentados nas reagGes de PCR para
identificacdo das bactérias S. aureus, B. bronchiseptica, M. pulmonis, da familia
Pasteurellaceae, S. moniliformis e Pseudomonas sp. podem ser artefatos da técnica
utilizada, uma vez que ¢ possivel a formacéo de estruturas secundarias durante a reacéo,
que impedem a completa amplificagdo da sequéncia. Outros fatores devem ser
mencionados, tais como a possibilidade de amplificacdo de sequéncias génicas
desconhecidas e o aumento do anelamento inespecifico dos primers devido a
concentracdo de MgCl,, como ja sugerido na padronizacdo das reacGes de PCR 16S
RNAr. Na tentativa de analisar os produtos amplificados e avaliar melhor as reagdes de
PCR, o sequenciamento das amostras obtidas devera ser feito futuramente.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foram feitos ensaios de padronizacdo das metodologias e técnicas
para a realizacdo da coleta de amostras microbioldgicas de ratos Wistar criados em dois
sistemas de alojamento distintos, do isolamento de espécies de bactérias cultivaveis em
aerobiose, da extracdo do DNA bacteriano a partir de colbnias isoladas e de amostras de
lavado traqueal e fezes e, por fim, da reacdo de PCR a partir de marcadores moleculares
conhecidos para identificacdo das espécies de bactérias presentes na microbiota dos

animais.

Para a identificacdo das bactérias presentes na microbiota do trato respiratorio e
intestinal dos animais, foram padronizadas as extracoes de DNA das col6nias, de modo
que a escolha por fervura a 100°C das coldnias foi uma metodologia apresentada com
baixo custo e menos laboriosa, contudo sem ser totalmente eficiente, pois muitas
amostras tiveram a reacdo de PCR inibida. O uso da proteinase K pode servir como
alternativa ou método padrdo, pois obtivemos melhor eficiéncia no sucesso de
amplificacdo de DNA extraido por meio do tratamento com essa enzima. Por outro lado,
mesmo utilizando a proteinase K, tivemos amostras que resultaram em PCR negativo,
além do que o uso da enzima apresenta custo e tempo de execu¢do maior se comparado
com o método por fervura. Como as células apenas foram lisadas em ambos 0s
métodos, nds sugerimos a utilizacdo de outras metodologias que garantam material
genético purificado e livre de inibidores, como a extracdo de DNA com fenol-

cloroférmio.

Para o isolamento de bactérias coletadas por suabe a partir da traqueia e ceco
dos animais, obtivemos um nimero bem expressivo de bactérias, em sua maioria de
origem intestinal. Em comparacéo aos dois sistemas de alojamento do CREAL, notamos
um maior numero de bactérias isoladas de animais criados no sistema IVC. Entretanto,
essas diferencas podem ser apenas amostrais, sem de fato revelar a verdadeira
diversidade presente nos animais, uma vez que muitas bactérias podem ter sido isoladas
mais de uma vez, pois muitas bactérias apresentam polimorfismos de col6nia e a mesma
bactéria pode ter crescido em mais de um meio de cultura e apresentar variacGes
morfolégicas em cada meio utilizado. Outro fator importante foi a presenca de bactérias

com crescimento do tipo véu em muitas placas de meio de cultura a partir de amostras
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de origem fecal, o que excluiu a possibilidade de isolamento de bactérias que cresceram,
contudo foram envolvidas pelo véu, assim modificando o nimero de microrganismos
isolados. Ap6s 0 sequenciamento das amostras obtidas na reacdo de PCR positivas,

poderemos avaliar e discutir melhor os dados coletados neste trabalho.

Nas extracGes de DNA e reacdes de PCR a partir de amostras coletadas por
lavagem da traqueia dos animais tivemos as maiores dificuldades na padronizagdo. O
uso do método de extragdo com fenol-cloroférmio, apesar de menor custo, resultou em
baixo rendimento de DNA extraido, de modo que a metodologia utilizando Kits
comerciais apresentou-se mais eficiente nesse requisito, alem de reduzir o tempo
utilizado na execucdo da extracdo de DNA. Para a padronizacdo das reacGes de PCR
foram testadas diferentes condigdes, contudo evidenciamos a presenca de inibidores em
muitas amostras utilizadas. Ao comparar dois kits comerciais, tivemos melhor resultado,
com maior quantidade de DNA extraido e com auséncia ou reduzida inibicdo de
amplificacdo na reacdo de PCR, quando foi utilizado o kit da marca Stratec, portanto
optamos em padronizar a detec¢cdo molecular de patdgenos especificos utilizando esse
kit. Um fator importante que deve ser considerado € a necessidade de padronizacdo da
quantidade de DNA extraido de cada amostra de lavado traqueal coletada a ser utilizada
nas reacles de PCR, pois tivemos diferencas nas amplificacbes. Apesar do maior custo
em utilizar o kit escolhido, em comparacdo a outro kit e ao método com fenol-
cloroférmio, o monitoramento microbiolégico deve ser padronizado com métodos
eficientes e confiaveis para a validacao do status sanitario dos animais de forma precisa
e correta, de modo que o uso desse kit neste momento apresentou-se com resultados

satisfatérios.

Ja nas extracbes de DNA de amostras de fezes dos animais, assim como nas
reacOes de PCR utilizando o produto dessas extragdes, ndo tivemos grandes dificuldades
nos testes realizados de padronizacdo. O metodo de extracdo com fenol-cloroférmio, em
comparagdo a extragdo por kit comercial, apresentou-se eficiente, com alto rendimento
de DNA extraido e com auséncia de inibidores. Entretanto, devemos testar essa
metodologia com outras amostras de fezes para verificar se a eficiéncia foi especifica a
uma amostra ou pode ser padronizada de modo geral. O uso do método de extracdo com
fenol-cloroférmio, se efetivamente padronizada, reduzird o custo necessario para a

realizacdo do monitoramento sanitario.
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As primeiras tentativas de deteccdo de patdgenos especificos do trato
respiratorio dos animais criados no CREAL foram realizadas, utilizando marcadores
moleculares publicados na literatura cientifica. A maioria das reacdes de PCR realizadas
apresentou produtos de amplificacdo de tamanhos inespecificos varidveis, o que ndo era
esperado, pois os primers pesquisados foram desenhados para o anelamento em regides
especificas e conservadas das sequéncias génicas das bactérias de interesse deste
trabalho, além disso, foram validados com diferentes metodologias. E possivel que as
condicdes utilizadas na padronizacdo das reacdes de PCR tenham interferido nos

resultados aqui apresentados.

Apesar da amplificacdo de sequéncias inespecificas, tivemos amostras com
produtos de amplificacdo de tamanho esperado. Nés podemos mencionar que tal
resultado é um indicativo da presenca de determinado patdégeno no animal, entretanto
para evitar conclusdes precipitadas e erroneas, 0s produtos génicos obtidos devem ser

sequenciados para a confirmacéo da deteccdo e validacdo da técnica utilizada.

A partir do sequenciamento das amostras obtidas, poderemos conhecer melhor a
microbiota bacteriana dos animais, assim como explicar melhor os resultados obtidos na
padronizacdo das metodologias escolhidas, e, por fim, propor estratégias ou alternativas
para monitorar a presenca ou auséncia de bactérias patogénicas e avaliar o status

sanitario dos animais criados no CREAL.

5. PERSPECTIVAS
Este projeto tem como perspectivas:

e Realizacdo de extracdo de DNA com fenol-cloroférmio das amostras em
que a reacdo de PCR foi negativa;

e Purificacdo das amostras de PCR positivas e a realizagdo do
sequenciamento dos fragmentos;

e Realizacdo da extracdo de DNA de amostras de fezes e da reacdo de PCR
utilizando marcadores especificos para os patdogenos de interesse;

e Avaliar o status sanitario dos animais criados no CREAL.
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