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RESUMO

O objetivo deste estudo € avaliar a sensibilidade e especificidade do PCR fluorescente para
diagnostico de Haemophilus somnus em sémen bovino. Doses inseminantes livres de
patégenos foram contaminadas experimentalmente com H. somnus, diluidas em escalas de
10° & 10° bactériassml e submetidas & extracdo de DNA pelo método de fenol/cloroférmio e
amplificados por PCR. Os microtubos contendo o DNA foram submetidos a 35 ciclos de
amplificagdo, precedidos por desnaturagdo iniciad a 94°C por 5minutos. Os ciclos
consistiram de desnaturacéo a 94°C por 60segundos, hibridizacdo dos oligonucleotideos
iniciadores a 55°C por 60 segundos e extensdo a 72°C por 60segundos, ao final de 35
ciclos, os tubos foram mantidos a 72°C por 10minutos. Os produtos da amplificagcdo do
DNA foram separados por eletroforese em gel de acrilamida 8% e separacdo el etroforética
por sistema capilar em equipamento automético de andlise de fragmentos de DNA ABI-
PRISM® 310. Através dos oligonucleotideos iniciadores HF e HR conseguit-se a
amplificacdo de um fragmento de 400 pares de bases a partir do DNA da bactéria H.
somnus. Pela eletroforese em gel de poliacrilamida observa-se sinal positivo até
aproximadamente 10°bactérias/mL a partir das concentrages iniciais das solucdes estoque
ja na andlise por eletroforese capilar revelou positividade até a diluicido de 10°
bactériassmL a partir das concentracdes iniciais das solucbes estoque de Haemophilus. A
técnica de PCR mostrou-se uma valiosa ferramenta na deteccdo de H. somnus por permitir
rapidez e sensibilidade, vantagens estas que poderdo no futuro ser adicionadas aos métodos
convencionais de deteccéo de patdgenos no sémen bovino.

Palavras-chave: Bovino; Sémen; Diagndstico; PCR.

ABSTRACT

This study aimed at assessing the sensitivity and specificity of PCR fluorescent for
diagnosis of Haemophilus somnus in cattle semen. Doses inseminantes free of pathogens
were experimentally infected with H. somnus, diluted in scales of 10° to 10° bacteria / ml
and subjected to DNA extraction by the method of phenol / chloroform and amplified by
PCR. The microvials containing the DNA were submitted to 35 cycles of amplification,
preceded by initial denaturation to 94°C for 5minutos. The cycle corsisted of denaturing to
94°C for 60 seconds, hybridization of oligonucleotides initiators to 55°C for 60 seconds
and extension at 72°C for 60 seconds, the end of 35 cycles, the tubes were kept at 72°C for
10 minutos. The products of the amplification of DNA were separated by ge
electrophoresis of acrylamide 8% and electrophoretic separation by capillary system in
automated-310. ThroughOequipment for analysis of DNA fragments ABI-PRISM
oligonucleotides initiators HF HR and there was the amplification of a fragment of 400



pairs of bases from the DNA of the bacterium H. somnus. For the polyacrylamide gel
electrophoresis, there is positive sign up to approximately 10 ?bactériassmL from the initial
concentrations of solutions already in stock analysis by capillary electrophoresis was
positive to the dilution of 10° bacteriagdmlL from the concentrations of initial stock
solutions of Haemophilus. The PCR technique has proved a valuable tool in detecting H.
somnus to allow speed and sensitivity, these advantages that may in future be added to
conventional methods of detection of pathogens in cattle  semen.
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INTRODUCAO

Em rebanhos de gado de corte, as enfermidades de carater reprodutivo causadas
pela acéo de agentes infecciosos podem determinar sérios prejuizos econdémicos em funcéo
do abortamento, uma vez que em rebanhos de gado de corte os bezerros séo a fonte de
renda mais importante. Adicionamente, a infertilidade permanente ou temporéria resulta
na eliminacdo de vacas de elevado valor zootécnico ou até mesmo ha morte de animais em
decorréncia de metrites.

E importante ressaltar que a producao de leite e carne desenvolvida com eficiéncia
€ largamente dependente da manutencdo de machos e fémeas férteis. Conseqlientemente,
gametas livres de agentes infecciosos sdo pré-requisitos para a obtencdo de altas taxas de
fertilidade e natalidade no rebanho.

A bactéria Haemophilus somnus estd associada a pneumonia bovina e doencas
reprodutivas, inclusive endometrites e abortos (TAGAWA et al., 2000). Este agente pode
ser isolado do trato genital de touros com gjaculados purulentos, porém alta prevaléncia de
infeccdo prepucial pode ocorrer na auséncia de manifestactes clinicas da infecgdo. O touro
representa um dos mais importantes reservatorios desta bactéria, podendo ser portador
assintomético de Haemophilus somnus. Em fémeas, esta bactéria € responsavel por abortos
em vacas (TAGAWA et a., 2000). A identificagdo desta bactéria € dificil uma vez que
exibe extensa variabilidade morfologica e bioquimica. WARD et al. (1995), sugerem que a
baixa taxa de isolamento para o Haemophilus somnus pode ser devida a ineficiéncia de
técnicas microbiol dgicas.

Nos Ultimos anos, a técnica de PCR vem sendo realizada com sucesso na detecgéo
de vérios agentes infecciosos em amostras de sémen Utilizaram a PCR para a deteccéo de
virus. ORTEGA-MORA et a. (2003), MUKHUFHI et al. (2003) empregaram a PCR para
deteccdo de protozoédrios. Entretanto, ainda sG0 poucas as pesquisas para deteccdo de
agentes infecciosos de transmissdo venérea em amostras de sémen. Pesguisas visando a
deteccdo de agentes bacterianos no sémen bovino vém sendo intensificadas a cada ano.

A técnica de reacdo em cadeia pela polimerase-PCR pode acrescentar vantagens
aos métodos convencionais de diagnostico em infeccdes bacterianas. Via de regra, os
procedimentos cléassicos baseia-se no crescimento do agente infeccioso em cultura, o que
pode levar semanas, ou na deteccdo de sua presenca por métodos imunolégicos, com
varidvel sensibilidade e especificidade. Por esses motivos nos Ultimos anos tem-se
intensificado a busca por técnicas que possibilitem o diagnéstico das doencas infecciosas
com maior rapidez, preciséo, confianca e grau de sensibilidade e especificidade similares
ou superiores aos de procedimentos convencionais. Nosso objetivo é avaliar a sensibilidade
e especificidade do PCR fluorescente para diagnéstico de Haemophilus somnus em sémen
bovino.

MATERIAL E METODOS



O presente experimento foi desenvolvido no Laboratério de Bioquimica e Biologia
Molecular Animal, da Faculdade de Odontologia da UNESP, Campus -Aracatuba. Com 0
intuito de minimizar o potencial risco de contaminacdo de utensilios e equipamentos do
laboratorio com DNA, foram tomadas precaucdes para manter os ambientes destinados a
execucao de cada etapa do procedimento de PCR (extracdo de DNA, manipulacéo de
reagentes de PCR e eletroforese) fisicamente separados. Para cada procedimento foram
utilizadas luvas descartaveis, que eram trocadas sempre que se fizesse necessario ou em
caso de mudanca de um ambiente para outro. Todas as ponteiras plasticas descartéveis
continham filtro para evitar aerossdis e antes do uso as bancadas foram cobertas com papel
descartavel. Todo o material contendo residuos de fenol-cloroformio, brometo de etidio ou
nitrato de prata foi armazenado em recipientes especificos até serem descartados
adequadamente.

Amostras de sémen bovino livre de patdgenos, oriunda de diversos touros mantidos
em regime de coleta semanal e sob rigoroso controle sanitério, tiveram a concentragéo de
espermatozoides determinada e foram mescladas para formar uma solugcdo homogénea
contendo aproximadamente com 1,606 x 10°espermatozoides/mL. Esse material constituiu
a solucdo de sémen utilizada para a contaminagdo experimental com o agente infeccioso
empregado nesse trabalho. O critério adotado para utilizacdo do sémen foi o fato de os
animais doadores ndo apresentarem resultados positivos para o agente em questdo nas
provas de rotinas realizadas na central de inseminac&o artificial (sorologia ou cultivo).

Doses inseminantes livres de patdégenos foram contaminadas experimentalmente
com Haemophilus somnus (ATCC n°700025), cepas padrdo das bactérias foram adquiridas
junto a American Type Culture Collection (ATCC-EUA), em escalas que variavam de 10°
& 10° bactériasymL e submetidas & extracdo de DNA. As extracdes de DNA de todas as
solugdes contendo espermatozéides e bactérias no presente estudo foram realizadas em
microtubos de polipropileno de 1,5 mL segundo protocolo descrito por HEINEMANN et
al. (2000) com algumas modificagoes.

Posteriormente, as amostras foram submetidas a amplificacéo por PCR utilizando-
se oligonucleotideos iniciadores HF-5 GAAGGCGATTAGTTTAAGAG3 (cromoforo
FAM) e HR-5 TTCGGGCACCAAGTRTTCA’3 que amplificavam um fragmento de 400
pares de base. Os microtubos contendo o DNA foram submetidos a 35 ciclos de
amplificacdo, precedidos por desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos. Os ciclos
consistiram de desnaturagdo a 94°C por 60 segundos, hibridizagdo dos oligonucleotideos
iniciadores a 55°C por 60 segundos e extensdo a 72°C por 60segundos, ao fina de 35
ciclos, os tubos foram mantidos a 72°C por 10minutos. Os produtos da amplificacdo do
DNA foram separados por eletroforese em gel de agarose 2%, gel de acrilamida 8% e
visualizados com brometo de etideo, nitrato de prata respectivamente e separacdo
eletroforética por sistema capilar em equipamento automatico de andlise de fragmentos de
DNA ABI-PRISMO‘310 (Applied Biosystems-Genetic Analyser for automatic injection”
Applied Biosystems®).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Apbs contaminagdo de amostras de sémen bovino com a bactéria empregada no
presente estudo, procedeuse a PCR fluorescente com oligonucleotideos especificos e
observou-se a amplificagéo de fragmentos de DNA de tamanho esperado.

A Figura 1 apresenta o limiar de deteccdo do DNA de Haemophilus somnus por
PCR em amostras de sémen experimentalmente contaminadas. A partir da concentracdo
inicial de solucbes estoque, o limiar de deteccéo da PCR para Haemophilus somnus em
andlise de eletroforese em gel de poliacrilamida 8% foi possivel até a diluicdo de 10
bactérias/mL . JA na andlise pela técnica de eletroforese capilar revelou positividade até a
diluicdo de 10 bactériasmL como demonstrado na Figura 2.



Ainda sdo poucos os dados de literatura que reiinem a amplificagdo de patégenos
por PCR com sua deteccdo em sistema automético para analise de fragmentos de DNA
marcados com fluorocromos.
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Figura 1 — Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata.
Produtos de amplificagdo por PCR do DNA de amostras de sémen contaminadas
com Haemophilus somnus mostrando o limiar de detec¢do. Linha 1 e 12) Marcador
de peso molecular em escada de 100pb, Linha 2) Controle Positivo, Linhas 3 a 9)
Diluico seriada na base 10 (10’ a 10" bactériassmL), Linha 10) Sémen n&o
contaminado, Linha 11) Controle negativo (sem DNA).
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Figura 2 — - Eletroferograma dos produtos de amplificagdo por PCR
fluorescente DNA de amostras de sémen bovino contaminadas
experimentalmente com Haemophilus somnus (4 a 11) Diluicdo seriada na base
10 (104 a 10° bactérias/ml) a partir das concentragfes iniciais da solugdo
estoque de Haemophilus somnus 3) Controle positivo Haemophilus somnus, 2)
Sémen n&o contaminado, 1) Controle negativo (sem DNA).

Dentre os diversos patdgenos listados pela OIE que afetam a bovinocultura,
(THIBIER & GUERIN, 2000), aguns tem papel de relevante importancia na situacéo
brasileira como, por exemplo, a Brucella abortus (POESTER et al., 2002) a Leptospira sp
(HEINEMANN et a., 2000) e o Campylobacter fetus (VARGAS et d., 2003). Outro
patdgeno da lista B da OIE que apresenta significancia econdbmica em outros paises, mas
gue ndo foi ainda devidamente estudado no Brasil, € o Haemophilus somnus
(TEGTMEIER et a., 2000). No presente estudo buscouse o desenvolvimento de
metodologia para acessar a presenca destes patdgenos de relevancia sanitaria, e
consequientemente econdmica, em amostras de sémen bovino aliando rapidez e eficiéncia.



A técnica de PCR mostrou-se uma valiosa ferramenta na deteccdo de Haemoplilus
somnus por permitir rapidez e sensibilidade, vantagens estas que poderdo no futuro ser
adicionadas aos métodos convencionais de deteccdo de patégenos no sémen bovino.

CONCLUSAO

Quando comparado a eletroforese em gel de poliacrilamida, aeletroforese capilar
demonstrou ser uma alternativa eficaz e rapida na deteccéo de DNA de bactérias em sémen
bovino podendo congtitui-se em valiosa ferramenta para a avaliacdo da sanidade de
rebanhos e para o controle de qualidade do sémen produzido em centrais de inseminacdo
artificial.
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