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Resumo

Palavras-chave:
Sémen Bovino.

Este estudo pretendeu avaliar o limiar de detec¢io da técnica de PCR
aliada a eletroforese capilar para diagnostico da Lepfospira pomona em
sémen bovino. Doses inseminantes livres de patégenos foram
contaminadas experimentalmente com Leptospira pomona em escalas
que variavam de 10° a 107 bactétias/ml e submetidas a extragio de
DNA pelo método de fenol/cloroférmio. Apés a reacio de PCR, a
visualizagdo dos fragmentos foi realizada em trés tipos de eletroforese:
agarose 2% sob luz UV, acrilamida 8% corado com prata e eletroforese
capilar fluorescente. A deteccdo de DNA de Leprospira pomona em sémen
bovino através de eletroforese capilar fluorescente foi possivel a partir
de concentracio de 10?bactérias/ml. Nos métodos de eletroforese em
agarose 2%, observou-se limite de deteccio de 10" bactérias/ml e em
gel de poliacrilamida 8% o limite de detecgio foi de 10”bactérias/ml.
A eletroforese capilar demonstrou ser uma alternativa eficaz e rapida
na deteccao de DNA de Leptospira em sémen bovino podendo ser
uma valiosa ferramenta para controle de qualidade do sémen
produzido em centrais de inseminagio artificial dada a facilidade de

Leptospira.
PCR.

Eletroforese Capilar.

automagao desse processo.

Introducao

A leptospirose é uma zoonose de
distribui¢io mundial causada por uma
espiroqueta, classificada na familia
Leptospiracea, género Leptospira. Entre as
varias doencas ligadas a reprodugio, a
leptospirose participa como uma das grandes
responsaveis pela baixa produtividade do
rebanho bovino, afetando de modo
significativo a pecudria de um pafs, sua
importancia nio ¢ somente devida aos
prejuizos econdémicos e na cadeia de
producido animal, mas também como causa
de riscos a saude humana'”.

As perdas reprodutivas causadas pela
Leptospira interrogans em bovinos, nas suas
fases aguda e cronica, sdo caracterizadas
principalmente por: aborto, infertilidade,
retencio placentaria, queda na producio de
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leite, mastite e infeccao renal®.

O diagnoéstico definitivo da infec¢iao
port Leptospira spp ¢é usualmente dado pelo
isolamento e cultivo do agente infeccioso, o
que pode demandar de semanas, ou na
detec¢do de sua presenca por métodos
imunolégicos, com variaveis sensibilidade e
especificidade***.

Nos ultimos anos, técnicas moleculares
de diagnéstico embasadas na metodologia de
PCR, constituiram importante avango na
deteccio rapida de patdgenos em diferentes
tipos de amostras’. Diversos patégenos
podem ser detectados com sucesso quando
diagnosticados por PCR: Patvovirus canino®,
Herpervirus 1 bovino™!", Chlamydia psittaci
em amostras clinicas de avidtio'e Staphylococcus
aurens no leite” entre outros sio exemplos
disso.

Recentemente, a técnica de reacio em



|

cadeia pela polimerase (PCR) comegou a ser
aplicada para a deteccdo de agentes
infecciosos no sémen de bovinos, tornando-
se uma alternativa eficiente e promovendo
o diagnéstico ripido e especifico®”!".
Trabalhos recentes'*!>, demonstraram a
viabilidade do diagnostico de Leptospira por
PCR no sémen bovino.

O presente estudo teve como objetivo
avaliar a sensibilidade e especificidade da
técnica de PCR, aliada a eletroforese capilar,
para detec¢ao de Leptospira pomona em sémen
bovino contaminado experimentalmente.

Materiais e Métodos

O presente experimento foi desenvolvido
no Laboratério de Bioquimica e Biologia
Molecular Animal, localizado na Faculdade de
Odontologia de Aragatuba curso de Medicina
Vetetinaria da UNESP, Aracatuba, Sdo Paulo,
Brasil

Cepas padrao de Leptospira pomona

Cepas de Leptospira pomona foram
gentilmente cedidas pelo Laborat6rio IRFA-
Quimica e Biotecnologia Industrial Ltda,
Porto Alegre, RS, Brasil. As bactérias foram
inativadas pelo calor a 100 °C por 15
minutos. A concentracio de bactérias foi
determinada no laboratério de origem, pela
contagem de células bacterianas em campo
escuro.

Sémen bovino

Amostras de sémen bovino
empregado para contaminagao experimental
com Leptospira pomona foram obtidas de um
touro da raca Nelore da Central de
Inseminacao Artificial Lagoa da Serra,
localizada no municipio de Sertdozinho,
Estado de Sao Paulo. O sémen foi testado
por sorologia ou cultivo e apresentava
resultado negativo para o agente em questao.
Realizou-se a contagem de espermatozoides
na amostra utilizando a camara de Neubauer
e procedeu-se a diluigio em solu¢io salina
0,9 % estéril para o volume final de 500 mL,
contento aproximadamente

3x107espermatozdides/ml (que constitui a
dose inseminante padrdo). Para determinar
a menor concentracio de DNA bacteriano
capaz de ser detectada através da técnica de
PCR, a contaminacdo experimental foi
obtida por dilui¢oes serial em base 10 (107 a
10" bactétias/ml) de Leptospira pomona.

Extracao de DNA

A extragao do DNA das suspensoes
contendo bactérias e sémen bovino foi
realizada segundo protocolo descrito
Heinemann et al.'® com algumas
modificacdes. As amostras foram
centrifugadas a 13000 x g por 1 hora. Em
seguida resuspendeu-se o sedimento em 410
L de tampao de lise contendo 50 mL de
lisozima (20 mg/mL), 50 mL de proteinase
K (20 mg/mL) , 50 ml de dodecilsulfato de
sodio (SDS) 10 % e 260 ml de Acetato de
Sédio 0,2 M e incubou-se a 56 °C. A
integridade do DNA purificado foi
constatada por cletroforese em gel de
agarose 2 % empregando brometo de etideo

como revelador!®.

Amplificacao do DNA por PCR

Foram utilizados os oligonucleo-
tideos iniciadores que amplificam 330 pares
de base (pb) em Leptospira sp (LF—
5’GGCGGCGCGTCTTAAACATG 3 -
marcado com substancia fluorescente HEX
e LR-5 TCCCCCCATTGAGCAAGATT
3) previamente descritos'’.

As reacoes de PCR foram realizadas em
volume total de 50 mL contendo 200 mM
Tris-HCI pH 8,0; 2,5mM cloreto de magnésio;
1,25mM de cada desoxiribonucleotideo
trifosfatado (dNTPs); 10pmol de cada
oligonucleotideo iniciador LF e LR; 0,5U de
Taq DNA polimerase (Invitrogen, Brasil). Além
disso, foram utilizados em cada experimento
controles negativos contendo todos os
reagentes exceto DNA para monitoramento
de possiveis contaminaces. As amostras
foram submetidas a uma desnaturacio inicial
de 5 minutos a 95°C, 35 ciclos de 95°C por
40 seg, 55°C por 40seg, 72°C por 40seg e
extensao final 72°C por 5 minutos realizada
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em termociclador PTC-100 (MJ-Research®
~ USA).

Analise dos Produtos de PCR

Os fragmentos de DNA foram
separados por eletroforese em gel de agarose
2% corado com brometo de etideo, gel de
poliacrilamida 8% corado com prata'® e por
eletroforese capilar em equipamento
automatico de analise de fragmentos de
DNA (ABI-310 Applied Biosystem®).

Resultados e Discussao

Recentemente, técnicas de PCR para
deteccao de bactérias patogénicas vém sendo
bastante utilizadas por sua precisido e
sensibilidade. Estas vantagens permitem
identificacdo extremamente especifica,
permitindo distinguir os diferentes genétipos
de bactétias!! 12181920,

A figura 1 apresenta os resultados da
amplificacdo por PCR para deteccio de
Leptospira pomona em sémen bovino infectado
experimentalmente com diferentes dilui¢oes
desta bactéria. Para determinar o limite de
deteccdo de Leptospira através da PCR foi
realizada diluicio seriada na base 10 em
amostra de sémen bovino livres de Leptospira,
sendo possivel detectar até a dilui¢ao
contendo 10? bactérias/ml. Este resultados
sao semelhantes aos obtidos por
Heinemann® cujo limiar de detec¢io foi 10
bactérias/ml em diluicGes desta bactéria em
cultivo puro e sémen contaminado
experimentalmente.

A visualizagao dos produtos de PCR
foi realizada através de trés sistemas
eletroforéticos: agarose 2 % (Figura 1A),
acrilamida 8 % (Figura 1B) e eletroforese
capilar em equipamento automatico de
analise de fragmentos de DNA-ABI310-
Applied Biosystem® (Figura 1C). Através dos
oligonucletideos iniciadores LF e LR
observou-se a amplificagio de um
fragmento de 330 pares de base (bp) do
DNA de Leptospira pomona.

Utilizando os métodos de
eletroforese tradicionais (agarose 2% e
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poliacrilamida 8%), foi possivel detectar até
a concentracido de 10* bactérias/ml e 102
bactérias/ml em  cada  método
respectivamente. J4 através da eletroforese
capilar foi possivel detectar até a
concentracio de 10”bactérias/ml, sendo que
este método mostrou-se mais rapido, pratico
e mais sensivel podendo ser utilizado
simultaneamente para a detec¢dao nao sé6 de
bactérias, mas também outros agentes
microbianos que possam concorrer na
infec¢do as amostras de sémen.

A deteccio do DNA de bactérias
patogénicas apds reacao de PCR ¢
rotineiramente realizada por gel de
eletroforese. Porém o gel de eletroforese ¢é
regularmente pouco sensivel e requer longo
tempo para separa¢do o que impoe
limitagoes a total eficiéncia das técnicas de
PCR para andlise rapida, especifica e
automatizada®. Segundo Song, Mobley e
Vo-Dinh* a alta velocidade e sensibilidade
sao os mals importantes fatores a serem
considerados na deteccao de bactérias
porque a presenca de até mesmo um unico
organismo patogénico pode resultar em
infeccio.

A eletroforese capilar pode ser uma
alternativa na detec¢ao de DNA de Leprospira
pomona, tendo se mostrado uma maneira
eficaz e rapida de deteccio destes patogenos,
quando comparado aos sistemas de
eletoforeticos tradicionais. Além disso o
acoplamento de outros patbgenos a um teste
rapido utilizando essa metodologia, pode
constituir-se numa excelente ferramenta para
o controle de qualidade sanitario em centrais
de inseminacdo artificial e de transferéncia
de embrides.

Conclusoes

Podemos concluir que a eletroforese
capilar é uma valiosa ferramenta na detecgao
de Leptospira pomona por permitir rapidez e
sensibilidade, vantagens estas que poderdao no
futuro ser adicionada aos métodos
convencionais de detec¢io de patégenos no
sémen bovino podendo vir a constituir um
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Figura 1 - Andlise por trés sistemas eletroforéticos da amplificagoes por PCR em amostras de sémen infectadas experimentalmente com Leptospira
pompna: A e B -agarose 2% e Acrilamida 8% respectivamente P) Marcador Molecular 100bp; 1) Controle positivo; 2 a 9) Diferentes
diluigoes (respectivamente 107a 10°bact/ml); 10) Sémen nao contaminado; 11) Controle negativo sem DNA, Figura C- Eletroforese
Capilar-1 a8) Eletroforectogramas diferentes as dilui¢oes de 107a 10°bact/ml e 9) Controle positivo; 10) Sémen nao contaminado; 11)

Controle negativo sem DNA

recurso a mais no diagnéstico de agentes
infecciosos, para assegurar a producio de
sémen livre de Leptospira em centrais de
inseminacao artificial.
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Detection of Leptospira pomona in bovine semen by fluorescent

capillary eletrophoresis
Abstract

This study was performed in order to evaluate the detection limit of
PCR with fluorescent capillary electrophoresis for Leprospira ponona
diagnosis in bovine semen. Negative bovine semen samples were
artificially contaminated with Leptospira pomona (10° to 107 bactetia/
ml) and DNA was extracted by phenol/chloroform protocol. DNA
fragments visualization was done by three electrophoresis methods:
under UV light in 2 % agarose gel, silver staining 8% polyacrylamide
gel and fluorescent capillary electrophoresis. The detection limit of
capillaty electrophoresis for Leptospira pomonawas 10?bactetia/ml. Under
UV light, in 2 % agatose gel, the detection limit was of 10 bactetia/
ml while for silver stained 8 % polyacrylamide gel it was 10*bactetia/
ml. PCR with fluorescent capillary electrophoresis is an efficient and
rapid diagnostic test for DNA detection of Lepospira in bovine semen
and this can be an important tool for herd and semen sanitary control

Key-words:

Semen Bovine.
Leptospira.

PCR.

Capillary Eletrophoresis.

in artificial insemination centers.
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