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Analise da Variabilidade
Intra-espécie dos Genes p/d
e rpoB de Corynebacterium

pseudotuberculosis por
Meio de Marcadores PCR-
RFLP

Gracia Maria Soares Rosinha
Carina Elisei
Renata Bastos

Resumo

Corynebacterium pseudotuberculosis é o agente etioldgico da linfadenite
caseosa em ovinos e caprinos, uma doenca infectocontagiosa crénica
caracterizada por abscessos em linfonodos superficiais ou internos. Os
animais acometidos podem apresentar lesdes internas ou externas, o que
representa perdas econdmicas graves na caprinovinocultura, como o
comprometimento da producao de 1a em ovinos, deficiéncia reprodutiva,
condenacao da carne ou morte do animal. Uma vez estabelecida a infeccao
no rebanho, torna-se dificil sua erradicacdo. Com o objetivo de avaliar a
variabilidade genética intra-espécie em C. pseudotuberculosis, 31 isolados
provenientes de seis municipios do Estado de Pernambuco, sendo 23 de
caprinos e oito de ovinos, tiveram os seus DNAs gendmicos extraidos e
analisados por reacdo em cadeia da polimerase e andlise de polimorfismos
por tamanho de fragmentos de restricao (PCR-RFLP). Os /ocis escolhidos
foram os genes pld e rpoB, cujas seqliéncias dos oligonucleotideos amplifi-
caram fragmentos de 924 e 447 pares de bases (pb), respectivamente. Os
produtos da amplificacao foram digeridos com as enzimas Pst /e Msp |
(gene pld) e HpyCh4 IV e Misp | (gene rpoB). Os fragmentos de restricao
foram corridos em gel de poliacrilamida a 15%, os quais foram corados
com brometo de etideo. Para o gene p/d, digerido com a enzima Pst /,
foram obtidos fragmentos de 566, 195, 91 e 72 pb; e com a enzima Msp /,
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fragmentos de 395, 369, 108 e 52 pb. O gene rpoB digerido com a enzima
HpyCh4 |V apresentou fragmentos de 235, 126 e 86 pb; e com a enzima
Msp I apresentou fragmentos de 222, 93, 78 e 54 pb. O padrao de bandas
obtido para os 31 isolados de C. pseudotuberculosis, analisados neste
estudo, foi monomérfico, ndo havendo, portanto, polimorfismo entre os
diferentes isolados, independentes da espécie hospedeira ou da area
geografica estudada, o que corrobora com o padrao homogéneo da infec-
cao para a regiao.

Termos para indexacédo: linfadenite caseosa, Corynebacterium
pseudotuberculosis, polimorfismo genético, PCR-RFLP.



Analysis of Intra-species
Variability of p/d and rpoB
Genes of Corynebacterium
pseudotuberculosis Using
PCR-RFLP Markers

Abstract

Corynebacterium pseudotuberculosis is the etiological agent of caseous
lymphadenitis in goat and sheep. External and internal abscesses in
lymphnodes and other organs characterize this chronic infectious
contagious disease. Such lesions lead to economic losses, due to the
reduction of wool production, reproductive deficiency, condemnation of
carcasses or deaths. Also, it is very difficult to eradicate the infection
from a herd. With the aim of evaluate the intra-species variability of C.
pseudotuberculosis, 31 isolates from 6 municipalities of Pernambuco State
(23 isolates from goats and 8 from sheep) were used. Genomic DNA was
purified and a 924 bp fragment of p/d gene and a 447 bp fragment of npoB
gene were amplified by PCR. Then, the amplicons were digested with Pst /
and Msp / (pld) or HpyCh4 IV and Msp I (rpoB). The restriction fragments
were run on a 15% polyacrylamide gel, which was stained with ethidium
bromide. All the 31 isolates shown the same RFLP digestion pattern. In the
case of the p/d fragment digested with Pst/, bands of 566, 195, 91, and
72 bp were shown. The same fragment digested with Msp/ showed bands
of 395, 369, 108, and 52 bp. In the case of the rpoB fragment digested
with HpyCh4 IV, bands of 235, 126, and 86 bp were shown; with Mspl/,
fragments were 222, 93, 78, and 54 bp. It was not detected
polymorphism intra-species in this study, independent of the origin of the
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species the host or the studied geographic area, what it corroborates with
the homogeneous standard of the infection for the region.

Index terms: caseous lymphadenitis, Corynebacterium pseudotuberculosis,
genetic polymorphism and RFLP-PCR.

Introducéo

Corynebacterium pseudotuberculosis é uma bactéria gram-positiva, respon-
savel por causar a doenca linfadenite caseosa (LC), que acomete principal-
mente ovinos e caprinos. Essa enfermidade se caracteriza principalmente
pela formacao de abscessos e conseqliente hipertrofia dos ganglios
linfaticos localizados nas diversas regides do corpo do animal, e também
abscessos em visceras, como intestino, figado, pulmoes, entre outros. Ha
relatos de mastite em cabras leiteiras determinadas por essa bactéria
(AMEH et al., 1993) e também infeccdo em humanos com estreito contato
com animais, embora ocorra raramente (PEEL et al., 1997; MILLS et al.,
1997).

A LC é um fator limitante para a ovinocaprinocultura, por causa, principal-
mente, dos prejuizos econémicos causados. No Brasil, houve uma expan-
sdo significativa na criacdo de ovinos e caprinos, sendo estimado em
2006, um plantel de 16 milhdes de ovinos e 10 milhGes de caprinos, com
destaque para a regidao Nordeste como a maior produtora desses animais
(IBGE, 2008).

A implantacdo de programas de erradicacao efetivos para LC esbarra na
dificuldade da identificacao de animais verdadeiramente positivos e negati-
vos (DERCKSEN et al., 2000). E o tratamento empregado nao é eficiente,
sendo o descarte do animal na maioria das vezes a Unica solucao para
evitar a propagacao da doenca.

Vacinas vém sendo desenvolvidas como método de controle para LC
(EGGLETON et al., 1991; RIBEIRO et al., 1991; SIMMONS et al., 1997).
Com o avanco da biologia molecular, tém-se pesquisado novos genes a fim
de serem utilizados no diagndéstico e terapia dessa doenca.
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O género Corynebacterium possui mais de 60 espécies. As principais sao
patogénicas aos animais e aos humanos (OLIVEIRA, 1984). O uso de
métodos moleculares para analise seqliencial do gene RNAr 76S (DNAr)
tem possibilitado um maior delineamento do género, e a disponibilidade em
comparar a seqliéncia desses genes com informacdes fenotipicas melhora-
das tem aumentado significativamente a confiabilidade na identificacdo das
espécies. Esses avancos na taxonomia e nos métodos de deteccao, com o
interesse nas corinebactérias como agentes oportunistas em infeccoes em
humanos, recentemente resultaram no delineamento de um vasto grupo de
novas espécies desse género (KHAMIS et al., 2005).

Dentro da espécie C. pseudotuberculosis, sao reconhecidos dois biovares,
que foram diferenciados inicialmente pela capacidade ou ndo em reduzir
nitrato a nitrito. O biovar equi, nitrato-positivo, que é normalmente isolado
de equinos e bovinos, e biovar ovis, nitrato-negativo, isolado, de caprinos e
ovinos, e excepcionalmente bovinos (SONGER et al., 1988). Entretanto, ja
foi demonstrado que o biovar equi pode, apesar de pouco freqliente,
apresentar-se sob a forma de nitrato-negativo, mantendo, no entanto, sua
classificacdo anterior com base em estudo de ribotipagem (COSTA et al.,
1998).

A maioria das espécies de Corynebacterium pode ser diferenciada pelo
polimorfismo das bandas de restricao para o gene do RNAr 16S por causa
da alta variabilidade das seqiiéncias do DNAr 76S interespécies para esse
género, que pode ser visto por um grande ndmero de padroes de restricao
(VANEECHOUTTE et al., 1995).

Entretanto, esse padrao de variabilidade interespécie ndo é verdadeiro para
as espécies C. pseudotuberculosis e Corynebacterium ulcerans que nao se
diferenciam filogeneticamente quando comparadas suas seqiiéncias do
DNAr (RIEGEL et al., 1995).

Apesar de o gene do RNAr 76S ser o marcador molecular mais utilizado
para determinar as relacdes filogenéticas bacterianas, para o género
Corynebacterium, o gene npoB (gene codificador da subunidade b da RNA
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polimerase) parece ser melhor marcador na distingao entre as espécies.
(KHAMIS et al., 2004).

Um dos fatores de maior relevancia para a patogenia da linfadenite
caseosa € a capacidade de C. pseudotuberculosis produzir a exotoxina
fosfolipase D (PLD), codificada pelo gene p/d (HODGSON et al., 1992;
McNAMARA et al., 1994). Essa toxina parece s6 ser produzida por duas
espécies de Corynebacterium, C. pseudotuberculosis e C. ulcerans, sendo
considerada um bom marcador para a identificagao delas (BARKSDALE et
al., 1981).

Sutherland et al. (1989) compararam a PLD de quatro cepas de C.
pseudotuberculosis, avaliando taxa de letalidade em ratos brancos, ativida-
de hemolitica, capacidade em inibir a hemolisina estafilocécica e a ativida-
de antigénica no ensaio de imunoadsorcao enzimética (ELISA - Enzime
Linked Immunosorbent Assay), encontrando variacdo na letalidade, mas
nao na antigenicidade. Essa variabilidade na intensidade da acao
patogénica da PLD podera ser resultado de mutacdes no gene p/d.

Considerando a importancia dessa doenca, o objetivo do presente trabalho
foi avaliar a variabilidade genética intra-espécie de diferentes isolados de
C. pseudotuberculosis obtidos de caprinos e ovinos do sertdo
pernambucano por meio da técnica de reacdao em cadeia da polimerase e
andlise de polimorfismos por tamanho de fragmentos de restricao (PCR-
RFLP) dos genes p/d e rpoB.

Metodologia

Coleta e identificacdo das amostras

Foram coletadas 31 amostras de abscessos superficiais (linfonodos) de
caprinos e ovinos provenientes do sertdao pernambucano. Destas, seis
amostras foram provenientes do municipio de Carnaiba (quatro de caprinos
e duas de ovinos), oito de Itapetim (quatro de caprinos e quatro de ovinos),
12 de Sao José do Egito (todas de caprinos), cinco de Floresta (trés de
caprinos e duas de ovinos).
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As amostras foram cultivadas em meio dgar sangue e identificadas como
C. pseudotuberculosis por meio do teste APlcoryne (Bio Merieux-Franca),
confirmando bioquimicamente as amostras como sendo C.
pseudotuberculosis biovar ovis e enviadas ao Laboratério de Biologia
Molecular Animal da Embrapa Gado de Corte para as andlises moleculares.

Extracao de DNA genémico

A extracdo do DNA foi realizada pelo método modificado de Zhang et al.
(1994). As amostras de C. pseudotuberculosis foram cultivadas em 10 mL
de meio LB sob agitacado a 37°C por 72 horas, posteriormente
centrifugadas e transferidas para tubos tipo Eppendorf contendo 1 mL de
tampao Tris-EDTA pH 8,7. Ap6s centrifugacao, o sedimento foi
ressuspendido em 800 L de tampao TE pH 8 acrescido de 10,3% (wt/vol)
de glicose e 10 mg/mL de lisozima e incubados por 18 horas a 37°C,
seguido de tratamento com 100 uL de SDS a 10%, 20 yL de NaCl a5M e
13 uL de proteinase K a 20% e incubacao a 56°C por 12 horas aproxima-
damente. Em seguida, foi adicionado 0,8 mL de fenol e centrifugacao por
10 minutos a 9.900 rpm. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e
adicionado uma solucao de fenol:cloroférmio:éalcool isoamilico (25:24:1).
Apds nova centrifugacao, o sobrenadante foi transferido para um tubo
estéril e adicionado cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). Seguido de outra
centrifugacéao, o sobrenadante foi transferido para novo tubo onde foi
adicionado 0,6% de isopropanol. A suspensao foi homogeneizada levemen-
te e centrifugada. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 1 mL de
alcool a 70%. Logo apds centrifugou-se, descartou-se o sobrenadante e o
pellet foi seco a temperatura ambiente, sendo ressuspendido em 50 uL de
agua ultrapura e estocado a —-20°C.

Oligonucleotideos iniciadores e PCR dos genes p/d e
rpoB

A escolha dos genes p/d e rpoB foi fundamentada na literatura, balizada em
estudos de espécies de Corynebacterium.

Para o gene p/d foi desenhado um par de oligonucleotideos iniciadores a
partir de seqliéncia depositada no banco de dados GenBank, com ndmero



18

Anélise da variabilidade intra-espécie dos genes p/d e rpoB de Corynebacterium
pseudotuberculosis por meio de marcadores PCR-RFLP

de acesso L16587, para amplificar uma regido correspondente a 924
pares de bases (pb), e para o gene rpoB utilizou um par de
oligonucleotideos iniciadores citado em Khamis et al. (2004), para amplifi-
car uma regiao correspondente a 447 pb.

As reacdes de PCR foram preparadas em um volume final de 50 yL
contendo 5 uL de tampao de PCR 10X, 1,5 mM de MgCl, 250 uM de cada
dNTP, 2,5 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen®), 100 ng de DNA molde e
5 pmol/uL de cada oligonucleotideo iniciador (F 5’
ATGAGGGAGAAAGTTGTTTTA 3"’ e R 5" TCACCACGGGTTATCCGC 3’
para o gene p/d, e F 5" CGTATGAACATCGGCCAG 3’ eR b5’
TCCATTTCGCCGAAGCGC 3’ para o gene rpoB). A amplificacao dos
fragmentos foi realizada em termociclador Eppendorf Mastercycler
Gradient programado para 95°C por 3 minutos, 35 ciclos de desnaturacao
a 95°C por 1 minuto, anelamento a 58°C (para o gene p/d) e 56°C (parao
gene rpoB) por 1 minuto e extensao a 72°C por 2 minutos, e mais 3
minutos a 72°C para a extensao final.

Os produtos da amplificacao foram resolvidos por eletroforese a 100V por
1 hora em gel de agarose a 2%, corados com brometo de etideo e
visualizados em transluminador sobre luz ultravioleta, utilizando como
padrdo de tamanho o marcador Low mass (Invitrogen®).

PCR-RFLP para os genes p/d e rpoB

Para a técnica PCR-RFLP foram escolhidas enzimas de restricdo por meio
da andlise do mapa dos sitios de restricao obtidos no site http://
www.carolina.com/cgi-bin/carolinaup.pl. Essa escolha levou em considera-
cao o numero de cortes, tamanho e distancia entre os fragmentos gerados
pelo tratamento com cada endonuclease.

As reacodes de digestao foram realizadas com 500 ng dos produtos da
PCR, utilizando 20 U das enzimas Pst | (Invitrogen® e Msp | (Amersham®)
para o gene pld e 20U das enzimas HpyCh4 IV (NewEngland®) e Msp |
(Amersham®) para o gene rpoB, e incubadas a 37°C por 6 horas. As
amostras digeridas foram submetidas a eletroforese em gel de
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poliacrilamida 15% a 80V por 3 horas, seguida de coloracdo em brometo
de etideo (5 ug/uL) por 20 minutos.

Resultados e Discussao

A regido Nordeste do Brasil é a que apresenta a maior freqiiéncia de casos
de linfadenite caseosa, provavelmente em decorréncia da grande concen-
tracdo de ovinos e caprinos, além do tipo de vegetacao que contém
espinhos, facilitando a porta de entrada para as bactérias. Situado nessa
regidao, o Estado de Pernambuco tem o sertdo como sua maior area natu-
ral, ocupando 70% do seu territério e tendo sua economia baseada na
pecudria, principalmente bovina, caprina e ovina, sendo as duas Ultimas de
grande importancia econdmica, principalmente para o pequeno produtor
rural.

Os municipios de Carnaiba, Itapetim, Sdo José do Egito e Floresta situam-
se nas microrregides do sertdo do Pajel e o do Moxotd, predominando, em
quase toda a area das duas regides, o clima semi-arido e uma forte con-
centracao de caprinos e ovinos (http://www.pe-az.com.br/regioes/
regioes.htm).

As 31 amostras de DNA gendmico de C. pseudotuberculosis amplificadas
com oligonucleotideos iniciadores apresentaram os perfis de bandas
esperados de 924 pb para o gene p/ld (Fig. 1) e de 447 pb para o gene rpoB
(Fig. 2).

O gene p/d digerido com a enzima Pst | apresentou fragmentos de 566,
195, 91 e 72 pb e a digestdao com a enzima Msp | gerou fragmentos de
395, 369, 108 e 52 pb (Fig. 3). Os padrdes de digestdes encontrados
neste estudo sdo compativeis com o esperado pelas anélises in silico de
fragmentos do gene p/d disponivel no GenBank, delimitados pelos
oligonucleotideos utilizados.
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Fig. 1. Perfil de bandas da reacdo de PCR utilizando oligonucleotideos iniciadores do
gene pld de C. pseudotuberculosis em gel de agarose 2%, corado com brometo de
etideo. Linha 1: Marcador de pares de bases Low DNA Mass Ladder; linha 2: controle
negativo; linhas 3 a 6: padrao de amplificacdo do gene p/d.

pb

2000 —

1200 —
800
AQD — 447 ph

200 —
100 =—

Fig. 2. Perfil de bandas da reacdo de PCR utilizando oligonucleotideos iniciadores do
gene rpoB de C. pseudotuberculosis em gel de agarose 2%, corado com brometo de
etideo. Linha 1: Marcador de pares de bases Low DNA Mass Ladder; linha 2: controle
negativo; linhas 3 a 6: padrdao de amplificacdo do gene rpoB.
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Fig. 3. Fragmentos de PCR-RFLP do gene p/d (924pb) em gel de poliacrilamida 15%,
corado com brometo de etideo. (A) linha 1: marcador Low DNA Mass Ladder; linhas
2 a 7: produtos de PCR de isolados de C. pseudotuberculosis, digeridos com Pst |,
linha 8: produto de PCR do gene p/d nao digerido. (B) linha 1: marcador Low DNA
Mass Ladder; linhas 2 a 8: produtos de PCR do gene p/d digeridos com Msp |; linha
9: produto de PCR do gene p/d néo digerido.
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Este é o primeiro estudo a comparar por PCR-RFLP, o gene p/d de C.
pseudotuberculosis, principal fator de viruléncia dessa espécie. Pela andlise
dos resultados foi demonstrado que nao houve variagdo genotipica para
esse gene entre as amostras de C. pseudotuberculosis biovar ovis estuda-
das independente da regido de origem ou da espécie hospedeira. Tal fato
sugere que esse fator de viruléncia contra o qual muitos trabalhos de
protecao vacinal tém sido elaborados (ELLIS et al., 1991; TACHEDJIAN et
al., 1995; HODGSON et al., 1999), mantém uma homogeneidade nas suas
caracteristicas genéticas, permitindo assim que respostas imunes desen-
volvidas contra a proteina PLD possam ser exploradas como instrumento
de controle da doenca também na regido estudada.

Vérios trabalhos de ribotipagem foram desenvolvidos até o momento para
comparar padroes genotipicos entre amostras de C. pseudotuberculosis
utilizando o gene 76S, tendo todos eles encontrado homogeneidade das
amostras dentro dos seus respectivos biovares, mesmo entre aquelas com
origem em mais de uma regido do mundo e causando sintomas de intensi-
dade variavel nos hospedeiros (SUTHERLAND et al., 1993; SUTHERLAND
etal., 1996; COSTA et al., 1998; LITERAK et al., 1999).

O gene rpoB digerido com a enzima HpyCh4 IV apresentou fragmentos de
235, 126 e 86 pb, e com a enzima Msp | apresentou fragmentos de 222,
93, 78 e 54 pb (Fig. 4). Os padrdes de digestoes encontrados neste
estudo sdo compativeis com o esperado pelas andlises in silico de frag-
mentos do gene rpoB (disponivel no GenBank sob o n°® de acesso
AY492239) delimitados pelos oligonucleotideos utilizados. O gene rpoB
vem sendo utilizado para identificacdo de espécies e subespécies de
Corynebacterium spp. a partir de desenhos de oligonucleotideos iniciadores
para pequenas regides hipervariaveis, tornando-se uma importante ferra-
menta no auxilio de diagnéstico (KHAMIS et al., 2004).

Osisolados de C. pseudotuberculosis coletados no sertdo pernambucano
apresentaram perfil de bandas monomérfico, nao sendo observada varia-
cao genética intra-espécie quando analisados por meio da técnica PCR-
RFLP para os genes p/d e rpoB com as enzimas de restricao utilizadas.
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Esse padrao observado para o gene p/d, tanto para isolados de caprinos
como de ovinos, pode ser atribuido a todos os isolados de C.
pseudotuberculosis por terem sido coletados de abscessos de animais
infectados que apresentavam quadro clinico semelhante a doenca.

pb 1 2 3 4 5 6 7 8 9
2000 =—
1200 ——
BOO —
400 —
200 — 235 pb
126 pb
100 =— 86 pb
ph
2000 —
1200 —
800 —
400 —
200 222 pb
100 — 93 pb
78 pb
54 pb

Fig. 4. Fragmentos de PCR-RFLP do gene rpoB de isolados de C. pseudotuberculosis
em gel de poliacrilamida 15%, corado com brometo de etideo. (A) linha 1: marcador
Low DNA Mass Ladder; linhas 2 a 8: produtos de PCR de isolados de C.
pseudotuberculosis digeridos com HpyCH4 IV; linha 9: produto de PCR do gene rpoB
nao digerido. (B) linha 1: marcador Low DNA Mass Ladder; linhas: 2 a 8 produtos de
PCR digeridos com Msp |; linha 9: produto de PCR do gene rpoB nao digerido.
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