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Resumo

O grande desenvolvimento de métodos moleculares permitiram uma revolucao
na deteccdo e quantificacdo de agentes patogénicos, tanto na saude humana
como na saude animal. A reacdao em cadeia da Polimerase (PCR) e seus
derivados metodoldgicos permitem hoje a identificacgdo de doencas
precocemente, a identificacdao de animais portadores de doencas, evitando sua
dispersdo na prole ou rebanho, bem como o diagndstico preciso e rapido,
permitindo uma rapida intervencdo, o que aumenta a sanidade dos rebanhos e
consequentemente, a qualidade do alimento oferecido ao consumidor.
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Pathogenic agent detection for livestock using PCR

Abstract

The great development of molecular methods has revolutionized the detection
and characterization of pathogenic agents, important for human health as well
as for livestock and animal care. The polymerase chain reaction (PCR) and all
the derived methodologies allow early disease identification, detection of
animal disease-carriers, avoiding its spreading in the herd, as well as the fast
and precise diagnosis, which leads to a fast intervention, increasing herd sanity
and consequently, food quality for consumers.

Keywords: PCR, animal production, sanity
Introducao
1-Fundamentos da Técnica de PCR

Em 1993, Kary Mullis, um geneticista ao servigo da Cetus, uma empresa
de Biotecnologia da Califérnia, recebeu o prémio Nobel da Quimica pelo
desenvolvimento de um método que permite sintetizar, em poucas horas e in
vitro, uma grande quantidade de um determinado fragmento de DNA. Esta
técnica faz parte integrante da moderna biotecnologia molecular, tendo trazido
um enorme progresso a areas como o diagndstico de doencas, medicina

forense entre muitas outras para além da Investigagdo em Biologia.

A técnica de PCR (polymerase chain reaction - reacdao em cadeia pela
polimerase) baseia-se no processo de replicagdo de DNA que ocorre in vivo.
Durante o PCR sao usadas elevadas temperaturas de forma a separar as
moléculas de DNA em duas fitas simples, permitindo entdo a ligacdo de
oligonucleotideos iniciadores (primers), também em fitas simples e geralmente
constituidos por 15 a 30 nucleotideos, obtidos por sintese quimica. Para
amplificar uma determinada regido s3o necessarios dois iniciadores

complementares das seqiéncias que flanqueiam o fragmento de DNA a
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amplificar, nos seus terminais 3', de modo a permitir a atuacao da DNA
polimerase durante a sintese da cadeia complementar, usando como molde

cada uma das duas cadeias simples constituintes do DNA a amplificar.

Para realizar PCR sdo necessarias pequenas quantidades do DNA alvo,
um tampdo salino contendo a polimerase, oligonucleotideos iniciadores, os
quatro desoxinucleotideos constituintes do DNA e o cofator Mg®*. Esta mistura

€ submetida a varios ciclos de amplificacdo que consistem em:

e Desnaturacao do DNA alvo pelo calor (tipicamente 1 minuto a 94-96
0C), de modo a separar as duas fitas

e Associacao dos iniciadores por ligacoes de hidrogénio ao DNA alvo em
fita simples. Para permitir essa associacdo, a mistura de reacdo é
arrefecida (tipicamente a temperaturas entre 50 e 65 °C, durante 1
minuto; a temperatura a usar depende da % GC da seqliéncia a
amplificar)

« Extensdo dos iniciadores através da sintese da fita complementar de
cada fita molde, catalisada pela DNA polimerase (tipicamente 1

minuto a 72 °C)

O processo envolvendo estes trés passos pode ser repetido varias vezes
(25 a 30 ciclos) sendo possivel aumentar, em cada ciclo, duas vezes a
concentracao de DNA pré-existente. Em teoria, se for possivel levar a cabo 25
ciclos de amplificacdo seguidos, a concentracdo de DNA aumentaria 22° vezes
embora, na pratica, devido a alguma ineficiéncia no processo de amplificacdo,

esse aumento fique por um milhdo de vezes.
2-Técnica de PCR para a Detecgao

A grande dificuldade no diagndstico da tuberculose reside no tempo
necessario para a confirmacdao diagndstica. Atualmente, com o aumento no

numero de co-infeccao tuberculose e HIV, além de apresentacbes atipicas,
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depara-se com pacientes muito graves que precisam de instituicdo de
terapéutica rapida e precisa. A associacdo do HIV e outras micobacterioses tem
se tornado freqlente, devendo ser considerada no diagnodstico diferencial da
tuberculose.

A baciloscopia além de pouco sensivel, é incapaz de diferenciar estas
duas situacdes comuns para o clinico e infectologista. A cultura apesar da alta
especificidade,
demanda tempo para o resultado, tempo que geralmente ndao é disponivel
frente a casos graves, como os de imunodeficientes. A letalidade da
tuberculose em individuos infectados pelo HIV pode ser 2,4 a 19 vezes maior
gue nos individuos nao infectados.

Por utilizar “primers” que sao especificos para micobactérias do complexo
tuberculosis, a PCR é capaz de, em poucas horas, definir sobre a presenga ou
nao do patdégeno na amostra e indicar a melhor terapéutica para o caso. Em
condicOes extremas, esta técnica pode ser refinada para torna-la capaz de
determinar ndo sé a presencga, mas também a sensibilidade de micobactérias
aos tuberculostaticos disponiveis para o tratamento da tuberculose, além de
estudos de epidemiologia molecular e tipagem de cepas em cultura. Quando se
analisa um novo método, o desempenho do teste-padrao € um parametro
critico. Para a deteccao do M. tuberculosis a cultura pode ser considerada
o “gold standard”, por ter especificidade de 100% e sensibilidade de
aproximadamente 90%?2. Para que a cultura de um espécime clinico seja
positiva sdo necessarias entre 10 e 100 células de M. tuberculosis na amostra
2. A PCR é capaz de detectar até uma copia de DNA de M. tuberculosis, como
ja foi demonstrado por Eisenach et al (1990). O presente resultado mostrou
um teste capaz de detectar até 3 bacilos em uma solugdo-padrao (dados nao
mostrados), o que confirma a extrema sensibilidade da técnica em amplificar
seqliéncias genOmicas do M. tuberculosis. Em amostras clinicas como o
escarro, em que estdao presentes varias substancias inibidoras da PCR, o
resultado também foi satisfatério, com sensibilidade de 90%. A padronizacao

da técnica, principalmente da extracdao do DNA, é fundamental no sucesso do
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teste. Observou-se que a lavagem exaustiva do escarro descontaminado é
essencial, pois elimina substancias inibidoras da Tag DNA polimerase que
poderiam gerar resultados falso-negativos, comprometendo a sensibilidade do
teste5 (Bollela et al., 1999).

Método classico para a deteccao de viruria, o isolamento viral, tem seu
uso rotineiro dificultado por necessitar recursos laboratoriais dispendiosos que
permitam a manutencao de culturas celulares de fibroblastos humanos e por
exigir que as amostras de urina sejam colhidas com assepsia rigorosa e
inoculadas logo apds a coleta, uma vez que os CMV (citomegalovirus) sdo
muito labeis. Outro inconveniente desta técnica é a demora na obtencdo do
resultado do exame, uma vez que os CMV sao de replicacdo lenta, podendo
levar semanas para o aparecimento do ECP20. A aplicagao da PCR no
diagndstico da infeccdo por CMV apresenta algumas vantagens sobre o
isolamento viral. Para o teste utiliza-se volumes diminutos de material (1 a
2ul) e o seu resultado pode ser obtido em menos de 24 horas. Também, as
amostras clinicas a serem testadas por PCR podem ser congeladas e
armazenadas (Yamamoto et al., 1998)

A confirmagcao dos resultados obtidos na PCR para CMV pode ser
realizada através de hibridacdo com seqiiéncia de nucleotideos especifica para
a regido do genoma amplificada, marcada com isdtopo radioativo ou enzima.
Entretanto, tal técnica apesar de ser altamente especifica, aumenta a
complexidade e o custo do teste. A confirmacdo da seqliéncia dos nucleotideos
de CMV obtida por PCR, também pode ser feita por técnica denominada nested
PCR, em que se produz nova amplificacdo genbémica com o emprego de
primers internos a seqliéncia inicialmente amplificada. Neste estudo, foi
possivel a confirmacdo da PCR para CMV utilizando mais de um par de primers
separadamente ou através de um PCR multiplex, em que os diferentes pares
de primers sao usados conjuntamente. Assim na PCR multiplex, utilizando 3
pares distintos de primers, amplificadores de regides diferentes do genoma de
CMV, conseguimos obter de forma rapida, o resultado caracteristico com a

presenca de fragmentos de tamanhos diferentes, relacionados especificamente
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a cada um dos primers. Nesta situacdo, cada produto amplificado corresponde
a um controle interno da especificidade dos outros fragmentos detectados no
mesmo teste, dispensando procedimentos posteriores para a confirmacao
destes produtos (Yamamoto et al., 1998).

As doencas respiratorias que afetam as aves domésticas criadas
comercialmente geram perdas econOmicas pelo aumento da mortalidade,
custos com medicamentos, queda de postura, reducao da qualidade e da
eclodibilidade dos ovos, entre outras. Varios virus e bactérias podem ser
responsaveis por estas doencas do trato respiratério, sozinhos ou associados a
outros microrganismos, além de sofrerem a influéncia de fatores ndo
infecciosos, como condicdes climaticas ou manejo improprio. Ornithobacterium
rhinotracheale (ORT) é uma bactéria recentemente descrita (Vandamme et al.,
1994) que foi associada com doencas do trato respiratério em criagdoes de aves
comerciais e silvestres. Sua origem é desconhecida, sendo a hipétese mais
provavel, que tenha se adaptado de aves silvestres para as domésticas
(AMONSIN et al., 1997). No Brasil, foram detectados anticorpos por ELISA
indireto em 50,8% de 63 amostras de soros de aves dos Estados de SP e MG
(ARNS et al., 1998). A deteccao de anticorpos especificos pode ser feita
através de ensaios imunoenzimaticos (Van Empel et al., 1997) e
soroaglutinacdo rapida em placa (BACK et al.,1998), ja a deteccao da bactéria
pode ser feita pelo isolamento e caracterizacdo bioquimica e sorolégica. Como
a bactéria cresce lentamente, compete mal com outras espécies presentes na
amostra e é de dificil caracterizagao bioquimica, a PCR torna-se util para sua
deteccgdo e identificacao (Van Empel e Hafez, 1999).

Gebara et al (2004), observaram que A RT-PCR para a deteccao do gene
da nucleoproteina do CDV (virus da cinomose canina), utilizando a urina como
amostra bioldgica, proporcionou o diagndstico ante mortem da cinomose em
caes com sinais clinicos sugestivos da infeccdo. O emprego de um método
sensivel de diagnéstico ante mortem do CDV permite que condutas adequadas

de tratamento e profilaxia, tanto da cinomose canina quanto de outras
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enfermidades que apresentam sinais clinicos semelhantes, possam ser
adotadas com antecipacao e eficiéncia.

A busca da metodologia ideal para o diagndstico das salmoneloses nos
animais, nos alimentos e no homem comegou no momento da sua descrigao
como agente patogénico e permanece até hoje. Varias alternativas tém sido
pesquisadas como imunoensaios, imunodifusao, aglutinacdo em latex, e
hibridizacdo do DNA (Blackburn,1993).

A ocorréncia de surtos de intoxicacdo alimentar por salmonelas em
diversos paises chamou a atencdo para fontes comuns de infeccdo. As
investigacOes epidemioldgicas identificaram o consumo de ovos ou alimentos
contendo ovos como responsaveis pela maioria dos surtos. Pinto (1999), ao
examinar os dados coletados no Rio Grande do Sul, das enfermidades
transmitidas por alimentos, pela Secretaria da Salude e do Meio Ambiente,
relata semelhanca com as informacdes de outros lugares do mundo, como os
alimentos mais frequentemente envolvidos e 0os agentes causais.

Os métodos analiticos para pesquisa de Salmonella em ovos e outros
produtos, definem como sendo o diagndstico bacteriolégico com isolamento e
identificacdo do agente a técnica oficial recomendada (Brasil, 1995), porém
muitas pesquisas tém sido realizadas visando a introduzir metodologias rapidas
e sensiveis para enfrentarem a agilidade que o mercado atual exige.

O desenvolvimento de testes de imunocaptura (IMS) e amplificacao do
DNA por PCR ou biosensores trouxeram mais rapidez e precisao, com
resultados sendo obtidos em torno de 24 horas (Bailey e Cox,1996). Além
disso, Oyarzabal (1996) observou que a PCR foi a técnica de maior aceitacao
entre as demais técnicas moleculares desenvolvidas recentemente, podendo
ser empregada como ferramenta de diagndstico em laboratérios clinicos.

Kongmuang et al.(1994) citam que o custo de cada método é também
uma preocupacao. Tanto particulas como substancias sollveis sdo
parcialmente removidas por centrifugacdo de baixa e alta velocidade.

Entretanto, algumas bactérias poderiam ser perdidas no processo, bem como a
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permanéncia de substancias que podem interferir na PCR, levando a
diminuicdo da sensibilidade da técnica.

Rahn et al. (1992), usando um par de oligonucleotideos do gene InvA,
detectaram com sucesso 626 cepas de Salmonella em 630 testadas, a partir de
uma colbnia isolada e incorporada direto na PCR, obtendo uma sensibilidade de
99,4% e especificidade de 100%, pois ndao observou reacao positiva em
nenhum controle negativo pertencentes a outras 33 enterobactérias testadas.

Os métodos moleculares, particularmente a PCR, estdao sendo
universalmente adotados para o diagndstico etioldgico de diversas viroses em
animais (Bélak; Ballagi-Porddny, 1993). As principais vantagens da PCR
incluem a rapidez na obtencdao dos resultados; a nao exigéncia da
infecciosidade da particula viral e, quando devidamente padronizada, as altas
taxas de sensibilidade e especificidade (Mcpherson; Taylor; Quirke, 1994).

A aplicacao da PCR também tem sido efetuada com sucesso em amostras
de sémen bovino, minimizando os riscos de transmissao do BHV-1 para vacas
inseminadas artificialmente (Van Engelenburg et al., 1993; Wiedmann et al.,
1993; Xia et al., 1995; Masri et al., 1996, Kataria et al., 1997; Rocha et al.,
1998).

Conclusoes e perspectivas

Diante das situacdes descritas nesta revisao, pode-se afirmar que o PCR
pode e deve ser amplamente utilizado para diagnosticar grande parte de
agentes patogénicos e assim facilitar a obtencao de tratamentos, bem como a
sua utilizacdo em pesquisas microbioldgicas que envolvam animais, alimentos,

seres humanos, entre outros.
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