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RESUMO

Rhodococcus equi € uma importante causa de broncopneumonia em potros com
menos de 6 meses de idade, sendo responsavel por 3% das mortes de eqlinos no
mundo. E um microrganismo intracelular capaz de sobreviver e multiplicar no interior
de macrofagos. Apresenta 3 niveis de viruléncia de acordo com os diferentes
antigenos expressos em sua superficie. Cepas virulentas apresentam um plasmideo
que codifica para a proteina de superficie VapA e sao isoladas principalmente de
potros com pneumonia e de alguns pacientes humanos. Cepas com viruléncia
intermedidria expressam a proteina VapB e predominam em suinos e humanos com
AIDS. Cepas avirulentas ndo expressam antigeno de superficie e sdo encontradas
principalmente no ambiente e em pacientes humanos. Um dos fatores responsaveis
pela ampla distribuicdo da enfermidade em potros, € a imaturidade do sistema
imunoldgico dos animais acometidos pela infeccdo, que pode tornar-se endémica em
alguns criatérios. Para humanos, as formas de infeccdo sédo ainda desconhecidas,
mas o0 contato com equinos é relatado em um terco das infeccbes. Devido a
importancia clinica da doenca, sdo necessarios métodos diagndsticos que promovam
sua identificacdo precoce, facilitando e aumentando as chances de sucesso com o
tratamento. Os métodos mais utilizados atualmente sdo o cultivo microbiolégico da
bactéria, testes soroldgicos para deteccdo de anticorpos no soro dos animais e
técnicas de PCR que detectam a regido 16S do rDNA e o fragmento do gene vapA
do microrganismo. O objetivo desse trabalho foi utilizar uma técnica de PCR
multiplex para detectar simultaneamente os fragmentos dos genes vapA e 16S do
rDNA, e gerar um método rapido, especifico e sensivel para o diagndstico e
caracterizacdo molecular de cepas de R. equi provenientes de equinos e seus
ambientes. Foram utilizados 118 isolados, sendo 74 amostras de fezes de equinos
(41 de adultos e 33 de potros), 21 do solo, 10 das instalagdes utilizando swabs e 3
de outros animais domésticos. Isolados clinicos (10) foram cultivados do pulméo de
potros com pneumonia causada por R. equi. Todas as cepas testadas foram

confirmadas pela amplificacdo do gene 16S rDNA, sendo que 16 destes (10 de



potros doentes e 6 de seus ambientes) também foram positivos na amplificacdo do
gene vapA. Quatro dos isolados ambientais que mostraram amplificacdo do gene
vapA foram de haras endémicos para a doenga. A analise desses dados mostra o
grande potencial da técnica de PCR multiplex para caracterizacdo molecular de

isolados de R. equi.



Abstract

Rhodococcus equi is an important cause of pyogranulomatous pneumonia in 1-6-
month-old foals, being responsible by 3% horse death around the world. It is an
intracellular microorganism able to survive and to multiply itself in the macrophages.
Three virulence levels have been identified in R. equi, by the presence of virulence
associated antigens on the bacteria surface. Virulent strains have a plasmid encoding
VapA protein and are isolated from diseased foals and some human patients.
Intermediate virulent strains show VapB protein and are commonly founded in swines
and humans with AIDS isolates. Avirulent strains don’t show virulence antigens and
are founded in environmental samples and human. The immature immune system is
the major cause of the susceptibility of foals for the R.equi pneumonia. To humans,
the infection routes are unknown yet, but the contact with horses is related with one
third of human infections. Due the clinical importance of the disease, diagnostics
methods for early identification in animals are necessary, increasing the chances for
treatment. The more common diagnostic methods are microbiologic culture, serologic
tests and PCR techniques for 16S rDNA and vapA detection. The mainly purpose of
this study was apply a multiplex PCR for simultaneous detection and characterization
of 16S rDNA and vapA gene fragments in R. equi. Were analyzed 118 R. equi
isolates, being 74 equine fecal isolates (41 from horses and 33 from foals), 21 from
soil, 10 from breed stuffs and 3 from other domestic animals. Ten clinical isolates
were cultured from lungs of diseased foals. All 118 isolates characterized as R. equi,
were confirmed by 16S rDNA, being 16 isolates positive to vapA gene PCR
amplification (10 from diseased foals and six from horse environment). Four
environment R. equi isolates positive to both 16S rDNA e vapA gene amplification
was from an endemic horse breeding farm. The results show the great potential of

multiplex PCR to molecular characterization of R. equi isolates.
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Geral:

2 - OBJETIVOS

Utilizar a técnica de PCR multiplex para caracterizacdo de isolados de

Rhodococcus equi obtidos de potros enfermos e do meio ambiente, garantindo um

método que propicie a identificacdo molecular do patdégeno

Especificos:

Testar a técnica de PCR multiplex;

Gerar um método que identifigue o patdgeno e informe sobre a presenca
do gene vapA simultaneamente;

Comparar os diferentes isolados de Rhodococcus equi (clinicos e
ambientais) quanto a presenca do gene vapA

Relacionar os achados na técnica de PCR com a situacao epidemiolégica

de haras da regido de Bagé, RS.

23



4 — RESULTADOS

4.1 — Extracao do DNA bacteriano

A extracdo do DNA das cepas bacterianas testadas pela metodologia de
termo-extracao foi eficiente e confirmada através de eletroforese em gel de agarose
0,5%.

4.2 — Padronizacao da técnica de PCR multiplex

A condigdo testada para amplificagdo na PCR que apresentou o melhor
resultado foi a de numero 4 (30 pmol do primer RG e 90 pmol do primer vapA, 2,5
mM de MgCly), onde observou-se amplificagdo dos fragmentos dos genes vapA e
16S do rDNA simultaneamente (figurasl e 2). Os fragmentos amplificados
apresentaram tamanho esperado (564pb para o fragmento vapA e 468pb para o
fragmento 16SrDNA) conforme os dados descritos na literatura (TAKAI et al., 1995;
BELL et al.,, 1996). A identidade dos fragmentos foi comprovada através do

sequenciamento com sequéncias previamente publicadas.
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Figural: Padronizacdo da PCR multiplex para identificagdo de R. equi utilizando
diferentes condi¢cdes de amplificacao.

M: Marcador de tamanho molecular (Ladder 100 pb Ludwigbiotec). 1M: Condicdo 1
multiplex. 1V: Condic&o 1 primer vapA. 1RG: Condi¢&o 1 primer RG. 2M : Condicao 2
multiplex. 2V: Condigdo 2 primer vapA,. 2RG: Condi¢ao 2 primer RG. 3M: Condigao
3 multiplex. 3V: Condig&o 3 primer vapA. 3RG: Condigao 3 primer RG. 4M: Condigéo
4 multiplex. 4V: Condicéo 4 primer vapA., 4RG: Condicéo 4 primer RG. C-: controle

negativo das reacoes.
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Figura 2: Resultados da PCR multiplex utilizando a condicdo 4 (90pmol do primer
vapA e 30 pmol do primer RG; 2,5 mM de MgCl,) para amplificacdo dos fragmentos
16S rDNA e gene vapA

M: marcador de tamanho molecular (Ladder 100 pb Ludwigbiotec), 1: ATCC
33701P+, 2: ATCC 33701P-. Tamanhos dos fragmentos indicados em pares de base

(pb).

4.3 — Avaliacdo da especificidade da técnica
Nos isolados de N. asteroides, Streptococcus sp e Pasteurella multocida, nao

foi observada amplificacdo de DNA, confirmando a eficiéncia da técnica em

diferenciar seguramente as espécies bacterianas testadas (figura 3).
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Figura 3: Avaliagdo da especificidade da técnica para diferenciacdo entre isolados
bacterianos correlacionados.

M: marcador de massa molecular (Ladder 100 pb Ludwigbiotec). T+: ATCC 33701P+
reacao multiplex. V+: ATCC 33701 P+ reacao vapA .16S: ATCC 33701P+ reacéo
16S. C-: controle negativo das reacgdes. S: Streptococcus sp. N: Nocardia asteroides.
P:Pasteurella multocida

4.4 — Aplicacdo da técnica para isolados de R. equi

Os resulltados da técnica de PCR multiplex realizada nesse trabalho séo
apresentados na tabela 6 e na figura 4. A analise desses resultados confirmou os
118 isolados testados como R. equi de acordo com a classificacdo bioquimica
previamente realizada. Dez (100%) dos isolados obtidos de potros e 7 (6,54%) dos
isolados obtidos do ambiente (fezes de equinos adultos ou potros), foram positivos
simultaneamente para o gene vapA, indicando o potencial de viruléncia desses
isolados para potros. O maior niamero de isolados patogénicos foi obtido no haras

considerado endémico para a enfermidade (figura 4).
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Tabela 6 — Caracterizacdo das amostras de R. equi utilizando a técnica de PCR
multiplex

Haras Ocorréncia da Origem Total Resultados positivos
doenca na PCR
16 SIDNA  vap A

Haras 1 Esporadica Solo 5 5 0
Fezes de equinos adultos 8 8 1
Fezes de potros 9 9 0
InstalacGes 2 2 0
Fezes de bovinos 1 1 0
Fezes de aves 1 1 0
Total 26
Haras 2 Esporadica Solo 3 3 0
Fezes de equinos adultos 10 10 1
Fezes de potros 4 4 0
Instalacdes 1 1 0
Amostras clinicas 1 1 1
Total 19
Haras 3 Esporadica Solo 4 4 0
Fezes de equinos adultos 8 8 1
Fezes de potros 8 8 0
Instalacdes 1 1 0
Total 21
Haras 4 Endémica Solo 3 3 0
Fezes de equinos adultos 11 11 3
Fezes de potros 6 6 1
Instalacdes 4 4 0
Amostras clinicas 9 9 9
Total 33
Haras 5 N&o relatada Solo 2 2 0
Fezes de equinos adultos 3 3 0
Fezes de potros 4 4 0
InstalacGes 2 2 0
Fezes de bovinos 1 1 0
Total 12
Haras 6 N&o relatada Solo 4 4 0
Fezes de equinos adultos 1 1 0
Fezes de potros 2 2
Total 7
Total de isolados de R. 118
equi
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Figura 4: Prevaléncia de isolados de R. equi vapA positivos nos diferentes haras da
regido de Bagé — RS
A: Haras 1, B: Haras 2, C: Haras 3, D: Haras 4, E: Haras 5, F: Haras 6
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diagnéstico e fornece melhorias na caracterizacdo molecular dos isolados. As
principais vantagens dessa técnica com relacdo a PCR tradicional sdo a reducéo no
tempo necessario para preparacao e andlise dos resultados e a reducéo dos custos,
pois a quantidade de material necessaria para a realizacdo da metodologia diminui
praticamente pela metade (EDWARDS et al., 1994).

5 — CONCLUSOES

A PCR multiplex, mostrou-se um método rapido, sensivel e especifico para
caracterizacdo de isolados clinicos e ambientais de R. equi. E especialmente Util
para estudos epidemiolégicos da presenca do microrganismo nos criatérios eqlinos.
Estudos futuros serdo necessarios para avaliar sua utilidade em amostras clinicas
(material de necropsia, sangue, escarro ou aspirado traqueal) eliminando a
necessidade de cultivar o microrganismo, diminuindo gastos e aumentando a

velocidade do diagndstico.
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Centro de Biotecnologia, UFRGS, Rio Grande do Sul, Brasil

Curso de Atualizagdo Em Pneumologia Pediatrica. (Carga horaria: 10h)
Universidade Federal de Santa Maria, UFSM, Rio Grande do Sul, Brasil.
Curso de Diagnéstico Laboratorial da Cisticercose. (Carga horaria: 20h)
Universidade Federal de Santa Maria, UFSM, Rio Grande do Sul, Brasil.
Higiene e Sanificacdo na IndUstria de Alimentos. (Carga horéria: 6h)
Sociedade Brasileira de Microbiologia, SBM, Brasil.

Extensé&o universitaria em Avaliacdo Critica e Padronizacdo do Antibiograma.

6h)
Sociedade Brasileira de Microbiologia, SBM, Brasil.
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4 ATUACAO PROFISSIONAL
Universidade Federal de Santa Maria - UFSM

Vinculo institucional

1999 - 2003 Vinculo: Colaborador, Enquadramento funcional: Colaborador.

2003 - 2005 Vinculo: Servidor publico, Enquadramento funcional: Professor substituto,
Carga horaria: 40.

11/2003 — 11/2005 Ensino, Farmacia e Bioquimica, Nivel: Graduacéo.

Disciplinas ministradas

1. Histologia e embriologia gerais.
2. Histologia aplicada a odontologia.
3. Histologia Humana F.

3/2002 — Atual Participacdo em projetos, Centro de Ciéncias Rurais,
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva.

Participacdo em projeto
1. Clonagem e expressao do gene da proteina de superficie
(SAP).

5 PRODUCAO CIENTIFICA, TECNOLOGICA E ARTISTICA/CULTURAL
5.1 PRODUCAO BIBLIOGRAFICA
5.1.1 Resumos simples em anais de eventos

1 MARCHIORO, Silvana Beutinger; GASPERIN, Bernardo; KREWER, Cristina da Costa;
HENTSCHKE Ligian; OLIVEIRA, Jananina; VARGAS, Agueda Castagna de. Relato de
caso: Pasteurelose Pulmonar Ovina. . In: XIX JORNADA ACADEMICA INTEGRADA,
2005, Santa Maria. XIX Jornada
Académica Integrada. 2005.

2 AUED, Anaide; GARLET, Liege; MONEGO, Fernanda; KREWER, Cristina da Costa;
RODRIGUES, Daniele; VARGAS, Agueda Castagna de. LABAC — Solucbes
Tecnolégicas. In: XIX JORNADA ACADEMICA INTEGRADA, 2005, Santa Maria. XIX
Jornada
Académica Integrada. 2005.

3 KREWER, Carina da Costa; DECIAN, Angela; SILVA, Mariana Sa e; BOTTON, Sonia de
Avila; KREWER, Cristina da Costa; VARGAS, Agueda Castagna de. Clonage e expressio
em Escherichia coli do gene vapA de Rhodococcus equi . In: XIX JORNADA ACADEMICA
INTEGRADA, 2005, Santa Maria. XIX Jornada
Académica Integrada. 2005.

4 OLIVEIRA, Thiana Gueresi de; MABONI, Franciele; FARIAS, Luana d'Avila; KREWER,

Cristina da Costa; SILVA, Mariana Sa e; VARGAS, Agueda Castagna de. Relato de caso:
Diarréia Hemorragica Bovina no Rio Grande do Sul . In: XIX JORNADA ACADEMICA
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Académica Integrada. 2005.
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diagnosticadas no Laboratério de Bacteriologia da UFSM entre os anos de 1987 a 2004.
In: XIX JORNADA ACADEMICA INTEGRADA, 2005, Santa Maria. XIX Jornada
Académica Integrada. 2005.

MABONI, Franciele; KREWER, Cristina da Costa; GROFF, Ana Claudia Mello; WITT,
Niura MAzzini; RODRIGUES, Daniele; VARGAS, Agueda Castagna de. Relato de caso:
Pasteurella multocida em les&o por mordida de gato. In: XVIII JORNADA ACADEMICA
INTEGRADA, 2004, Santa Maria. XIX Jornada Académica Integrada. 2004.

GOMES, Aline Diefenbach; KREWER, Cristina da Costa; SILVA, Mariana Sa €;
SPRICIGO, Denis Augusto; COSTA, Mateus Matiuzzi da; VARGAS, Agueda Castagna
de.Analise de isolados de Rhodococcus equi oriundos de humanos e equinos pela técnica
de RAPD (polimorfismo de DNA amplificado ao acaso. In: XVIIl JORNADA ACADEMICA
INTEGRADA, 2004, Santa Maria. XIX Jornada Académica Integrada. 2004

VARGAS, Agueda Castagna de; COSTA, Mateus Matiuzzi da; SPRICIGO, Dénis Augusto;
KREWER, Cristina da Costa; HENZEL, Andréa; SILVA, Mariana S& E. Andlise de
isolados de Rhodococcus equi oriundos de humanos e equinos pela técnica de RAPD
(polimorfismo de DNA amplificado ao acaso). In: REUNIAO DE GENETICA DE
MICRORGANISMOS, 2004, Gramado - RS. XXIV Reunido de Genética de
Microrganismos. 2004.

KIRINUS, Jackeline Karsten; VIANA, Luciane Ribeiro; KREWER, Cristina da Costa;
COSTA, Mateus Matiuzzi da; GROFF, Ana Claudia Mello; VARGAS, Agueda Castagna
de. Susceptibilidade antimicrobiana de Campylobacter fetus subespecie venerealis
isolado de bovinos. In; XXIl CONGRESSO BRASILEIRO DE MICROBIOLOGIA, 2003,
Florianopolis. XXII Congresso Brasileiro de Microbiologia.

2003.

COSTA, Mateus Matiuzzi da; KREWER, Cristina da Costa; LAZZARI, Abdrea;
GUARALGI, Ana Luiza Mattos; VAINSTEIN, Marilene Henning; SCHRANK, Irene;
VARGAS, Agueda Castagna de. Utilizacao da técnica de PCR multiplex para
caracterizagdo molecular de isolados de Rhodococcus equi obtidos de

haras da regi&o de Bagé, RS, Brasil. In: XXIIl REUNIAO DE GENETICA DE
MICRORGANISMOS, 2003,Pirendpolis - GO. XXIIl Reunido de Genética de
microrganismos. 2003.

KREWER, Cristina da Costa; CARVALHO, Amélia Rossi; DUARTE, Michele; CERETTA,
Ana Paula Chiapinotto; WEBER, Fabia; CARATTI, Miriam. Assisténcia Farmacéutica ao
abrigo Oscar Pithan: Uso de antihipertensivos. In: XVIl JORNADA ACADEMICA
INTEGRADA, 2002, Santa Maria. XVII Jornada Académica Integrada. 2002.

LOGUERCIO, Andrea Pinto; SILVA, Mariana Sa E; SPRICIGO, Dénis Augusto; COSTA,
Mateus Matiuzzi da; KREWER, Cristina da Costa; KRAUSPENHAR, Luciene da Costa;
VARGAS, Agueda Castagna de. Detec¢cao de Listeria spp em carcacas bovinas
resfriadas. In: XV JORNADA ACADEMICA INTEGRADA, 2000, Santa Maria. XV Jornada
Académica Integrada. 2000.

KREWER, Cristina da Costa; VARGAS, Agueda Castagna de; COSTA, Mateus Matiuzzi
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da; MACHADO, Sérgio Abreu; FIGUEIRA, Rafael; ILHA, Marcia Regina da Silva; GRACA,
Dominguita Lihers. Inoculacé@o de isolados clinicos e ambientais de Rhodococcus equi
em camundongos imunossuprimidos. In: XV JORNADA ACADEMICA INTEGRADA, 2000,
Santa Maria. XV Jornada Académica Integrada. 2000.

LOGUERCIO, Andrea Pinto; HENZEL, Andréa; KREWER, Cristina da Costa; VIANA,
Luciane Ribeiro; COSTA, Mateus Matiuzzi da; VARGAS, Agueda Castagna de.
Isolamento de Salmonella em lingligas suinas do tipo frescal comercializadas em Santa
Maria, RS. In: XV JORNADA ACADEMICA INTEGRADA, 2000, Santa Maria. XV Jornada
Académica Integrada. 2000.

COSTA, Mateus Matiuzzi da; KREWER, Cristina da Costa; NAPOLEAO, Fabio Camello;
GRACA, Dominguita Lihers; GUARALGI, Ana Luiza Mattos; VARGAS, Agueda Castagna
de. Pesquisa de portadores de Rhodococcus equi entre trabalhadores rurais. In: XX
CONGRESSO BRASILEIRO DE MICROBIOLOGIA, 1999, Salvador - BA. XX Congresso
Brasileiro de Microbiologia. 1999.

COSTA, Mateus Matiuzzi da; DEZEN, Diogenes; ILHA, Marcia Regina da Silva;
KREWER, Cristina da Costa; MACHADO, Sérgio Abreu; GUARALGI, Ana Luiza Mattos;
SALOMONI, Sabrina; VARGAS, Agueda Castagna de. Rhodococcus equi: Pesquisa de
fatores de viruléncia em isolados clinicos e ambientais obtidos de seis haras da regido de
Bagé, RS, Brasil. In: XIV JORNADA ACADEMICA

INTEGRADA, 1999, Santa Maria. XIV Jornada Académica Integrada. 1999.

8.1.2 Artigos completos publicados em periédicos

VARGAS, Agueda Castagna de; COSTA, Mateus Matiuzzi da; GROFF, Ana Claudia
Mello; VIANA, Luciane Ribeiro; KREWER, Cristina da Costa; SPRICIGO, Dénis Augusto;
KIRINUS, Jackeline Karsten.Susceptibilidade antimicrobiana de Campylobacter fetus
subespécie venerealis isolados de bovinos -Pesquisa Veterinaria Brasileira, v. 25 (1), p. 1-
3. 2004.

COSTA, Mateus Matiuzzi, KREWER, Cristina da Costa, ABREU, Sérgio Machado,
MATTOS-GUARALDI, Ana Luisa, VARGAS, Agueda Castagna , Pathogenicity of
Rhodococcus equi isolated from Brazil. Submetido a Pesquisa Veterinaria Brasileira
sob o nimero 824.

KREWER, Cristina da Costa, MABONI, Franciele, WITT, Niura Maria Mazzini, ALVES,
Sydney Hartz; VARGAS, Agueda Castagna de. Transmissao de Psteurella multocida para
humano através de mordida de gato. Submetido a Ciéncia Rural sob o niimero 262/06.

5.2 PRODUCAO TECNICA

5.2.1 Demais tipos de producéo técnica

KREWER, Cristina da Costa, SILVA, Mariana S4, GROFF, Ana Claudia Mello, COSTA,
Mateus Matiuzzi. Il Curso Tedrico Pratico de Introducdo a Técnicas de Biologia Molecular
Aplicadas a Bacteriologia. 2004. (Curso ministrado 40h/LABAC/UFSM)

KREWER, Cristina da Costa. Curso Bésico de Identificacdo de Fungos. 2004. (Curso de
curta duragcdo ministrado/Outra).
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