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RESUMO

Salgado, V. R. Desenvolvimento de Rea¢cdes em Cadeia pela Polimerase (PCRs)
para o diagnoéstico diferencial das principais espécies do género Brucella.
[Development of Polymerase Chain Reactions (PCRSs) for differential diagnosis of the
main species of the genus Brucella.]. 2011. 123f. Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Séo
Paulo, 2011.

A brucelose é uma doenca altamente contagiosa, responsavel por grandes prejuizos
econdmicos e de salde publica. E causada por bactérias do género Brucella, cujas
espécies e seus biovares costumam ser caracterizados pelo isolamento e
identificacdo de caracteristicas fenotipicas da coldnia. Dificuldades como, o perigo
na manipulacdo dos microrganismos, processos laboriosos de tipificacdo, demora na
obtencéo de resultados e a instabilidade de caracteristicas fenotipicas ou isolamento
de linhagens atipicas dificultam a tipificacdo e encorajaram a busca de técnicas mais
sensiveis e especificas, como a PCR, que resolveria as dificuldades e facilitaria a
investigagdo epidemioldgica dos casos humanos e animais. Diversas analises e o
sequenciamento de determinados genes e do genoma completo de algumas
espécies, demonstraram a existéncia de polimorfismos Unicos no DNA das brucelas,
gue podem ser utilizados na sua identificacdo. Baseado nas dificuldades de
identificacdo e na descoberta de polimorfismos uUnicos no DNA bacteriano das
espécies, nosso objetivo foi desenvolver primers especificos para identificagdo de
seis espécies do género B. abortus, B. melitensis, B. suis, B. canis, B. ovis e B.
neotomae, e padronizar PCRs que permitissem identificA-las com maior
sensibilidade e rapidez. Tentamos caracterizar marcadores moleculares para o
desenho de primers espécie-especificos, através da amplificacdo randémica e
clonagem dos fragmentos especificos, sem resultados satisfatorios. Apenas um
primer para B. abortus foi conseguido quando foram analisados os polimorfismos ja
descritos na literatura. Assim, realizou-se o alinhamento multiplo das sequéncias dos
cromossomos | e Il das espécies de Brucella, que permitiu a identificacdo de varios
eventos polimorficos especificos para cada espécie, dos quais foram escolhidas
regides potenciais para o desenho de sete primers (dois para B. canis, B. melitensis
e B. ovis, e outro para B. canis/B. suis) que tiveram sua especificidade analitica
verificada com o programa Primer BLAST e testada nas 18 cepas de referéncia de
Brucella, compreendendo a B. abortus, B. melitensis, B. suis e seus biovares, além
da B. canis, B. ovis e B. neotomae, e em 231 isolados de campo, incluindo B.
abortus, B. canis e B. suis. Os testes de especificidade dos primers resultaram na
amplificacdo do fragmento esperado de quase todas as cepas de referéncia e de
campo, exceto para o primer de B. canis e o de B. canis/B. suis. Estes resultados



sugerem que os marcadores desenhados sao promissores na diferenciacdo das
espécies.

Palavras Chave: Brucella, espécies, padronizacdo, PCRs, diagnéstico diferencial.



ABSTRACT

Salgado, V. R. Development of Polymerase Chain Reactions (PCRs) for
differential diagnosis of the main species of the genus Brucella.
[Desenvolvimento de Reacdes em Cadeia pela Polimerase (PCRs) para o
diagnostico diferencial das principais espécies do género Brucella.]. 2011. 123f.
Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Séo Paulo, Sao Paulo, 2011.

Brucellosis is responsible for great economic losses and serious impact on public
health. This infectious disease is caused by bacteria of the genus Brucella, whose
species and their respective biovars are often characterized by isolation and
identification of differences in phenotypic tests. The complex and laborious process
of Brucella typing, comprising the danger in handling of microorganisms, delay in
obtaining results and instability of phenotypic characteristics or isolation of atypical
strains, stimulated the search for more sensitive and specific techniques such as
PCR. This technigue would facilitate the epidemiological investigation of human and
animal cases. Several analyses even as sequencing of certain genes and the
complete genome of some species, demonstrated the existence of polymorphisms in
the DNA of Brucella, which can be used to identify them. Due to typing difficulties and
discovery of single polymorphisms in DNA bacterial species, our goals were to
develop specific primers for identification of six species of the genus B. abortus, B.
melitensis, B. suis, B. canis, B. ovis and B. neotomae and standardize PCRs to
identify them with greater sensitivity and speed. We tried to characterize species-
specific molecular markers using random amplification and cloning of specific
fragments to design primers, without satisfactory results. Only one primer based on
polymorphisms already described in the literature was successful for B. abortus
specie differentiation. Thus, we performed the multiple alignment of the complete
sequences of chromosomes | and Il of Brucella species. This approach allowed the
identification of several specie-specific polymorphic events, from which potential
regions were chosen for the design of seven primers (two for B. canis, B. melitensis
and B. ovis, and one for B. canis / B. suis). The analytical specificity of all primers
was verified with the Primer BLAST software. Tests with specific primers were
performed on 18 reference strains of Brucella, including all the six species of the
genus Brucella and 231 field strains of B. abortus, B. canis and B. suis. The PCRs
showed the expected fragment amplification in almost all reference and field strains,
except for the B. canis and the B. canis / B. suis primers. Ours results suggest that
these PCRs are able for Brucella species differentiation.

Keywords: Brucella, species, standardization, PCR, differential diagnosis
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1 INTRODUCAO

A brucelose é uma doenca infecciosa de grande impacto econdmico e
importancia na saude publica e animal, visto que afeta diversas espécies animais e
pode ser transmitida também aos seres humanos. Acredita-se que seja uma das
zoonoses mais importantes em todo o mundo, afetando cerca de 500 mil pessoas ao
ano e provavelmente um nimero ainda maior de animais (LOPEZ-GONI; MORIYON,
2004).

De acordo com os registros da FAO (Food and Agriculture Organization of the
United States), em torno de 97% (720 milhdes) de caprinos, 70% (730 milhdes) de
ovinos, 80% (1.100 milhdes) de bovinos e 77% (726 milhdes) de suinos estdo em
paises subdesenvolvidos, onde os servicos de saude animal e humana geralmente
sao ineficientes, e animais infectados podem ser utilizados para producéao de carne,
leite, 1&, couros, dentre outros. Este fato ainda é agravado devido a brucelose ainda
estar em ascensdo, em regibes como a Europa Oriental, America Latina, Asia,
partes da Africa, Mediterraneo e paises do Oriente Médio e a erradicacdo da doenca
ter sido alcancada por poucos paises desenvolvidos (LOPEZ-GONI; MORIYON,
2004; RYAN; GLARUM, 2008).

A doenca € causada por bactérias do género Brucella, cujas principais
espécies sdo B. melitensis, B. abortus, B. suis, B. ovis, B. canis e B. neotomae
(VIZCAINO et al., 2000). Duas outras espécies B. ceti e B. pinnipedialis, foram
descritas acometendo mamiferos marinhos (CLAVAREAU et al.,, 1998), e mais
recentemente, foram isoladas a B. microti de ratos silvestres com doenca sistémica
na Republica Checa e raposas vermelhas na Austria (HUBALEK et al., 2007;
SCHOLZ et al.,, 2008), e a B. inopinata isolada de uma infeccdo de implante de
mama de uma paciente com sinais clinicos de brucelose (SCHOLZ et al., 2010).

Cada espécie de Brucella pode infectar diferentes espécies animais, mas elas
mostram preferéncia por um determinado hospedeiro para infeccdo. Assim, B.
melitensis é a principal responsavel pela brucelose ovina e caprina; B. abortus
infecta principalmente, bovinos; B. suis causa a brucelose em suinos, lebres e renas.
B. canis é responsavel pela brucelose canina. B. ovis e B. neotomae, causam

respectivamente, epididimite em carneiros e doencga em ratos silvestres do deserto e
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sd0 as Unicas espécies ndo caracterizadas como zoondticas (VIZCAINO et al.,
2000).

As espécies de Brucella e seus biovares costumam ser diferenciados por
andlise de caracteristicas fenotipicas de cultivo, incluindo tipificacdo sorologica para
os antigenos A, M e R, fagotipagem, sensibilidade a corantes, requerimento de
concentracbes elevadas CO,, producdo de H,S e outros processos metabdlicos
(ALTON et al., 1976; CLOECKAERT; VIZCAINO, 2004). Entretanto, além de
laboriosa, varios problemas estdo associados a identificacdo das espécies por este
método, como a necessidade de utilizacdo de equipamentos de protecdo, visando
biosseguranga na manipulacdo dos microrganismos; demora na obtencdo dos
resultados; instabilidade de algumas caracteristicas e o isolamento de linhagens
atipicas com caracteristicas fenotipicas ndo condizentes as normalmente descritas
(BRICKER, 2004).

Na tentativa de solucionar as dificuldades associadas a identificacdo das
espécies e biovares, diversas técnicas moleculares foram realizadas, no sentido de
identificar polimorfismos no DNA que permitissem a tipificacdo molecular dos
membros do género, gerando muitos avancos no diagnostico e na identificacdo das
espécies e biovares de Brucella (GARCIA-YOLDI et al., 2005; OCAMPO-SOSA et
al., 2005).

Estudos de hibridacdo DNA-DNA revelaram alto grau de similaridade (>90%)
entre as seis espécies classicas (VERGER et al., 1985) e as recentemente isoladas
de mamiferos marinhos (VERGER et al., 2000). Sugeriu-se inclusive a constituicao
monoespecifica do género sendo a B. melitensis considerada a espécie
representativa e as demais biovares (VERGER et al., 1985; VERGER et al., 1987).
Entretanto, a organizagdo classica do género foi mantida porque apesar da
similaridade genotipica, sdo observadas diferencas na patogenicidade e na
preferéncia por determinados hospedeiros entre as diferentes espécies. Na tentativa
de explicar tais diferencas, estudos comecaram a buscar polimorfismos no DNA das
espécies e marcadores moleculares capazes de distinguir as espécies e alguns de
seus biovares (VIZCAINO et al., 2000).

A primeira tentativa de analisar a existéncia de variabilidade no DNA, que
possibilitasse a diferenciacdo das espécies de Brucella, foi realizada pela analise do

polimorfismo dos fragmentos de restricdo (RFLP), onde o DNA genbmico das
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espécies foi digerido com vérias enzimas de restricdo e os fragmentos gerados
analisados por eletroforese em gel de agarose (O'HARA et al., 1985).

A eletroforese convencional, entretanto, ndo se mostrou um método poderoso
para separacdo dos fragmentos obtidos com a digestdo de todo genoma, e para
superar os problemas resultantes da complexidade dos perfis gerados recorreu-se a
separacdo dos fragmentos de restricdo por eletroforese de campo pulsétil (PFGE),
que permitiu uma maior identificacdo dos polimorfismos (VIZCAINO et al., 2000;
CLOECKAERT; VIZCAINO, 2004).

Entretanto, a técnica PFGE possui algumas limitagcdes importantes, como a
necessidade de preparacdo do DNA bacteriano para realizacdo dos testes, que
envolve incubacdes extensas, de cerca de dois a quatro dias, e, sobretudo o custo
relativamente alto do equipamento (ARBEIT, 1999).

Analises de alguns loci génicos das espécies de Brucella através de RFLP,
seguido da hibridacdo com sondas contendo sequéncias especificas dos genes
estudados permitiu importantes descobertas, como a auséncia de determinados
genes em algumas espécies (FICHT et al., 1990; VIZCAINO et al., 1997; VIZCAINO
et al., 2004).

A amplificacdo de determinados genes por PCR, seguido pela clivagem
destes por enzimas de restricdo, permitiu a identificacdo de padrdes de restricdo
espécie-especificos nos genes estudados, permitindo a diferenciacdo de algumas
espécies e bhiovares (BRICKER, 2002).

A técnica de PCR-RFLP permite a diferenciacdo de todas as espécies e
biovares, pelos padrdes de restricdo gerados com o estudo de vérios loci génicos
(omp2a, omp 2b, omp25 e omp3l) (BRICKER, 2004), entretanto possui como
inconveniente a necessidade de utilizagdo de um grande numero de enzimas de
restricdo para identificacdo dos polimorfismos, 0 que encarece este tipo de analise.

A analise do polimorfismo de DNA em fragmentos amplificados
randomicamente (RAPD) demonstrou variabilidade entre as estirpes bacterianas
altamente conservadas (FEKETE et al., 1992; TCHERNEVA et al., 2000). Apesar de
demonstrar a variabilidade entre as estirpes sem a necessidade de conhecimento da
sequéncia para o pareamento especifico dos primers, a técnica de RAPD-PCR é de
dificil reprodutibilidade, uma vez que utiliza primers randémicos, pequenos e
arbitrarios, que hibridam de maneira fraca a sequéncia gendémica e sob condi¢ées

permissivas. Assim, minimas alteracées nas condicdes do teste podem influenciar a
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eficiéncia na hibridacdo dos primers e alterar os resultados de maneira significativa
(BRICKER, 2002).

A distribuicdo de sequéncias inseridas (ISs) ao longo do genoma, como a
sequéncia IS711 ou IS 6501, identificada na Brucella, € uma fonte para inducdo de
polimorfismo ao DNA (HALLING; ZEHR, 1990; HALLING et al., 1993). Estudos de
hibridacdo do DNA gendmico das cepas de referéncia e isolados de campo, digerido
com a enzima EcoRI, utilizando a sequéncia IS 711 como sonda, indicaram
variabilidade no numero e distribuicdo das ISs nas diferentes espécies de Brucella
(OUAHRANI et al., 1993).

O ensaio AMOS-PCR aborda o polimorfismo espécie-especifico do elemento
IS 711, para diferenciacdo das espécies de B. abortus (biovares 1, 2 e 4), B.
melitensis (biovares 1, 2 e 3), B. ovis e B. suis (biovar 1), utilizando cinco primers,
sendo um que hibridava ao elemento IS 711 e outros quatro que hibridavam as
regides adjacentes especificas a cada uma das espécies, identificando cada espécie
pelo tamanho do produto amplificado (BRICKER; HALLING, 1994).

Como desvantagens desta técnica, podemos citar a dificuldade de alguns
laboratérios em reproduzir os resultados do AMOS-PCR, devido a natureza multiplex
do ensaio, onde o0s componentes e parametros de amplificacdo devem ser
cuidadosamente controlados para permitir o maximo desempenho de cada primer
(BRICKER, 2002) e adicionalmente, a deficiéncia do ensaio em diagnosticar os
biovares 3 e 6 de B. abortus, observados recentemente como alguns dos mais
prevalentes no Brasil (MINHARRO et al., 2009). Deve-se ainda considerar, que por
natureza, as I1Ss sdo elementos mdveis, e que a mobilidade destas sequéncias pode
comprometer os ensaios baseados na identificagdo das mesmas.

A clonagem e o sequenciamento de varios genes de Brucella spp. permitiram
o conhecimento de alguns marcadores espécies-especificos, dentre eles,
principalmente os que codificam as proteinas de membrana (OMPs) tem se
mostrado interessantes para identificacdo molecular das espécies de Brucella e
alguns de seus biovares (VIZCAINO et al., 2000). Dentre as diferencas mais
relevantes encontradas com o sequenciamento das OMPs, esta uma delecédo de 25
Kb envolvendo o omp31l e outro cluster de genes, relacionadas a sintese de
polissacarideos, presente em todas as cepas de referéncia dos sete biovares de B.
abortus (VIZCAINO et al., 2004).
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O sequenciamento de todo genoma das B. melitensis 16M (DEL VECCHIO et
al., 2002), B. suis 1330 (PAULSEN et al., 2002) e B. abortus 9-941 (HALLING et al.,
2005) também permitiu uma extensa comparacdo dos genomas revelando elevada
similaridade entre estas espécies, em relacdo a composigdo geneética, estrutura e
organizacdo gendmica. Entretanto, foram identificados alguns eventos de insercdes
e delecbes entre os genomas, demonstrando polimorfismos que podem ser Uteis na
diferenciacéo das espécies (HALLING et al., 2005).

A comparacdo entre B. melitensis e B. suis havia revelado 33 regides
especificas do genoma, maiores do que 100 pb, para cada uma das espécies
(PAULSEN et al., 2002). Vérios destes fragmentos identificados como unicos, foram
posteriormente identificados no genoma da B. abortus (HALLING et al., 2005), mas
restaram 22 genes especificos para B. suis e um gene para B. melitensis
(RATUSHNA et al., 2006).

Dentre os polimorfismos encontrados, destacam-se também a descoberta de
dois fragmentos grandes, presentes nos genomas da B. suis e B. melitensis, que
estdo ausentes na B. abortus, sendo um de 2774 bp responsavel pela codificagéo de
proteinas de superficie, e outro de 25 Kb, j& identificado previamente, responsavel
pela sintese de polissacarideos (HALLING et al., 2005) e a presenca de duas
regibes especificas presentes no genoma da B. abortus, que podem ser Uteis na
identificacdo desta espécie, uma com 2 Kb responsavel codificacdo de OMPs® e a
outra com 4 Kb responsavel pela codificacédo de um autotransportador? (HALLING et
al., 2005).

Andlises computacionais dos trés genomas também permitiram a identificacao
de diferencas na sequéncia das espécies, validadas por PCRs e RT-PCRs, que
testaram a transcricdo dos genes. Dentre as diferencas encontradas, citam-se a
auséncia na B. melitensis de genes codificadores de sistemas de transporte de
aminoacidos, presentes nas B. suis e B. abortus; a presenca de genes codificadores
de sistemas de transporte de permeases® identificados exclusivamente para B. suis;
a auséncia apenas no genoma da B. abortus de uma regido de 25Kb contendo
genes envolvidos na sintese de proteinas de membrana e da cadeia O e outros

genes ndo caracterizados?, mas que podem ser novos fatores de viruléncia; a

'BruAb1_0072
*>BruAb2_0168
’ BR952/BR953
4BMEII0835/0837/0838/0840/0845-0847; BRA0420-0422/0427/0429/0430/0432
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existéncia na B. suis de um cluster de genes potencialmente envolvidos em sistemas
de secrecdo (tra/trb); a presenca de um sitio especifico para recombinase®
identificado apenas na B. melitensis (RATUSHNA et al., 2006).

A sequéncia genémica completa da B. melitensis 16M também foi utilizada na
construcdo de um microarray que permitiu a comparacdo do genoma desta espécie
com as demais, revelou a duplicacdo de algumas ORFs na B. ovis®, B. suis’, B.
canis® e B. neotomae® e permitiu a descoberta de nove regides distintas,
designadas ilhas genémicas (Gls), que estavam ausentes nas outras cinco espécies.
As sequéncias encontradas deletadas eram conservadas em varias cepas da
mesma especie e as ilhas gendmicas ausentes numa dada espécie eram sempre
restritas aquela espécie (RAJASHEKARA et al.,, 2004). Considerando-se que as
ilhas genbmicas ausentes em cada espécie sdo diferentes, e que em algumas
espécies encontraram-se ORFs duplicadas, pode-se desenhar primers especificos,
baseados nas delecbes ou duplicacbes descritas para cada espécie, obtendo-se
assim marcadores estaveis para identificacdo das mesmas.

Garcia-Yoldi et al. (2006) desenvolveram um ensaio de multiplex PCR,
denominado Bruce-ladder, utilizando oito pares de primers, que permitiu a
identificacdo e diferenciacéo das cepas vacinais de B. abortus S19, B. abortus RB51
e B. melitensis Revl e de todas as espécies de Brucella, inclusive as isoladas de
mamiferos marinhos. A diferenciacdo entre as espécies e cepas vacinais é realizada
pela comparacao do perfil dos produtos amplificados gerados, que foi diferente para
todas as espécies e cepas testadas.

Os primers foram desenhados segundo diferengas descritas para espécies e
cepas vacinais de Brucella, como (i) a delecdo de 25 Kb compreendendo o gene
omp31 em todos os biovares de B. abortus, (ii) a delecdo de 15 Kb compreendendo
0S gene omp25, wboA e wboB na B. ovis, (iii) a inser¢cdo de uma sequéncia IS711 ao
gene wboA na cepa vacinal RB51 de B. abortus, (iv) a delecdo de 702 bp no locus
ery na cepa vacinal de S19 de B. abortus, (v) a mutacéo especifica no gene rpsL na
cepa vacinal Rev 1 de B. melitensis, (vi) a delecdo de 976 pb no cromossomo |
especifica na B. canis, (vii) a delecdo de 2,2 Kb no cromossomo Il especifica na B.

> BMEI661

6 BMEI1192; BMEI1201-1221; BMEI1815; BMEII0445, BMEII0718
7 BMEI1192

8 BMEI0901

9 BMEI0200; BMEII0867
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neotomae, (viii) a presenca de um fragmento de 2,6 Kb especifico para B. suis,
ausente na B. abortus e B. melitensis e (ix) a presenca de uma IS711 apls a
sequéncia do gene bp26 nas espécies de Brucella isoladas de mamiferos marinhos
(GARCIA-YOLDI et al., 2006).

O ensaio foi testado em 72 amostras, entre isolados de campo de humanos e
animais, e cepas de referéncia. Obtiveram-se os perfis esperados para todas as
cepas e biovares estudados. Nenhum produto foi amplificado com o DNA de 23
bactérias, geneticamente e sorologicamente relacionadas a Brucella, demonstrando
que o ensaio é altamente especifico (GARCIA-YOLDI et al., 2006).

Uma validagcdo da metodologia Bruce-ladder foi posteriormente realizada,
para tal foram escolhidos sete laboratérios europeus, e a mesma metodologia
anteriormente padronizada, foi utilizada por todos os laboratérios, para testar 625
isolados de Brucella, de diversas localidades, incluindo amostras humanas e
animais, e foram obtidos os padrdes de banda esperados para cada espécie de
guase todas as amostras testadas, exceto para nove (41,9%) de 21 amostras de B.
canis testadas que apresentaram o padrdo de bandas esperado para B. suis
(LOPEZ-GONI et al., 2008).

Apesar de permitir a diferenciacdo das varias espécies de Brucella, inclusive
das cepas vacinais e ser bastante especifico, segundo o autor, podemos citar como
desvantagens deste Ultimo ensaio, a complexidade dos perfis de produtos
amplificados gerados e a natureza multiplex do ensaio onde normalmente os limiares
de deteccéo do teste costumam ser menores, e 0S parametros e componentes de
amplificacdo devem ser cuidadosamente controlados para permitir 0 maximo
desempenho de cada par de primer, e outra desvantagem que também nos parece
bastante preocupante, é a incapacidade da metodologia em classificar corretamente

guase metade das amostras de B. canis analisadas.
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2 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista as limitagcbes apontadas no diagnéstico microbiol6gico de
Brucella, no que diz respeito a escolha correta dos materiais a serem cultivados e
principalmente, as dificuldades de identificacdo das espécies pelos métodos
fenotipicos convencionais, assim como as desvantagens apresentadas por alguns
métodos moleculares, utilizados para identificacdo das espécies e biovares de
Brucella, como é o caso (i) dos métodos baseados em PCR-RFLP de genes
especificos, que apesar de permitirem uma identificacdo adequada das espécies e
biovares, necessitam de um grande niumero de enzimas de restricdo e do isolado de
Brucella visto que ndo podem ser utilizados diretamente em amostras clinicas, (ii) do
AMOS-PCR que é um método de dificil reprodutibilidade, tem seu sistema de
identificacdo baseado numa sequéncia mével e ndo permite a identificacdo de
alguns biovares bastante prevalentes em nosso pais e adicionalmente, (iii) da
metodologia Bruce-Ladder, que além de gerar padrdes de amplificacdo dificeis de
serem interpretados, ainda néo discrimina corretamente as espécies de B. canis e B.
suis.

Assim considerando que a chave para 0 sucesso, dos programas de
erradicacédo da doenca em animais, e do tratamento em seres humanos, depende da
rapidez na obtencdo do diagndstico laboratorial definitivo, o escopo deste trabalho
foi utilizar as descobertas de polimorfismos descritos nos genomas das espécies de
Brucella spp., para desenhar primers espécie-especificos, que pudessem ser
utilizados em PCRs que permitiriam a rapida diferenciacdo molecular das espécies,
uma vez que poderiam ser aplicadas tanto para caracterizagcdo de colonias isoladas
como teriam potencial de ser utilizadas diretamente em amostras clinicas humanas
ou oriundas de animais de producdo, domésticos ou silvestres, suspeitas de
brucelose, como método Unico ou auxiliar no diagndstico.

Dentre as vantagens em se padronizar PCRs para o diagnéstico diferencial
das espécies, podemos ressaltar a possibilidade de utilizacdo do ensaio para o
diagndstico direto das infeccBes por Brucella em diversos tipos de amostras clinicas,
além de aliar os conhecimentos epidemiologicos em relagdo a preferéncia por
determinados hospedeiros, para escolha da(s) PCR(s) a serem realizadas para cada
caso em particular, e a maior facilidade de interpretacdo dos resultados.
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3 OBJETIVOS

Tendo em vista as limitagdes apontadas no diagnéstico microbioldgico de
Brucella, as dificuldades de identificacdo das espécies pelos métodos fenotipicos
convencionais, assim como as desvantagens apresentadas por alguns métodos

moleculares, destacam-se como objetivos do trabalho os seguintes itens:

1. Desenhar primers especificos para deteccdo de seis espécies do género
Brucella: B. abortus, B. melitensis, B. suis, B. ovis, B. canis e B. neotomae, utilizando
loci génicos Unicos, que contenham uma sequéncia polimérfica, capaz de diferenciar

uma espécie das demais.

2. Padronizar reacdes em cadeia pela polimerase (PCRs) com finalidade

diagndstica e diferencial de cada espécie, para cada um dos primers desenhados;

3. Avaliar a especificidade analitica das PCRs padronizadas em amostras de
referéncia e isolados de campo de Brucella e em bactérias geneticamente e

sorologicamente relacionadas a Brucella;

4. Sequenciar os produtos amplificados gerados nas PCRs padronizadas e
comparar, as sequéncias obtidas nas PCRs, com as sequéncias de Brucella
disponiveis nos bancos de dados, a fim de caracterizar os l6ci génico estudados

como marcadores de polimorfismo espécie-especificos.
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4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Amostras das cepas de referéncia e isolados de campo de Brucella foram

cultivadas e depois de obtidas culturas puras, elas foram submetidas a confirmacao

bioquimica e a extracdo de DNA com proteinase K. As aliquotas de DNA extraido

foram submetidas a quantificacdo e amplificagdo com os primers ITS género-

especificos para comprovar a eficiéncia da extracao, e as amostras positivas foram

posteriormente utilizadas na caracterizacdo de marcadores moleculares polimorficos

para cada espécie que permitissem o desenho de primers.

A busca de polimorfismos espécie-especificos que permitiram o desenho de

primers foi baseada nas trés estratégias abaixo:

Amplificacdo randdmica das amostras de Brucella com primers
arbitrarios (AP-PCR— Arbitrarily Primed— Polymerase Chain Reaction) e
randémicos (RAPD) — realizada para caracterizar regiées que fossem
conservadas para uma espécie e seus biovares, com a finalidade de

posteriormente desenhar primers para estas regides;

Desenho de primers dirigidos a polimorfismos especificos presentes no
DNA das espécies de Brucella, que estavam descritos na literatura e
encontram-se destacados no Quadro 1 — foram escolhidas inicialmente
trés regibes, uma para cada espécie de B. abortus, B. canis e B. ovis,
para quais foram desenhados primers, para diagnostico e diferenciacao
das espécies;

Desenho de primers dirigidos a polimorfismos especificos presentes no
DNA das espécies de Brucella, descobertos na analise do alinhamento
multiplo das sequéncias do cromossomo | e Il de Brucella que estavam
disponiveis no GenBank até setembro de 2009 — foram comparados 0s
genomas das espécies de Brucella, e analisados simultaneamente os
eventos de delegbes, insercbes, mutacdes e sequéncias repetitivas
(microssatélites) ou qualquer outro evento de polimorfismo entre as

espécies para o desenho de primers espécie-especificos.



ESPECIE

POLIMORFISMO EM REGIAO OU LOCI GENICO *

B. melitensis

B. suis

B. abortus

B. ovis

B. canis

B. neotomae

omp 31b dele¢do 232 pbf
BMEI 1661 sitio especifico para recombinase

BMI 1192 ORF duplicada ©
tra/trb genes Gnicos envolvidos com sistemas de secre¢do &

BR952/BR953 genes Uinicos envolvidos ¢/ sistema transporte de permeases

omp 31 delegdo 25kb d
Gl-4/ GI-8 regibes com 40 ORFs deletadas ©
BruAb1_0072/BruAb2_0168 regides especificas com 2 Kb e 4 Kb, respectivamente ©

omp 2 possui 2 cépias do gene omp2a®

omp 25 dele¢do de 36 pb b

omp 25b/ wboA-wboB delecso de 15 kb

Gl-1/ GI-2/ GI-5/ GI-7/ Gl-9 regiSes com 84 ORFS deletadas °

BMEI 1192/ BMEI 1201-1221/ BMEI 1815/ BMEII 0445/ BMEII 0718 ORFs duplicadas €
omp 22 pequena dele¢do 30 pbf

BMEI 0901 ORF duplicada
Gl-3 regido com 38 ORFs deletadas ©

BMEI 0200/ BMEII 0867 ORFs duplicadas ©
Gl-6 regido com 17 ORFs deletadas ©

*Referéncias: ® FICHT et al., 1990; P CLOECKART et al.,, 1995; < RAJASHEKARA et al., 2004; 9 VIZCAINO et al., 2004;

© HALLING et al., 2005; f GARCIA-YOLDI et al., 2005; € RATUSHNA et al., 2006.
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Quadro 1 — Regibes ou loci génicos de Brucella spp., para os quais ja foi relatada a existéncia de
polimorfismos no DNA e que pode ser testado para diferenciagdo molecular das espécies

Para cada par de primers desenhado foi determinada a temperatura de

anelamento (Ta°C) étima e a melhor concentracdo dos reagentes para reagédo. E se

prosseguiu a determinacdo da especificidade analitica da PCR com o programa
Primer BLAST (ROZEN; SKALETSKY, 2000) e teste nas 18 cepas de referéncia de
Brucella, compreendendo as B. abortus, B. melitensis, B. suis e seus biovares, além

da B. canis, B. ovis e B. neotomae, e em 231 isolados de campo, incluindo B.

abortus, B. canis e B. suis.
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Por fim, os produtos obtidos nas PCRs padronizadas foram sequenciados em
sequenciador automatico de acidos nucléicos ABI 377 e as sequéncias obtidas
foram analisadas e comparadas as demais sequéncias de Brucella spp disponiveis

no Genbank.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Amostras

As seguintes amostras foram mantidas em nosso laboratorio e utilizadas ou

para a busca de marcadores moleculares baseados em RAPD, ou na determinagao

da especificidade analitica das PCRs padronizadas:

(i)

(ii)

(i)

(iv)

17 cepas de referéncia das seis espécies classicas de Brucella e
seus respectivos biovares (Quadro 2), gentiimente cedidas pela
Prof®. Dr®. Marisa da Costa, Depto. De Microbiologia, Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul;

Uma cepa de referéncia de B. canis (ATCC 233365) proveniente do
acervo da Colecdo de Cultura de Bactérias, Laboratério de
Microrganismos de Referéncia, Instituto Nacional de Controle em
Qualidade de Saude - INCQS, Fundacdo Oswaldo Cruz -
FIOCRUZ;

205 isolados de campo B. canis pertencentes a colecdo da Prof®.
Dr?. Lara Borges Keid, Departamento de Zootecnia, Faculdade de

Zootecnia e Engenharia de Alimentos, USP;

21 isolados de campo de B. abortus, gentilmente cedidos pela Dr®.
Eliana Scarcelli Pinheiro, Pesquisadora do Instituto Bioldgico, Centro
de Pesquisa e Desenvolvimento de Sanidade Animal, Laboratério de

Doencas Bacterianas da Reproducéo;
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DNA de cinco isolados de campo B. suis provenientes do Nucleo de

Colecdo de Microrganismos, Depto. Técnico de Saude do Instituto

Adolfo Lutz.

ESPECIE

BIOVAR

ESTIRPE *

B. melitensis

B. suis

B. abortus

B. ovis

B. canis

B. neotomae

H W N =

O OVV1-h W N =

16 M (ATCC 23456; BCCN R1)
63/9 (ATCC 23457; BCCN R2)
Ether (ATCC 23458; BCCN R3)

1330 (ATCC 23444; BCCN R12)
Thomsen (ATCC 23445; BCCN R13)
686 (ATCC 23446; BCCN R14)
40 (ATCC 23447; BCCN R15)

544 (ATCC 23448; BCCN R4)
86/8/59 (ATCC 23449; BCCN R5)
Tulya (ATCC 23450; BCCN R6)
292 (ATCC 23451; BCCN R7)
B3196 (ATCC 23452; BCCN R38)
870 (ATCC 23453; BCCN R9g)
C68(ATCC 23455; BCCN R11)

63/290 (ATCC 25840)
RM6/66 (ATCC 23365; BCCN R18)

5K33 (ATCC 23459; BCCN R16)

® ATCC - American Type Culture Colletion; BCCN - Brucella Culture Collection, Nouzilly, France

Quadro 2 — Amostras de referéncia de Brucella, identificadas por espécie, biovar e estirpe, utilizadas
na determinacao da especificidade analitica das PCRs padronizadas

5.2 Manutencéo das Cepas Bacterianas

As cepas padrdo e isolados de campo de Brucella foram mantidas no

Laboratério de Biologia Molecular Aplicada e Sorologia, da FMVZ — USP — SP,

congeladas a —80°C em caldo Fosfato Triptose (OXOID) acrescido de glicerol a 25%.

As culturas foram realizadas em agar Triptose (OXOID), acrescido de soro fetal
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bovino a 5%, e incubadas a 37°C em aerobiose ou microaerofilia dependendo das

exigéncias da espécie, por 72 horas ou até aparecimento de colonias.

5.3 Cultivo e identificagdo das amostras de Brucella spp.

As amostras de referéncia de Brucella foram descongeladas e cultivadas em
agar Triptose (Tryptose Agar — DIFCO) acrescido de soro fetal bovino a 5%. As
placas de cultivo foram incubadas a 37°C em aerobiose ou microaerofilia,
dependendo das exigéncias da espécie, por 72 horas ou até aparecimento de

colonias.

As colbnias isoladas foram identificadas segundo Alton et al. (1976), sendo
primeiramente submetidas as provas de catalase e oxidase, e paralelamente
cultivadas nos caldos nitrato (Nitrate Broth — DIFCO) e uréia (Urea Broth — DIFCO), e
nos meios de SIM (Sulfide Indol Motility- BBL), TSI (Triple Sugar Iron Agar — DIFCO),
Citrato de Simmons (Simmons Citrate Agar — DIFCO), e em tubos contendo agar
Triptose (Tryptose Agar — DIFCO) onde em seguida foram colocadas tiras com papel
filtro banhado com acetato de chumbo para verificacdo da producdo de H,S. As
colbnias também foram cultivadas em placas contendo diferentes concentracées dos
corantes Tionina (1:25.000; 1:50.000 e 1:100.000) e Fucsina basica (1:50.000 e
1:100.000). E adicionalmente, foi realizada a observacdo da morfologia lisa ou

rugosa das colbnias pelas provas da acriflavina e coloracao pelo cristal de violeta.

As caracteristicas bioquimicas e morfoldgicas diferenciais das espécies de
Brucella e seus biovares estdo apresentadas no Quadro 3, adaptado de Alton et al.
(1976)



Provas Bioquimicas

Provas Morfoldgicas

Cultivo com corantes * Coloragdo
L. . Necessidade . Reacdo  Atividade Motilidade Utilizagdo  Utilizagdo Produgdo Tionina Fucsina Acriflavina Cristal
Espécie Biovar Catalase = Oxidase : - ; i i
de CO2 de Nitrato  Ureasica (SIM)  aglcares (TSI) de Citrato deH2S a b c b c Violeta
1 - + + + +(variavel) - - - - - + + + + Suspensdo N&o se coram
B. melitensis 2 - + + + +(varidvel) - - - - - + + + + Suspensdo N&o se coram
3 - + + + +(varidvel) - - - - - + + + + Suspensdo Nao se coram
1 +(-)** + + + +(1-2h)*** - - - + - - - + + Suspensdo Nao se coram
2 + + + + +(1-2h) - - - + - - - - - Suspensdao Nao se coram
3 +(-) + + + +(1-2h) - - - + + + + + + Suspensdo Nao se coram
B. abortus 4 +-) + + + +(1-2h) - - - + - - - + + Suspensdo N&o se coram
5 - + + + +(1-2h) - - - - - + + + + Suspensao Nao se coram
6 - + + + +(1-2h) - - - -ou+ - + + + + Suspensao Nao se coram
9 -ou+ + + + +(1-2h) - - - + - + + + + Suspensdo Nao se coram
1 - + + + +(0-30min) - - - ++ + + + - - Suspensdao Nao se coram
B. suis 2 - + + + +(0-30min) - - - - - + + - - Suspensdao Ndo se coram
3 - + + + +(0-30min) - - - - + + + + + Suspensao Nao se coram
4 - + + + +(0-30min) - - - - + + + + + Suspensao Nao se coram
B. neotomae 1 - + - + +(0-30min) - - - + - - + - - Suspensdo Nao se coram
B. ovis 1 + + - - - - - - - + + + + + Aglutinagdo  Coram-se
B. canis 1 - + + + +(0-30min) - - - - + + + - + Aglutinagao  Coram-se

* a diferenciagdo das espécies se faz em dgar triptose com as seguintes dilui¢es do corante a) 1:25.000, b)1:50.000 e ¢)1:100.000; ** +(-) prova geralmente positiva, mas pode encontrar-se variedades negativas, como a cepa 19; *** o

biotipo 544 é atipico e pode ndo apresentar atividade uredsica

Quadro 3 — Caracteristicas bioquimicas e morfologicas diferenciais das espécies do Género Brucella e seus biovares, adaptado de Alton et al. (1976).

ov
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5.4 Extracdo de DNA das amostras de Brucella pelo Método da Proteinase K
(PK)

Depois de identificadas, as col6nias tiveram seu DNA extraido, e para tal uma
alcada da cultura pura foi adicionada a microtubos de PCR contendo 1mL de uma
solugdo tampdo de Tris-EDTA (10mM TrisHCI, pH 8 e 1mM EDTA, pH 8). Os
microtubos contendo cultura pura foram submetidos a fervura a 105°C por cerca de
40 minutos até uma hora, para inativagdo das brucelas e para que o material
pudesse entdo ser manipulado na bancada sem risco de contaminacdo do
manipulador. Depois de inativadas, as amostras estavam prontas para extracao e
podiam ser congeladas a -20°C para serem submetidas a extracdo de DNA quando

conveniente.

O protocolo de extragcdo de DNA bacteriano com PK foi realizado segundo
Ausubel et al. (1999). A solucao tampéao de TE contendo as bactérias oriundas de
cultura pura foi centrifugada a 13.000g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante obtido
foi descartado, enquanto o sedimento foi mantido em incubagcdo com 400uL de
solucédo de lise composta por 1% SDS, 100mmol NaCl, 20mmol/L Tris-HCI pH 8,
25mmol/L EDTA pH 8 e 10ug/mL PK (Invitrogen) overnight a 37°C ou por duas horas
a 56°C.

Para a purificacdo das amostras, adicionou-se 500uL de fenol, e a mistura
depois de homogeneizada, foi centrifugada a 13.000g por 5 minutos a 4°C. O
sobrenadante (cerca de 400uL) contendo o DNA foi transferido para um novo
microtubo, onde posteriormente foi adicionado volume equivalente ao recuperado de
uma solucédo de fenol-cloroférmio (v/v). A mistura foi homogeneizada e novamente
centrifugada a 13.000g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante (cerca de 300uL) foi
novamente transferido a um novo microtubo e a ele foi adicionado 0 mesmo volume
recuperado de uma solucdo de propanol. Apés homogeneizacdo manual, as
amostras foram mantidas em freezer a -20°C por no minimo duas horas, ou
overnight.

Seguiu-se a precipitacdo das amostras, procedendo a centrifugacdo destas a
13.000g por 30 minutos a 4°C. Desprezou-se o sobrenadante e o pellet foi re-
suspendido em 1mL de etanol a 70%. O material foi centrifugado pela segunda vez a
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13.000g por 30 minutos a 4°C e o sobrenadante foi novamente desprezado. Os
microtubos foram deixados em posi¢céo invertida sobre papel toalha a temperatura
ambiente, ou em banho-seco a 56°C por 10 minutos, até o pellet estar

completamente SecCoO.

Por fim, adicionou-se 100uL de TE nas amostras e estas foram
homogeneizadas e incubadas em banho-seco a 56°C por 30 minutos. Apés uma
nova homogeneizagéo as amostras foram armazenadas no freezer a -20°C até a sua

utilizacao.

5.5 Quantificacdo do DNA Extraido

Aliquotas da solucdo de DNA extraido, de todas as amostras padrdo de
Brucella, foram diluidas 1:100 em TE e posteriormente submetidas a leitura
espectrofotométrica nos comprimentos de onda 260 e 280 nm em espectrofotdmetro
BECKMAN DU® 640 (BECKMAN, Fullerton, CA, USA). A razdo das absorbancias
obtidas por leitura espectrofotométrica das amostras nos comprimentos de onda 260
e 280 nm (Aze0/A2g0) foi considerada para a determinagao da concentracdo de DNA e

do grau de pureza da amostra.

5.6 Amplificacdo das amostras de Brucella spp. com os primers género-
especificos ITSgs € ITS279

Todas as amostras de Brucella spp. descritas no 5.1, depois de extraidas,
foram submetidas a PCR com os primers género- especificos ITSgs € ITS279,
segundo o protocolo por Keid et al. (2007), para assegurar 0 sucesso do processo
de extracdo antes de serem utilizadas para amplificacdo randémica e nos testes de

especificidade analitica dos primers.
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5.7 Busca de marcadores moleculares espécie-especificos baseados em
amplificacdo randémica

Utilizou-se amplificacdo randémica com primers arbitrarios (AP-PCR-
Arbitrarily Primed— Polymerase Chain Reaction) e randdmicos (RAPD) para tentar
caracterizar marcadores moleculares espécie-especificos que fossem conservados
para diversos biovares de uma mesma espécie, para posteriormente desenhar
primers para estas regioes.

Esta metodologia foi utilizada visto que marcadores derivados de RAPD,
denominados SCARs (Sequence characterized amplified region), ja haviam sido
caracterizados para Cryptosporidium parvum, Eimeria spp. e Trypanossoma cruzi
(MORGAN et al., 1996; BRISSE et al., 2000; FERNANDEZ et al., 2004) e que a
analise de polimorfismo em fragmentos amplificados randomicamente (RAPD)
também ja havia revelado padrdes de amplificacdo diferentes para 25 cepas de
Brucella (FEKETE et al., 1992).

A metodologia seguida para as reacOes de amplificagdo randémica por AP-
PCR e RAPD, diferenciou-se apenas nos primers e na temperatura de anelamento

utilizados.

5.7.1 Primers

A amplificacdo randémica por AP-PCR foi realizada utilizando-se o primer
APOT7F (5"- GAK GCA RCT WGA AAA GCA -3"), que estava disponivel em nosso
laboratério e apesar do tamanho relativamente grande (18pb) foi utilizado por
possuir alguns sitios degenerados.

A amplificagdo randémica por RAPD foi realizada com quatro primers, o Ps
(5-CGGCCACTGT-3),P4(5-CGGCCCCTGT-3)eP5(5-CGGCCCCGGT
-3") que ja haviam sido descritos por Fekete et al. (1992) e 0 OPLO4 (5- GAC TGC
ACA C -3’) que ja havia sido referido por Tcherneva et al. (2000), sendo que cada

primer foi utilizado isoladamente numa reagao diferente.
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5.7.2 Amostras

O ensaio de AP-PCR com primer APO7F foi testado nas 18 amostras de
referéncia de Brucella e em 19 cepas isoladas de campo de B. canis, entretanto
devido a dificuldade em se analisarem os diferentes padrdes de bandas dentro de
um mesmo gel de agarose e a dificuldade ainda maior em analisar estes padrbes
entre géis diferentes, os ensaios de RAPD foram realizados apenas com as 18
amostras de referéncia de Brucella e trés cepas isoladas de campo de B. canis, que

podiam ser analisados dentro de um mesmo gel de agarose.

5.7.3 Condicbes de Amplificacao

As reacbes de amplificacdo foram realizadas em 50ul de volume final
consistindo de 5ul de primer (10pmol/ul); 2,5ul de 10x PCR Buffer (Invitrogen); 1,0ul
de MgCl, (60mM); 0,5ul de dNTP (10mM) e 0,3ul de Platinum TagDNA polimerase
(Invitrogen).

Como as concentracdes finais de DNA extraido foram diferentes para cada
um dos biovares das espécies de referéncia Brucella,assim como para as cepas de
campo de B. canis, com a finalidade de n&o favorecer a amplificacdo de algum
biovar ou espécie, adicionou-se volumes diferentes de DNA extraido a rea¢do, mas
sempre totalizando 20ng de DNA na reacao final.

As condicbes de amplificacdo por AP- PCR consistiram de desnaturacéo
inicial de 95°C durante 2 minutos; 40 ciclos de 95°C por 30 segundos, 42°C por 30
segundos e 72°C por 30 segundos e extensao final de 72°C durante 10 minutos.

Entretanto, as condicdes de amplificacdo por RAPD foram alteradas, de
maneira a tornarem-se mais permissivas e favorecerem a hibridagéo e amplificacéo
dos primers, sendo a desnaturacao inicial de 95°C por 2 minutos; 40 ciclos de 95°C
por 30segundos, 37°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos e a extensao final

de 72°C durante 10 minutos.
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5.7.4 Visualizac&o dos Produtos Amplificados

Os produtos amplificados randomicamente foram analisados juntamente com
o marcador de peso molecular com fragmentos multiplos de 100 pares de base (pb)
(GeneRuler™ 100 pb DNA Ladder), por eletroforese em gel de agarose a 2%, em
cuba horizontal, imersos em tampé&o TBE (Tris-Borato 0,045M; EDTA 1mM).

Em cada orificio do gel, foram depositados 10 pl de cada amostra misturada a
dois pl de corante de amostra (30% de glicerol; 0,25% de azul de bromofenol). O gel
foi submetido a voltagem constante de 6-7 V/cm e ap0s a corrida eletroforética, foi
corado em solucdo de brometo de etideo (0,5ug/ml) por 15 a 20 minutos. A
visualizacdo dos padrées de amplificacdo foi realizada através de transluminacao

com luz ultravioleta.

5.7.5 Purificacédo dos produtos amplificados randomicamente

Apos a separacao dos produtos amplificados pela eletroforese, as bandas de
interesse que poderiam representar possiveis marcadores moleculares, que
estavam presentes em apenas uma espécie e se mantinham em seus biovares,
foram recortadas do gel e purificadas com o kit GFX™ (Amersham Biosciences), de

acordo com as instrucdes do fabricante.

5.7.6 Clonagem dos produtos amplificados randomicamente

O kit TOPO TA cloning kit for sequencing (Invitrogen) foi empregado para a
clonagem dos produtos obtidos nos ensaios de amplificacdo randdmica que se
destacaram como possiveis marcadores moleculares para alguma espécie. Os
produtos de PCR foram inseridos em plasmideos pCR®4-TOPO® e o produto final
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foi empregado para transformar linhagens de Escherichia coli TOP10, seguindo
estritamente as condicbes do fabricante do kit. As coldnias transformantes

(resistentes a Ampicilina) foram recuperadas e submetidas a extragdao de DNA

plasmidial.

5.7.7 Extracado de DNA plasmidial

A extragcdo do DNA plamidial foi realizada segundo protocolo descrito por
Ausubel et al. (1999). Inicialmente, centrifugou-se 1,5mL das colbnias
transformantes a 5.000g por 1 minuto a 12°C, descartou-se o sobrenadante e o
pellet foi ressuspendido em 100uL de uma solucédo de GTE (50mM glicose, 25mM
Tris HCL pH8, 10mM EDTA). A mistura foi deixada em incubagéo por 5 minutos a
temperatura ambiente. Ao final deste tempo, adicionou-se 200uL de uma solucéo de
NAOH/SDS (0,2M NaOH e 1% SDS (p/v)), procedeu-se a homogeneizacdo e o

microtubo contendo as amostras foi deixado em gelo por 5 minutos.

Seguiu-se uma nova centrifugacdo a 5.000g por 3 minutos a 12°C, o
sobrenadante (cerca de 400uL) contendo o DNA, foi recuperado para um novo
microtubo e adicionou-se 800uL de etanol 95%. A amostra permaneceu por 2
minutos em descanso a temperatura ambiente e seguiu-se uma terceira
centrifugagdo a 5.000g por 3 minutos a 12°C. Lavou-se o pellet com 1mL de etanol
70% e os microtubos foram colocados em banho-seco a 56°C por 10 minutos, até o
pellet estar completamente seco.

Por fim, adicionou-se 30uL de TE nas amostras e estas foram
homogeneizadas e incubadas em banho-seco a 56°C por 15 minutos. Apdés uma
nova homogeneizacdo, as amostras foram armazenadas no freezer a -20°C até a

sua utilizag&o.
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5.7.8 PCR para obtencdo de material para o sequenciamento a partir do plasmideo

Apés extracdo, os plasmideos foram usados como amostra em uma PCR
empregando os primers T3(5"- ATT AAC CCT CAC TAAAGG GA -3) e T7 (5'- TAA
TAC GAC TCA CTA TAG GG -3°) ou Mi3r (5°- GTA AAACGACGG CCA G -3) e
Misr (5°- CAG GAA ACA GCT ATG AC -3") disponiveis no kit para clonagem e
complementares a regides do plasmideo.

Algumas tentativas foram realizadas para determinacdo das condi¢cdes de
reacdo de PCR e os melhores resultados foram obtidos realizando-se as PCRs em
50 ul de volume final consistindo de 31,4ul de agua ultrapura; 5,0ul de 10x PCR
Buffer (Invitrogen); 2,5ul de cada primer (10pmol/ul); 2,0ul de MgCl,; (50mM); 1,0ul
de dNTP (10mM); 0,6l de Platinum TagDNA polimerase (Invitrogen) e 5,0ul de DNA
plasmidial extraido.

Apos determinacdo da melhor temperatura de anelamento dos primers, as
melhores condicbes de amplificacdo foram determinadas em desnaturacéo inicial de
94°C durante 3 minutos; 25 ciclos de 94°C por 1 minuto, 49,7°C por um minuto e

72°C por um minuto e 30 segundos e extensao final de 72°C durante 10 minutos.

Os produtos desta PCR correspondiam a um fragmento do tamanho do
inserto que foi adicionado ao plasmideo somado a cerca de 100 nucleotideos
correspondentes a regides do plasmideo que flanqueiam o sitio de clonagem
guando foram utilizados os primers Tz e T; ou com cerca de 230 nucleotideos

guando foram utilizados os primers Mi3r € Mi3r.

5.7.9 Sequenciamento

As reacbes de sequenciamento foram realizadas pelo protocolo de

terminacdo de Sanger, conforme especificado abaixo.
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5.7.9.1 Purificagéo dos produtos amplificados por Tz e T7 ou Mi3r € Mi3r

Os produtos de PCR de tamanho esperado foram recortados do gel de
agarose a 1,5% com lamina de bisturi. Esses fragmentos foram eluidos do gel e a
purificacdo do DNA foi realizada com o kit GFX™ (Amersham Biosciences),

conforme instrugdes do fabricante.

5.7.9.2 Quantificagédo dos Produtos de PCR Purificados

Realizou-se uma nova eletroforese para estimar a concentracdo de DNA
presente nas amostras purificadas. Para isso, comparou-se uma aliquota de 5 pl do
produto purificado com o padrdo Low Mass DNA Ladder (Gibco BRL-
Gaytherburg/USA), utilizando a tabela fornecida pelo fabricante, para se obter a

concentracdo de DNA presente nas amostras em ng/ul.

5.7.9.3 Reacao de Sequenciamento

Para a reacdo de sequenciamento utilizou-se o kit ABI PRISM™ Big Dye
Terminator™ (Applied Biosystems) e as quantidades de reagentes utilizados na
reacao foram determinados a partir da concentracdo do DNA purificado. Para uma
reacdo com 20ul de volume final, foram utilizados 4uL de BigDye 3.1 (Applied
Biosystems™), 4uL de 5x Sequencing buffer (Applied Biosystems™), 0,4uL de cada
primer (10 pmol/uL) senso e antisenso em reacfes separadas, 20ng do DNA e agua
ultrapura g.s.p. 20uL.

A reacdo de sequenciamento foi realizada sempre sob as seguintes
condicdes, uma desnaturacéo inicial a 96°C por 1 minuto e 40 ciclos de 96 °C por 15
s, 50°C por 15 s e 60°C por 4 minutos. Em seguida, as amostras foram mantidas a
4°C embrulhadas em folhas de aluminio até a sua precipitacao.
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5.7.9.4 Precipitacdo do DNA

Para precipitagdo das amostras, adicionaram-se 80 pl de isopropanol a 75%
(v/v em &gua). Apds a homogeneizacao, as amostras foram incubadas por 15 a 20
minutos em temperatura ambiente em local escuro. Em seguida, foram centrifugadas
a 12.000 g por 25 minutos a 25°C. O sobrenadante foi descartado com o auxilio de
pipeta e em seguida adicionou-se 250 ul de etanol a 70% (v/iv.em agua). As
amostras foram homogeneizadas e centrifugadas a 12.000 g por 5 minutos a 25°C.
O etanol foi removido com a pipeta e as amostras foram colocadas em banho seco a
95°C por cerca de 5 minutos, até a secagem completa dos microtubos. As amostras
foram mantidas a —20°C até o momento do sequenciamento.

Antes de serem submetidas a eletroforese em sequenciador automatico
modelo ABI Prism™ 377 DNA Sequencers (Applied Biosystems, USA), as amostras
foram homogeneizadas com 3,4 pl de formamida e Blue Dextran-EDTA (Applied
Biosystems, USA) na proporcao de 5:1, desnaturadas a 95° por 3 min e colocadas

no gelo por 2 min.

5.7.9.5 Edicéo de sequéncias

Os cromatogramas gerados a partir do sequenciamento, para as sequéncias
senso e antisenso de cada clone, foram submetidos ao aplicativo Phred/Phrap
online’ para avaliagdo da qualidade das bases, sendo utilizadas apenas as posicées
com escore maior do que 20, ou seja, menos de um erro a cada 100 bases

sequenciadas.

O contig entre as sequéncias senso e antisenso de cada clone foi obtido com
o aplicativo CAP3 online?. Os contigs obtidos foram posteriormente submetidos &
andlise pelo aplicativo online VecScreen®, com o intuito de verificar contaminacdes

por vetor. Utilizado o programa Bioedit v. 7.0.9.0, as regides correspondentes ao

' Phred/Phrap Aplicativo disponivel em: <http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/>. Acesso em: 2009.
* CAP 3 Aplicativo disponivel em: <http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/>. Acesso em: 2009.
3VecScreen Aplicativo disponivel em:< http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html>. Acesso em: 2009.
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vetor pCR®4-TOPO® foram extraidas das sequéncias dos contigs e a sequéncia
final de cada possivel marcador foi submetida & BLASTn* e comparadas as

sequéncias disponiveis nos bancos de dados online.

5.8 Busca de marcadores moleculares espécie-especificos baseados em
polimorfismos de sequéncias de DNA

Utilizando-se trés regides polimorficas no DNA de B. canis, B. ovis e B.
abortus, descritas na tabela 1, foram desenhados trés pares de primers, com
caracteristicas termodinamicas compativeis entre si, que foram testados para
padronizar PCRs com finalidade diagnéstica para diferenciacdo molecular destas

espécies, como descrito a seguir.

5.8.1 Desenho de primer espécie-especifico para diagnéstico de B. canis (BcanS
307_328 e BcanAS 528 546)

Segundo a descricdo de Rajashekara et al. (2004), da existéncia de uma
delecédo de 976pb no DNA do cromossomo | de B. canis, confirmada pelo proprio
autor com o par de primers BMEI 1434F (5"- GCC AGC CAC AGG ATCAGG TGA T
-3") e BMEI 1436R (5'- GGA TCC GTT CGT TTC GCT CG -3") e por Lopez-Gofii et
al. (2008) com o par de primers BMEI 1436f (5- ACG CAG ACG ACC TTC GGT AT
-3") e BMEI 1435r (5°- TTT ATC CAT CGC CCT GTC AC -3"), utilizou-se também
esta delecdo para se desenhar um par de primers, diferencial para B. canis, que
flanqueassem a regido da delecdo, obtendo-se assim a amplificacdo de um
fragmento menor para a B. canis, do que para as demais espécies que ndo possuem
a delecdo, como demonstrado no Figura 1.

Assim, no programa Bioedit v. 7.0.9.0 (HALL, 1999), foi realizado o
alinhamento manual de uma parte da sequéncia do cromossomo | de B. canis ATCC

4 BLASTn Aplicativo disponivel em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST>. Acesso em: 2009.
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23365, B. suis ATCC 23445°, B. suis ATCC 23445’, B. suis ATCC 23445°, B. suis
1330°, B. melitensis biovar Abortus 2308'°, B. abortus biovar 1 str. 9-941 !, B.
abortus S19%, B. melitensis 16M™ e B. ovis ATCC 25840 disponiveis no GenBank,
localizou-se a regido da delecdo na B. canis e utilizou-se a sequéncia conservada
em todas as espécies que flanqueia a delecdo na B. canis para o desenho de um
novo par de primers, denominado de BcanS 307_328 (5°- AAA GTG TAA ACC GCT
GCC ATA A -3’) e BcanAS 528 546 (5'- AAC AAG CCG CAA ACG AAA G -3’), com
o programa Primer Premier 5.0%.

A especificidade dos primers foi testada pelo aplicativo Primer BLAST'® que
revelou amplificagdo dos seguintes fragmentos: 240 pb B. canis ATCC 23365 , 1180
pb para B. ovis ATCC 25840, 1266 pb para B. melitensis biovar Abortus 2308, B.
abortus biovar 1 str. 9-941, B. abortus S19 e B. melitensis 16M, e 1307 pb para B.
suis ATCC 23445 e B. suis 1330

Primer BcanS Primer BcanAS

(I e HEETBhb I

Primer BcanS Primer BcanAS
AR [

|'~|

Figura 1 — Desenho esquematico da localizacéo dos primers BcanS 307_328 e BcanAS 528 546
frente a delec&o estudada de B. canis e dos tamanhos dos amplificados esperados

> (gi[161334802|gb|CP000872.1|)
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Produced by Primer Premier, PREMIER Biosoft International, www.Premier Biosoft.com
*® Aplicativo disponivel online em: < http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHomeAd>. Acesso em:2009.
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5.8.2 Desenho de primer espécie-especifico para diagnéstico de B. ovis (BovS
126_149 e BovAS 571_593)

Utilizou-se as descri¢cdes de Vizcaino et al. (2004) e Garcia-Yoldi et al. (2006)
de uma delecdo de 15kb, incluindo os genes omp 25b e wboA — wboB no
cromossomo | de todas as cepas de B. ovis, para desenhar um par de primers
diferencial para esta espécie. Neste caso utilizou-se também a regido que
flanqueava a delecéo para desenho dos primers e como resultado, espera-se obter
amplificacdo de um fragmento correspondente tamanho do sitio de anelamento dos
primers na B. ovis, e ndo se esperava amplificagdo para as outras espécies, pois 0
tamanho do fragmento a ser amplificado deveria ser maior do que os 15kb da
delecdo, o que ainda € impossivel com as condicbes de reacao utilizadas, como
demonstrado na Figura 2.

Assim, no programa Bioedit v. 7.0.9.0, alinhou-se manualmente uma parte
das sequéncias do cromossomo | de B. melitensis biovar Ovis 63/290 site of large
deletion involving omp25b and wboA'’, B. ovis ATCC 25840, B. suis ATCC
23445, B. melitensis 16M?°, B. abortus biovar 1 str. 9-941%, B. canis ATCC
233657 disponiveis no GenBank, localizou-se a regido da delecéo e utilizou-se a
sequéncia conservada em todas as espécies que flanqueava a delecdo na B. ovis
para o desenho de um novo par de primers, denominado de BovS 126_149 (5’- GTT
CGA GAG AAG CAC GAT TAT CG -3’) e BovAS 571_593 (5’- GCC GCA TAC AGG
ATT GTG ATA GA -3') com o programa Primer Premier 5.0%.

A especificidade dos primers foi testada pelo aplicativo Primer BLAST?. A
busca de especificidade revelou amplificacdo de fragmento com 468pb apenas para
B. ovis ATCC 25840 e B. melitensis biovar Ovis 63/290 site of large deletion

involving omp25b and wboA.

"7 (gil46251223|gb|AY484543.1])

8 (gi|148558820]|ref| NC_009505.1])

19 (gi|163842277|ref|[NC_010169.1|)

*°(gi|17986284|ref[NC_003317.1|)

*! (gi|62288991|ref|NC_006932.1])

*? (gi[161617991|ref|[NC_010103.1|)

3 Produced by Primer Premier, PREMIER Biosoft International, www.Premier Biosoft.com
*4Aplicativo disponivel online em: < http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHomeAd>. Acesso em:2009.
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Figura 2 — Desenho esquematico da localizacdo dos primers BovS 126 149 e BovAS 571 593
frente a delec&o estudada de B. ovis e do tamanho do amplificado esperado

6.8.3 Desenho de primer espécie-especifico para diagnostico de B. abortus (BabS
1484 1502 e BabAS 1893 1874)

Desenhou-se um par de primers diferencial para B. abortus, considerando-se
a existéncia de uma delecdo de 25kb no cromossomo Il de todas as cepas de
referéncia dos sete biovares de B. abortus, compreendendo o gene omp31 e outro
cluster de genes, descrita por Vizcaino et al. (1997); Vizcaino et al. (2004) e Halling
et al. (2005).

Como se utilizou para o desenho dos primers a sequéncia conservada em
todas as espécies, que flanqueava a delecdo na B. abortus, para esta espécie
espera-se obter amplificagdo de tamanho correspondente ao sitio de anelamento
dos primers. Para as outras espécies o tamanho do fragmento a ser amplificado
deveria corresponder aos 25kb da delecdo mais a regido correspondente ao
anelamento dos primers, 0 que ainda é impossivel com as condicbes de reacao
utiizadas, portanto nas outras espécies nado se espera amplificacdo, como
demonstrado na Figura 3.

No programa Bioedit v. 7.0.9.0, alinhou-se manualmente as sequéncias B.
melitensis Bmel8 gene, partial cds; Bmel9, Bmel6, Bmel7, Bme20, Bme21,
Bme22, Bme23, Bme24, Bme25, Bme26, Bme27, Bme28, Bme29, Bme30, Bme31,

Bmel, Bme2, Bme3, Bme4, outer membrane protein (omp31), Bme6, Bme7, Bme8,
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Bme9, BmelO, Bmell, Bmel2, Bmel3, and Bmel4 genes, complete cds; and
Bmel5 gene, partial CDs*® e B. melitensis biovar Abortus 2308 chromosome I,
complete sequence?® disponiveis no GenBank, para confirmar a delecéo.

Posteriormente, alinharam-se estas duas sequéncias as demais sequéncias
do cromossomo Il de B. melitensis biovar Abortus 2308%’, B. abortus biovar 1 str. 9-
941 %, B. abortus S19%°, B. canis ATCC 23365%, B. suis ATCC 23445%, B. suis
ATCC 23445%, B. suis ATCC 23445, B. suis 1330**, B. melitensis 16M >* e B. ovis
ATCC 25840 * e utilizou-se a sequéncia conservada em todas as espécies que
flanqueava a delecdo na B. abortus para o desenho de um novo par de primers,
denominado de BabS 1484 1502 (5’- GTC CTG TGG TCC TGA TGG G -3’) e
BabAS 1893 1874 (5’- GAT ACG TGC AAC GGT GAG TG -3’) com o programa
Primer Premier 5.0%".

A especificidade dos primers foi testada pelo aplicativo Primer BLAST®. A
busca de especificidade revelou amplificacdo de fragmento com 410 pb apenas para
B. abortus S19, B. abortus biovar 1 str. 9-941 e B. abortus strain 544 uracil permease

homolog (bme16) and Bmell (bmell) genes, partial cds>°.

* (gi[16740531|gb|AF076290.2|AF076290)

2% (gil83268957|ref[NC_007624.1])

%7 (gi|82698932|ref[NC_007618.1|)

28 (gi|62288991|ref|NC_006932.1)

9 (gi[189023268|ref|INC_010742.1])

3°(gi|161334802|gb|CP000872.1])

3! (gi|163673000|gb|CP000911.1])

3 (gi|163842277|ref|NC_010169.1])

33 (gi[163673000|gb|CP000911.1|)

3% (gi|56968325|ref|[NC_004310.3|)

3 (gi|17986284|ref[NC_003317.1|)

3% (gi[148370077|gb|CP000708.1])

3 Produced by Primer Premier, PREMIER Biosoft International, www.Premier Biosoft.com
3¥aplicativo disponivel online em: < http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHomeAd>. Acesso em:2009.

39 (AF076288.1)
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Primer BabS Primer BabAS

OO Delecio de 25.000pb I

Primer BabS Primer BabAS
TR (TN

)

Figura 3 — Desenho esquematico da localizagdo dos primers BabS 1484 1502 e BabAS
1893 1874 frente a delecdo estudada de B. abortus e do tamanho do amplificado
esperado

6.8.4 Desenho de novo primer espécie-especifico para diagnéstico de B. abortus
(Babl)

Visto que o par de primers BabS e BabAS, apresentou os resultados
esperados, como sera comentado posteriormente, utilizando-se o programa Primer
Premier 5.0, foi desenhado um primer Babl (5'- CGT GGC TGA AAT GGT GGA -
3’) dirigido para a regido que esta deletada na B. abortus, mas que esta presente
nas outras espécies. Este terceiro primer foi desenhado com a finalidade de sempre
se conseguir a amplificacdo de um fragmento, tanto no caso de se ter um isolado de
B. abortus quanto de se ter um isolado de qualquer outra espécie.

Espera-se que este primer Babl atue em conjunto com o primer anti-senso
(BabAS), e produza nas outras espécies, exceto B. abortus, a amplificagdo de um
fragmento, de tamanho diferente do esperado na B. abortus com os primers BabS e
BabAS. Utilizando-se os trés primers em conjunto, espera-se com os primers BabS e
BabAS, a amplificacdo de 410pb para as cepas de B. abortus, e com 0s primers
Babl e BabAS a amplificacdo de fragmentos variando de 856 a 857pb de todas as
outras espécies, exceto a B. abortus, como demonstrado na Figura 4.

4°Produced by Primer Premier, PREMIER Biosoft International, www.Premier Biosoft.com
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Primer BabS Primer BabAS
(TR

Primer Babl Primer BabAS
TTITeTI (TR [T

—J L
N

A Delecdo de 25.000pb

Figura 4 — Desenho esquemaético da localizagdo dos primers BabS ,BabAS e Babl frente a
delecdo estudada de B. abortus e dos tamanhos dos amplificados esperados

6.8.5 Teste de especificidade dos primers BME| 1434¢/BMEI 14368 € BMEI ****"BMEI
1435r descritos na literatura para diferenciagdo de B. canis

Considerando-se, como sera discutido a seguir, que ndo foram obtidos os
resultados esperados para diferenciacdo de B. canis com os primers BcanS e
BcanAS, e que o desenho destes foi baseado em uma delecdo ja descrita na
literatura e confirmada por outros autores, decidiu-se testar os dois pares primers
descritos, 0 BMEI 1434 (5"- GCC AGC CAC AGG ATC AGG TGA T -3") e BMEI 1436r
(5"- GGA TCC GTT CGT TTC GCT CG -3") por Rajashekara et al. (2004), e o BMEI
1a36F (5"- ACG CAG ACG ACC TTC GGT AT -3") e BMEI 1435z (5- TTT ATC CAT
CGC CCT GTC AC -3") por Lopez-Goiii et al. (2008), em nossas amostras de
referéncia e isolados de campo de B. canis para verificar o funcionamento dos
mesmos e determinar a existéncia de algum defeito nos primers que desenhamos.

A Figura 5 é uma representacdo esquematica da localizacdo dos trés pares
de primers frente a delecdo estudada na B. canis. Os primers desenhados por
Rajashekara et al. (2004), da mesma maneira que 0 nosso, flanqueavam a delecéo
na B. canis e espera-se com estes a amplificacdo de um fragmento de 607pb da B.
canis e um fragmento maior variando de 1539 a 1674pb para as demais espécies.

Quanto aos primers desenhados por Lépez-Gofii et al. (2008), verifica-se que o
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primer reverse esta localizado na regido deletada da B. canis, assim ndo espera-se
amplificacdo para B. canis e das demais espécies espera-se a amplificacdo de um

fragmento variando de 794 a 813pb dependendo da espécie.

Primer BMEI 1435R .
Primer BMEI 1436F Primer BMEI 1434F Primer BcanS Primer BcanAS RrmerEMEL

(I 1436R
AR RO AR

Delecio de 976 pb m IHnm
Primer BMEI 1436F  Primer BMEI 1434F Primer BcanS Primer BME! 1435R Primer BcanAS

Primer BMEI
I I RN TIETET (i

1436R

Amplificado de 794 a 813pb esperado apenas das demais espécies de Brucella com os
Primers BMEI 1436F e BMEl1435R

Amplificado de 607 pb esperado da B. canis com os
Primers BME! 1434F e BMEl1436R
Amplificado de 1539 a 1674 pb esperado das demais espécies de Brucella com os
Primers BMEl1434F e BMEI436R

Amplificado de 240pb esperado da B. canis
com os Primers BcanS e AS
Amplificado de 1180 a 1307pb esperado das demais espécies de Brucella com os
PrimersBcanS e AS

Figura 5 — Desenho esquematico da localizac&o dos pares primers BMEI 1434¢/BMEI 1436z, BMEI
193F/ BME| 1435 € BcanS/BcanAS frente a delecdo estudada da B. canis

5.9 Alinhamento multiplo das sequéncias do cromossomo | e Il de B.
melitensis, B. suis, B. abortus, B. ovis e B. canis

J4 que ndo foram obtidos os resultados esperados com o0s primers
desenhados baseados nos polimorfismos descritos na literatura, exceto para a B.
abortus, com a finalidade de promover uma ampla comparagdo entre 0s genomas
das espécies de Brucella, e poder analisar simultaneamente o0s eventos de
delecdes, insercbes, mutacdes, e sequéncias repetitivas (microssatélites) ou
gualquer outro evento de polimorfismo que ocorra entre as espécies, foi realizado o
alinhamento multiplo, das sequéncias do cromossomo | e Il de Brucella que estavam
disponiveis no GenBank até setembro de 2009 (Quadro 4), que permitiu a
comparagao das sequéncias alinhadas, faciltando assim o reconhecimento das
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regibes polimdrficas Unicas de cada espécie e o desenho de primers espécie-

especificos.

Espécies de Brucella

Referéncia do GenBank

Cromossomo |

Cromossomo Il

Brucella melitensis biovar Abortus 2308
Brucella abortus biovar 1 str. 9-941
Brucella abortus S19

gi|82698932|ref|[NC_007618.1|
gi|62288991|ref|[NC_006932.1|
gi|189023268|ref[NC_010742.1|

gi|83268957|ref|[NC_007624.1|
gi|62316961|ref[INC_006933.1|
gi[189022234|ref|[NC_010740.1|

Brucella canis ATCC 23365 gi[161334802|gb|CP000872.1| gi|161336905|gb|CP000873.1|

gi[17986284|ref|[NC_003317.1| NR

Brucella melitensis ATCC 23457 NR gi[225641976|gb|CP001489.1
Brucella ovis ATCC 25840 gi|148370077|gb|CP000708.1| gi|148369114|gb|CP000709.1|

Brucella suis 1330 gi|56968325|ref[NC_004310.3| gi|56968493|ref|[NC_004311.2|

Brucella melitensis 16M

Brucella suis ATCC 23445 gi[163673000|gb|CP000911.1| NR
Brucella suis ATCC 23445 gi[163842277|ref[NC_010169.1| NR
Brucella microti CCM 4915 NR gi|255997455|gb|CP001579.1

NR - Sequéncias ndo incluidas no alinhamento

Quadro 4 — Sequéncias de referéncia do cromossomo | e Il de Brucella disponiveis no GenBank até
setembro de 2009 e que foram utilizadas no alinhamento mudltiplo, e seu respectivo
naimero de acesso no GenBank

Para tal alinhamento, foi utilizado o programa Kalign (LASSMANN;
SONNHAMMER, 2005), um algoritmo de alinhamento mdaltiplo hierarquico, cujo
processo de alinhamento ndo utiliza toda memoria RAM, como em outros programas
testados, MUSCLE (EDGAR, 2004), CLUSTAL (JEANMOUGIN et al., 1994) e T-
coffee (NOTREDAME, 2000), permitindo o alinhamento de sequéncias grandes
como dos cromossomos da Brucella.

O alinhamento foi realizado em sistema operacional Linux, em um
computador com 18 processadores clusterizados e com 16GB de memodria. Ao final
de quase duas semanas, 0 programa disponibilizou o alinhamento das sequéncias,
em formato fasta, totalizando 2.270.860 nucleotideos alinhados no cromossomo | e
1.290.050 nucleotideos no cromossomo II.

As diferencas entre as sequéncias foram manualmente pesquisadas no
programa Bioedit v. 7.0.9.0 (HALL, 1999), O cromossomo | ja foi inteiramente
analisado e as diferencas encontradas foram catalogadas, e posteriormente,
confirmadas no banco de dados ndo redundante do NCBI através de BLASTn*
(ALTSCHUL et al., 1990), utilizando-se os parametros de default, exceto para Word

size: 32: Mismatch/Match: -2/1; GAP: -5 existence, -2 extension, visando assim

4'BLASTn Aplicativo disponivel em: <http://blast. ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi>. Acesso em: 2010.
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aumentar a especificidade da busca e retornar as sequéncia mais relacionadas a
familia Brucellaceae.

As diferencas encontradas para as diversas espécies foram todas
catalogadas, exceto para B. ovis, que apresentou um numero muito superior de
polimorfismos quando comparado as quatro outras espécies, possivelmente devido a
existéncia de um numero elevado de pseudogenes e elementos modveis ou
transpostos, como observado também por Tsolis et al. (2009). Assim para esta
espécie apenas o0s polimorfismos mais importantes e significativos foram
considerados para analise.

A B. suis ndo apresentou regides polimérficas exclusivas, sendo todos os
polimorfismos encontrados nesta espécie eram partilhados com a B. canis, 0 que
acreditamos que se deva a proximidade filogenética destas espécies (FOSTER et
al., 2009).

Apés analisadas e confirmadas por BLASTn, todas sequéncias polimérficas
foram submetidas a BLASTx e tBLASTx*, para verificacdo da funcéo biolégica nas
regides polimorficas estabelecidas e dentre elas, foram escolhidas para desenho de
primers apenas as sequéncias com fungcdo conhecida (contidas em um gene
conhecido) e conservada, pois estas sofrem maior pressao seletiva comparada a
outras, como regides inter-génicas. Acredita-se que seria mais facil conseguir
marcadores estaveis para estas regides codificadoras de proteinas. Nessa
abordagem, foram descartadas as regides cujo resultado foi de proteinas hipotéticas
e regides de fungao ainda néo descrita.

Segundo os polimorfismos encontrados no alinhamento multiplo, foram
desenhados com o programa PerlPrimer (MARSHALL, 2004), dois pares de primers
para B. canis, B. ovis e B. melitensis, sendo um dirigido a uma sequéncia polimérfica
Unica da espécie, que geraria apenas um amplicon do tamanho esperado para
espécie, e o0 outro par de primer, ancorado na sequéncia comum de todas as
espécies que flanqueia a regido polimorfica, o qual geraria dois amplicons de
tamanhos diferentes, que diferenciam a espécie em andlise das demais pelo

tamanho do fragmento gerado, como demonstrado na Figura 6.

4 BLASTx e tBLASTx Aplicativo disponivel em: <http://blast. ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi>. Acesso em: 2010.




>

Primer Senso Primer Senso Primer Antisenso
I Delecio (i TEEAE A

Pri SO Primer Antisenso
1TTNTIT TR AT

—~ =

uy)

Primer Senso Primer Antisenso

A Delecéio (I

Primer Senso Primer Antisenso
(T TEEEERTCR A

—J = L
| Ampicadosprado o spciecom dlei
R e

Figura 6 — Desenho esquematico de primers dirigido a uma sequéncia polimdrfica Gnica
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da

espécie, gerando apenas um amplicon do tamanho esperado para espécie em
andlise (A), e de primer ancorado na sequéncia comum de todas as espécies que
flanqueia a regido polimorfica, o qual geraria dois amplicons de tamanhos

diferentes, que diferenciam a espécie em andlise das demais pelo tamanho
fragmento gerado (B)

do

Essa abordagem foi realizada para todas as espécies alinhadas exceto para

B. suis, cujos polimorfismos encontrados ndo eram exclusivos, sendo partilhad

0s

com B. canis, deste modo foi desenhado um par de primers para uma sequéncia

considerada unica das B. canis e B. suis, a qual se mostrou capaz de diferenc
estas duas espécies das demais.
Segundo os polimorfismos encontrados foram desenhados dois pares

primers para diferenciagdo de B. canis, um direcionado a delecdo de 357

iar

de
pb

relacionado a sintese da proteina capsular CapD, denominado Bcancapor (5 - TTT
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CAT GTC CAT CAA GGA GGC -3") e Bcancappr (5°- CAA CTT CAT GGAT GGT
CTC G -37), cujos fragmentos de amplificacdo esperados sdo de 596pb para B. canis
e 954pb para as demais espécies B. melitensis, B. abortus, B. suis e B. ovis, como

demonstrado na Figura 7.

Primer Bcancapor Primer Bcancapor

(I Delecéio de 357pb I

Primer Bcancapor Primer Bcancapor
TN TN

b

Figura 7 — Desenho esquematico da localizacdo dos primers Bcancspr € Bcancypr frente a
delecdo estudada de B. canis e dos tamanhos dos amplificados esperados

O segundo par foi direcionado a delecdo de 296pb desta espécie relacionado
a sintese de uma acetiltransferase, denominado Bcanaceir (5- TCG ATT GGC TCA
TCA TCG TC -3")e Bcanacer (5'- TAC TTT AGC GGC CTA GAG GAG -3'), cujo
fragmento de amplificagdo esperado é de 318pb, apenas para B. canis (Figura 8).

Primer Bcanacus Primer Beans ar Primer Bcanacan

I pefecao de 296 pb (I T

Prfmmr Primer Bcanacan
(TR A

——

Figura 8 — Desenho esquematico da localizacdo dos primers Bcanacer € Bcanacer frente a
delecéo estudada de B. canis e do tamanho do amplificado esperado
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Para diferenciacdo de B. melitensis foram desenhados dois pares de primers,
um direcionado a uma delecao de 231pb desta espécie relacionada ao Omp31b,
denominado Bmelompsir (5- GCA ATA TAG TGA CAG ACA TTG G -3) e
Bmelompsir (5°- AAC TTG TAG TTC AGA CCG AG -3), cujos fragmentos de
amplificacdo esperados sao 600pb para B. melitensis e 832pb para as demais

espécies B. canis, B. abortus, B. suis, B. ovis e B. microti (Figura 9).

Primer Bmeloypse Primer Bmelgypsp

(I Deleciio de 231pb I

Primer Bmeloyps¢ Primer Bmeloypsr
I I

—J L
| Ampiicadode sy epersdo o8 meterss
| Ampcadode ph epeado i dems epiciesem et

Figura 9 — Desenho esquemaético da localizagdo dos primers Bmelompsir € Bmelompair frente a
delecéo estudada de B. melitensis e dos tamanhos dos amplificados esperados

O segundo par de primer direcionado a delecdo de 110pb, relacionada a uma
acetil-CoA, denominado Bmelcoar (5°- CAT GCC AAG CGA AGT TTC C -3) e
Bmelcoar (5'- GCG GCT TTG TCG ATA TTA CC -3°), cujos fragmentos de
amplificacdo esperados sédo 714-5pb para B. melitensis, 821pb para B. canis e
825pb para as demais espécies B. microti, B. ovis, B. suis e B. abortus (Figura 10).
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Figura 10 — Desenho esquematico da localizacdo dos primers Bmelcoar € Bmelcoar frente a
delecao estudada de B. melitensis e dos tamanhos dos amplificados esperados

Para diferenciacdo de B. ovis também foram desenhados dois pares de
primers, um direcionado a uma mutacdo de 21pb da espécie relacionada a uma
Omp, denominado Bovompr (5- GTT TGG ATT GTC TGT AAA CCA CG -3") e
Bovompr (5°- CAC CAG AAT GGT AAC ATC TTT GG -37), cujo fragmento de

amplificacdo esperado é 583pb, apenas para B.ovis (Figura 11).

Primer BoVompr Primer Bovompr
(AR (A
D utagiode o [ SO O e
Pri OmpF Primer Bovompe

T

Figura 11 — Desenho esquematico da localizagdo dos primers BoVompr € Bovompr frente a
mutacdo estudada de B. ovis e do tamanho do amplificado esperado
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O segundo par € direcionado a delecdo de 263pb desta espécie (Figura 12),
relacionada a um sistema transportador de sulfato ABC, denominado Bovragce (5°-
TTG GCT GAT GAC AAG GTG G -3") e Bovrascr (5- GGG CGG TAG AAA TGT
TTG G -3), cujos fragmentos de amplificacdo esperados sdo 631pb para B. ovis,

895pb para a B. canis, B. microti, B. melitensis, B. suis e B. abortus.

Primer BovViagcr Primer Bovyapcr

(I Deleciio de 26 3pb I

Primer Bovriagcr Primer Boviagcr
T o

—J L
| Amplcadode o3 2 csprado i e
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Figura 12 — Desenho esquemaético da localizacdo dos primers Bovriascr € Bovragcr frente a
delecéo estudada de B. ovis e dos tamanhos dos amplificados esperados

Para diferenciagdo de B. canis / B. suis das demais espécies foi desenhado
um par de primers direcionado a uma insercédo de 10pb, relacionado a uma beta-
lactamase, denominado Bcasug.acr (5°- CTT GAC CGT ATC TTG ACC GT -3') e
Bcasug.acr (5°- GCA ATT CTG CTG AAG ATG CTC -37), cujos fragmentos de
amplificagdo esperados sdo 572pb para B. suis e B. canis (Figura 13) e fragmentos
inespecificos de 72pb para Artemisa annua e 136pb para Oriza sativa,
completamente diferencidveis dos fragmentos de interesse pelo tamanho dos

amplificados gerados que podem ser amplificados.
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Primer Beasug e Primer Bcasugper

ENRET TR

Primer Bcasugpaer

T

Figura 13 — Desenho esquematico da localizagdo dos primers Bcasug.acr € Bcasug.acr frente a
insercdo estudada de B. canis e B. suis e do tamanho do amplificado esperado
nestas espécies

5.10 Determinacdo da temperatura de anelamento (Ta’°C) e condi¢des de
amplificac@o Otimas para os diferentes pares de primers desenhados

A temperatura de anelamento (Ta°C) ideal e as condi¢cdes Otimas de
amplificacdo da PCR foram determinadas para cada par de primers desenhado
através de um gradiente de temperatura, utilizando-se como amostra padrdo, em
cada gradiente, a cepa de referéncia da espécie para qual o primer havia sido

desenvolvido.

No gradiente utilizou-se um ciclo de PCR padronizado, composto por
desnaturacao inicial de 95°C por 4 minutos, repeticdo de 40 ciclos de desnaturacdo
de 95°C por 30 segundos, temperatura de anelamento variando entre +5°C da média
da Temperatura de anelamento (Ta’°C) dos dois primers senso e antisenso
(informada pelo fabricante) por 30 segundos e extensdo de 72°C por 45 segundos, e
uma extensdo final de 72°C por 10 minutos. A reacdo de amplificacdo foi
padronizada em um volume final de 50ul contendo 32,2uL de agua ultra-pura, 5uL
de 10x PCR Buffer (Invitrogen); 2,5ul de cada primer (10pmol/ul), 1,5ul de MgCl,
(50mM); 1,0ul de ANTP (10mM) e 0,3ul de Platinum TagDNA polimerase (Invitrogen)
e 5ul de DNA da amostra.
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Os resultados foram analisados e a temperatura mais alta onde a banda
especifica se apresentasse mais intensa e nao ocorressem bandas inespecificas foi

escolhida.

5.11 Determinacédo da especificidade analitica das PCRs utilizando os primers
desenhados

A especificidade analitica das PCRs foi determinada para cada um dos pares
de primers desenhados, com o DNA extraido de todas as espécies de referéncia de
Brucella e posteriormente com os isolados de campo de B. canis, B. abortus e B.
suis, sendo submetido a reacdo de PCR como descrito (no item 6.9) com Ta’C e
condicdes de amplificagdo 6timas, determinadas para cada par de primer.

5.12 Andlise dos produtos amplificados nas PCRs

A andlise dos produtos amplificados foi realizada através da técnica de
eletroforese em gel de agarose a 1,5% (p/v), em cuba horizontal com tampao de
corrida TBE 0,5X (0,045M Tris-borato e 1mM EDTA pH 8) com gel submetido a
voltagem constante de 6-7 V/cm. O gel ficou imerso numa solugéo de brometo de
etidio a 0,5ug/mL durante 20 minutos e foi observado em transluminador ultravioleta
gue possibilitou a visualizacdo das bandas, que foram comparadas ao padréo de
peso molecular com fragmentos multiplos de tamanhos conhecidos que permitiu o

reconhecimento dos fragmentos esperados.
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5.13 Sequenciamento

As reacbes de sequenciamento foram realizadas pelo protocolo de

terminacdo de Sanger, conforme especificado abaixo.

5.13.1 Purificacédo dos produtos amplificados

Os produtos das PCRs padronizadas foram purificados utilizando o kit de
purificacdo ExoSAP — IT® PCR Product Clean-up (USB Corporation), pois
resultavam, na sua maioria, em banda Unica. Dessa maneira, cerca de 3uL de
ExoSAP — IT®, composto por Exonucleases | e Fosfatases alcalinas de camarao,
foram adicionados diretamente a 7,5uL de produto da PCR para degradar primers e
dNTPs que nao foram consumidos na reacdo de PCR e, posteriormente, foi
realizado tratamento a 37°C durante 15 minutos, seguido por incubacdo de 15
minutos a 80°C para inativar completamente as duas enzimas. Os produtos da PCR

estavam, entdo, prontos para reacdes de sequenciamento.

5.13.2 Reagao de Sequenciamento

Para a reacdo de sequenciamento utilizou-se o kit ABI PRISM™ Big Dye
Terminator™ (Applied Biosystems) e para uma reacdo com 10pl de volume final,
eram utilizados 2uL de BigDye 3.1 (Applied Biosystems™), 2uL de 5x Sequencing
buffer (Applied Biosystems™), 10uL de cada primer (10pmol/uL) senso e antisenso
em reacOes separadas e 20ng do DNA.

A reacdo de sequenciamento foi realizada sempre sob as seguintes
condi¢bes, uma desnaturacao inicial a 96°C por 1 minuto e 40 ciclos de 96 °C por 15
segundos, 50°C por 15 segundos e 60°C por 4 minutos. Em seguida as amostras

foram mantidas a 4°C embrulhadas em folhas de aluminio até a sua precipitacao.
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5.13.3 Precipitacdo do DNA

Para precipitacdo adicionou-se a cada amostra 60ul de etanol a 100% e 5yl
de EDTA 125mM. Apés a homogeneizacdo, as amostras foram incubadas por 30
minutos em temperatura ambiente em local escuro. Em seguida foram centrifugadas
a 16.000 g por 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado com o auxilio de
pipeta e em seguida adicionou-se 60ul de etanol a 75% (v/v.em agua). As amostras
foram homogeneizadas e centrifugadas a 16.000 g por 15 minutos a 4°C. O etanol
foi removido com a pipeta e as amostras foram colocadas em banho seco a 95°C por
cerca de 5 minutos, para secagem completa dos microtubos e estes foram deixados
no ambiente por mais de 5 minutos para impedir a formagdo de vapor dentro dos
tubos. As amostras foram mantidas a —20°C até o momento do sequenciamento.

Antes de serem submetidas a eletroforese em sequenciador automatico
modelo ABI Prism™ 377 DNA Sequencers (Applied Biosystems, USA), as amostras
foram homogeneizadas com 3,4ul de formamida e Blue Dextran-EDTA (Applied
Biosystems, USA) na proporcdo de 5:1, desnaturadas a 95° por 3 minutos e

colocadas no gelo por 2 min.

5.13.4 Edicao de sequéncias

Os cromatogramas gerados a partir do sequenciamento, para as sequéncias
senso e antisenso de cada primer, foram submetidos a0 mesmo tratamento das

sequéncias obtidas dos clones, como descrito no item 5.7.9.5.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Alguns resultados discordantes do esperado foram obtidos no cultivo e
identificagdo das amostras de referéncia de Brucella, dentre eles, todas as cepas
apresentaram crescimento tanto quando cultivadas em aerobiose quanto em
microaerofilia e isto poderia representar uma possivel adaptacdo das cepas as
condicbes laboratoriais de cultivo, além do que todas as cepas também
apresentaram tempo de atividade ureasica mais lentos do que o esperado, e
acredita-se que estes resultados estejam relacionados a quantidade de bactéria
adicionada a reagdo, que pode ter sido inferior a esperada e aumentando o tempo
de reacado, entretanto nenhuma padronizacdo desta quantidade é referida nos

manuais que descrevem o isolamento da bactéria.

Adicionalmente, os biovares 1 e 2 de B. suis ndo apresentaram resultados
positivos na prova de oxidase; os biovares 2 e 3 de B. melitensis, a cepa B. canis
oriunda do RS e a cepa de B. ovis apresentaram producao de H,S; o biovar 1 de B.
abortus, o biovar 1 de B. melitensis e a cepa de B. canis oriunda do RS néao
apresentaram reducdo de nitrato, e finalmente a cepa de B. canis oriunda do RS,
reagiu como cepa de morfologia lisa nas provas da acriflavina e cristal de violeta,
gue parece ser a alteragdo mais preocupante visto que a morfologia rugosa é

caracteristica para as cepas desta espécie.

O resultado da AP-PCR, utilizando-se o primer APOv7f, frente 18 cepas de
referéncia de Brucella (Figura 14) e 19 isolados de campo de B. canis (Figura 15),
revelou um amplicon de cerca de 250bp, representado pela seta vermelha, em todas
as cepas isoladas de campo de B. canis e nas cepas de referéncia de B. melitensis,
B. suis, B. neotomae, B. ovis e B. canis, mas que néo foi encontrado na B. abortus, e
foi considerado um possivel marcador para esta Ultima espécie, visto que podia
evidenciar uma delecao presente no genoma da B. abortus.
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500pb

Lad- Marcador de peso molecular com fragmentos mdiltiplos de 100 pares de bases; AB 544- B. abortus biovar 1 estirpe 544; AB 2308- B. abortus biovar 1
estirpe 2308; AB 86/6/59- B. abortus biovar 2 estirpe 86/8/59; AB TULYA- B. abortus biovar 3 estirpe Tulya; AB 292- B. abortus biovar 4 estirpe 292; AB
B3169- B. abortus biovar 5 estirpe B3196; AB 870- B. abortus biovar 6 estirpe 870; AB C68- B. abortus biovar 9 estirpe C68; MEL 16M- B. melitensis biovar 1
estirpe 16M; MEL 639- B. melitensis biovar 2 estirpe 63/9; MEL ETHER- B. melitensis biovar 3 estirpe Ether; SUI 1330- B. suis biovar 1 estirpe 1330; SUI
THOMSEN- B. suis biovar 2 estirpe Thomsen; SUI 686- B. suis biovar 3 estirpe 686; SUI 40— B. suis biovar 4 estirpe 40; NEO- B. neotomae estirpe 5K33; OV-B.
ovis estirpe 63/290; CAN- B. canis estirpe RM6/66; A- controle negativo de amplificagdo;

Figura 14 — Padrbes de amplificagdo randdémica obtidos dos diferentes biovares e espécies de
Brucella utilizando-se o primer APO7F
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500pb

Lad- Marcador de peso molecular com fragmentos mdiltiplos de 100 pares de bases; A- controle negativo de amplificagdo; 356- B. canis isolada de campo
oriunda canil 1; 464- B. canis isolada de campo oriunda canil 2; 464 B. canis isolada de campo oriunda canil 3; 522- B. canis isolada de campo oriunda canil
4; 527- B. canis isolada de campo oriunda canil 5; 565- B. canis isolada de campo oriunda canil 6; 733- B. canis isolada de campo oriunda canil 7; 707- B. canis
isolada de campo oriunda canil 8; 646- B. canis isolada de campo oriunda canil 9; 729- B. canis isolada de campo oriunda canil 10; 768- B. canis isolada de
campo oriunda canil 11; 772—- B. canis isolada de campo oriunda canil 12 e 4; 813- B. canis isolada de campo oriunda canil 4; 855- B. canis isolada de campo
oriunda canil 13; 1039~ B. canis isolada de campo oriunda canil 14; 1052- B. canis isolada de campo oriunda canil 15; B can- B. canis estirpe RM6/66; 11— B.
canis isolada de campo oriunda canil 16;

Figura 15 — Padrdes de amplificacdo randémica obtidos de 17 cepas de Brucella canis isoladas
de campo oriundas de diferentes canis, utilizando-se o primer APO7F

Na RAPD com o primer OPLO4 foi observada a amplificacdo de dois
fragmentos na B. neotomae que ndo foram amplificados nas outras espécies (Figura
16), um com cerca de 500pb e outro cerca de 650bp, representados pela seta
vermelha, que precisavam ser sequenciados para verificar se poderiam ser

marcadores moleculares espécie-especificos.
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Também com este primer, as trés cepas isoladas de campo de B. canis
apresentaram trés bandas que ndo foram observadas nas demais espécies (Figura
16), uma com cerca de 150pb, outra em torno de 250 pb e a terceira com
aproximadamente 450pb, representados pela seta roxa. Estes trés fragmentos foram
posteriormente sequenciados e analisados como clone 1, 2 e 3, respectivamente.

s N oo - "

Lad- Marcador de peso molecular com fragmentos mliltiplos de 100 pares de bases; 544- B. abortus biovar 1 estirpe 544; 2308- B. abortus biovar 1 estirpe
2308; 86.6.59— B. abortus biovar 2 estirpe 86/8/59; tul- B. abortus biovar 3 estirpe Tulya; 292- B. abortus biovar 4 estirpe 292; B3196— B. abortus biovar 5
estirpe B3196; 870- B. abortus biovar 6 estirpe 870; C68- B. abortus biovar g estirpe C68; 16M- B. melitensis biovar 1 estirpe 16M; 63.9- B. melitensis biovar
2 estirpe 63/9; ether— B. melitensis biovar 3 estirpe Ether; 1330- B. suis biovar 1 estirpe 1330; thom- B. suis biovar 2 estirpe Thomsen; 686- B. suis biovar 3
estirpe 686; 40— B. suis biovar 4 estirpe 40; Bneo- B. neotomae estirpe 5K33; Bov- B. ovis estirpe 63/290; Bcan- B. canis estirpe RM6/66; 729- B. canis
isolada de campo oriunda canil 10; 1052- B. canis isolada de campo oriunda canil 15; 1336 B. canis isolada de campo oriunda canil 17; Agua- controle
negativo de amplificagdo;

Figura 16 — Padrbes de amplificagcdo randémica obtidos das espécies de referéncia de Brucella
e de trés cepas de Brucella canis isoladas de campo e oriundas de diferentes canis
por RAPD utilizando-se o primer OPLO,
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Apesar destes fragmentos ndo terem sido encontrados na cepa de referéncia
RM6/66, achamos importante realizar seu sequenciamento e verificar seu potencial
como marcadores, uma vez que, diferentemente das cepas de campo, a cepa de
referéncia RM6/66 vem sendo mantida em nosso laboratério ha alguns anos e tém
sido realizados repiques constantes visando a manutencdo da mesma. Estes
repigues poderiam ter provocado alguma substituicio no DNA desta cepa,

justificando a diferenca encontrada entre ela e os isolados de campo.

A RAPD realizada com o primer P4 (Figura 17) revelou a amplificacdo de
fragmentos, que se diferenciam em tamanho dos amplificados das outras espécies,
representados pelas setas vermelhas. Estes fragmentos de tamanhos diferentes
entre espécies, mas que se mantinham nos biovares da mesma espécie, foram
considerados possiveis marcadores moleculares espécie-especificos. O amplicon

obtido da cepa de referéncia de B. canis foi depois analisado como clone 4.

Na RAPD realizada com o primer Ps (Figura 18), a B. ovis apresentou dois
fragmentos exclusivos, um maior do que 500pb e outro maior do que 600bp,
representados pela seta vermelha, que foram posteriormente sequenciados para
gue pudessem ser caracterizados como possiveis marcadores moleculares desta
espécie. Estes foram analisados, respectivamente, como clones 5 e 6. Ha ainda um
terceiro fragmento amplificado da B. ovis, com cerca de 500 pb, possivelmente
sendo 0 mesmo apresentado pela B. suis, este foi considerado para analise como

clone 7.

O resultado da RAPD realizada com o primer P3 demonstrou padrdes de
bandas muito distintos entre as espécies e ndo se observaram bandas conservadas
entre os biovares que pudessem ser consideradas possiveis marcadores para

espécie.
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Lad- Marcador de peso molecular com fragmentos mliltiplos de 100 pares de bases; Bab 544- B. abortus biovar 1 estirpe 544; Bab 2308- B. abortus biovar 1
estirpe 2308; Bab 86.6- B. abortus biovar 2 estirpe 86/8/59; Bab tulya- B. abortus biovar 3 estirpe Tulya; Bab 292- B. abortus biovar 4 estirpe 292; Bab B31- B.
abortus biovar 5 estirpe B3196; Bab 890- B. abortus biovar 6 estirpe 870; Bab C68- B. abortus biovar 9 estirpe C68; B.mel 16M- B. melitensis biovar 1 estirpe
16M; B.mel 63,9— B. melitensis biovar 2 estirpe 63/9; B.mel Ether— B. melitensis biovar 3 estirpe Ether; Bsui 1330- B. suis biovar 1 estirpe 1330; Bsui Thom- B.
suis biovar 2 estirpe Thomsen; Bsui 686- B. suis biovar 3 estirpe 686; Bsui 40— B. suis biovar 4 estirpe 40; Bov- B. ovis estirpe 63/290;Bneo- B. neotomae
estirpe 5K33; BcanRM- B. canis estirpe RM6/66; 729- B. canis isolada de campo oriunda canil 10; 1052- B. canis isolada de campo oriunda canil 15; 1336- B.
canis isolada de campo oriunda canil 17; A- controle negativo de amplificagdo;

Figura 17 — Padrdes de amplificacdo randdmica obtidos por RAPD utilizando-se o primer P4 e
DNA das espécies de referéncia de Brucella e de trés cepas de Brucella canis
isoladas de campo e oriundas de canis diferentes



Lad— Marcador de peso molecular com fragmentos multiplos de 100 pares de bases,; Bab 544— B. abortus biovar 1 estirpe 544; Bab 2308— B. abortus biovar 1
estirpe 2308; Bab 86.6— B. abortus biovar 2 estirpe 86/8/59; Bab tulya— B. abortus biovar 3 estirpe Tulya; Bab 292—- B. abortus biovar 4 estirpe 292; Bab B31-B.
abortus biovar 5 estirpe B3196; Bab 890—- B. abortus biovar 6 estirpe 870; Bab C68— B. abortus biovar 9 estirpe C68; B.mel 16M— B. melitensis biovar 1 estirpe
16M; B.mel 63,9— B. melitensis biovar 2 estirpe 63/9; B.mel Ether— B. melitensis biovar 3 estirpe Ether; Bsui 1330- B. suis biovar 1 estirpe 1330; Bsui Thom—B.
suis biovar 2 estirpe Thomsen; Bsui 686— B. suis biovar 3 estirpe 686; Bsui 40— B. suis biovar 4 estirpe 40; Bov— B. ovis estirpe 63/290;Bneo— B. neotomae
estirpe 5K33; BcanRM- B. canis estirpe RM6/66; 729— B. canis isolada de campo oriunda canil 10; 1052— B. canis isolada de campo oriunda canil 15; 1336- B.
canis isolada de campo oriunda canil 17; A— controle negativo de amplificagéo;

Figura 18 — Padrdes de amplificacdo randémica obtidos das espécies de referéncia de Brucella
e de trés cepas de Brucella canis isoladas de campo e oriundas de canis diferentes
por RAPD utilizando-se o primer P5
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No total foram obtidos 18 possiveis marcadores moleculares de
polimorfismos, estes fragmentos considerados de interesse e que podiam
representar possiveis marcadores moleculares, foram recortados do gel, purificados
e inicialmente, sete foram clonados para posterior sequenciamento, dentre eles os
marcadores de polimorfismo para B. canis e B. ovis.

A Figura 19 contém colénias de Escherichia coli TOP10 transformadas
(colbnias brancas) e nao transformadas (colbnias azuis) cultivadas em meio LB
contendo 50 pg/mL adicionado de IPTG e X-Gal para selecdo das colonias
transformantes, que foram obtidas através da clonagem dos fragmentos de

interesse, depois submetidas a extracdo de DNA plasmidial e utilizadas como

amostra numa PCR para obtencédo do material de sequenciamento.

Figura 19 — Coldnias transformadas (colénias brancas) e ndo transformadas (colénias azuis)
de Escherichia coli TOP10 cultivadas em meio LB contendo 50 pg/mL adicionado
de IPTG e X-Gal para sele¢cdo das col6nias transformantes

Do clone 1, obteve-se uma sequéncia com 184pb, que no resultado da
andlise de similaridade por BLAST, resultou em uma proteina hipotética de funcao
desconhecida (DUF1321), com identidades de 98 a 100% com as sequéncias de
todas as espécies de Brucella disponiveis no GenBank.
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Uma sequéncia com 261pb foi obtida do clone 2. O resultado de similaridade
revelou uma transponase hipotética, com identidades de 99 a 100% com as

sequéncias de todas as espécies de Brucella disponiveis no GenBank.

Do clone 3, obteve-se uma sequéncia com 448pb, que no resultado da
analise por similaridade, apresentou-se como uma desidrogenase hipotética com
identidades de 97 a 100% com as sequéncias de todas as espécies de Brucella

disponiveis no GenBank.

Obteve-se do clone 4 uma sequéncia com 543pb, cujo resultado da analise
por similaridade apresentou-se como um receptor tipo Sell em algumas espécies e
como uma proteina hipotética em outras, mas ambas revelaram identidades de 97 a

100% com as sequéncias de todas as espécies de Brucella disponiveis no GenBank.

Do clone 5, ndo obteve-se contig, visto que nenhum dos sequenciamentos
realizados, gerou cromatogramas que pudessem ser utilizados, apresentando picos
com escores de qualidade Phrap menor que 20.

Uma sequéncia com 293pb foi obtida do clone 6. O resultado da analise por
similaridade apresentou uma dioxigenase em algumas espécies e como
desidrogenase em outras, e revelou identidades de 99 a 100% com as sequéncias

de todas as espécies de Brucella disponiveis ho GenBank.

Obteve-se do clone-7, uma sequéncia com 490pb, cujo resultado da analise
por similaridade apresentou-se como uma peptidase, que revelou identidades de

99% com as sequéncias de todas as espécies de Brucella disponiveis no GenBank.

A metodologia de clonagem dos fragmentos amplificados randomicamente foi
abandonada quando tentativas de clonagem de novos fragmentos foram realizadas,
sem sucesso, provavelmente por problemas na célula competente, recuperando um
numero reduzido de células transformadas na placa com IPTG e X-gal e néo foi
observado o fragmento de tamanho esperado na PCR com primers T3 e T7 ou M1z e
Mizr.

E adicionalmente, quando foram analisados os clones sequenciados (1 a 7),
foi verificado que todos os clones testados como possiveis marcadores moleculares
de B. canis ou B. ovis, na realidade ndo se mostraram marcadores moleculares
destas espécies, uma vez que outras espécies de B. suis, B. melitensis e B. abortus

também apresentaram os mesmos fragmentos.
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Assim, a metodologia foi considerada ineficiente na busca de marcadores
moleculares espécie-especificos e decidiu-se continuar com a estratégia inicial
proposta no trabalho de busca de marcadores moleculares baseados nos
polimorfismos de DNA das espécies de Brucella.

Nesse sentido, comegcamos 0s testes com o0s primers desenhados para
diferenciacéo das B. canis (BcanS e BcanAS), B. ovis (BovS e BovAS) e B. abortus
(BabS e BabAS), depois de padronizadas as condicoes de reacdo para estes
primers, a especificidade dos mesmos foi testada nas 18 cepas de referéncia de
Brucella, 21 cepas de campo de B. abortus, e 30 cepas de campo de B. canis.

Dos primers testados para diferenciacdo da B. canis, B. abortus e B. ovis,
somente o par de primers desenhado para B. abortus (BabS e BabAS) resultou em
amplificacdo do fragmento esperado de 410pb apenas para os oito biovares das
cepas de referéncia e 21 cepas de campo de B. abortus, ndo se verificando
amplificagdo em nenhuma outra espécie de referéncia e nem nas amostras de B.
canis isoladas de campo.

A analise de similaridade por BLAST do sequenciamento dos fragmentos de
410pb apresentados apenas pelas B. abortus revelaram identidade de 100% com
apenas uma regido do cromossomo Il das B. abortus disponiveis no GenBank,
ligada ao omp31b. Também houve similaridade destes com duas regides diferentes
do cromossomo |l das demais espécies de Brucella, equidistantes cerca de
25.000pb, confirmando assim a existéncia da dele¢do na B. abortus.

Com estes resultados padronizou-se as condigcdes de reacdo para 0 primer
BabS, Babl e BabAS e a especificidade dos trés primers utilizados em conjunto,
também foi testada nas 18 cepas de referéncia de Brucella, 21 cepas de campo de
B. abortus, e 30 cepas de campo de B. canis. Os testes demonstraram a
amplificacéo dos fragmentos esperados, de 410pb para os oito biovares das cepas
de referéncia e para as 21 cepas de campo de B. abortus e de 856-7pb das cepas
de referéncia das demais espécies B. melitensis, B. suis, B. canis, B. ovis e B.
neotomae e das 30 cepas campo de B. canis (Figura 20).

Os fragmentos de 856-7pb, obtidos das B. melitensis, B. suis, B. canis, B. ovis
e B. neotomae, a partir dos primers Babl e BabAS, também foram sequenciados e a
analise de similaridade por BLAST revelou identidade de 100% com apenas uma
regido do cromossomo Il das B. melitensis, B. suis, B. canis e B. ovis disponiveis no

GenBank, confirmando que esta sequéncia sé é amplificada das outras brucelas que
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ndo apresentam a delecdo. Também houve similaridade com uma pequena regiao
do genoma no cromossomo |l das sequéncias de B. abortus, de cerca de 60pb, mas
gue correspondente a regido comum presente em todas as espécies onde o primer

BabAS foi ancorado.
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Ladder- Marcador de peso molecular com fragmentos miuiltiplos de 100 pares de bases; 1- B. melitensis biovar 1 estirpe 16M; 2- B. melitensis biovar 2
estirpe 63/9; 3- B. melitensis biovar 3 estirpe Ether; 4- B. suis biovar 1 estirpe 1330; 5- B. suis biovar 2 estirpe Thomsen; 6- B. suis biovar 3 estirpe 686; 7- B.
suis biovar 4 estirpe 40; 8- B. ovis estirpe 63/290; 9- B. canis estirpe RM6/66; 10— B. canis estirpe RM6/66 (FIOCRUZ); 11 - B. neotomae estirpe 5K33; 12— B.
abortus biovar 1 estirpe 544; 13- B. abortus biovar 1 estirpe 2308; 14- B. abortus biovar 2 estirpe 86/8/59; 15— B. abortus biovar 3 estirpe Tulya; 16— B. abortus
biovar 4 estirpe 292; 17- B. abortus biovar 5 estirpe B3196; 18- B. abortus biovar 6 estirpe 870; 19- B. abortus biovar g estirpe C68; 20— controle negativo de
amplificacdo.

Figura 20 — Gel de agarose demonstrando a amplificacdo de 410pb para os oito biovares das
cepas de referéncia de B. abortus e do fragmento de 856-7pb das cepas de
referéncia das demais espécies B. melitensis, B. suis, B. canis, B. ovis e B.
neotomae, quando utilizados em conjunto os primers Bab$S, Babl e BabAS

Os primers especificos para B. ovis amplificaram o fragmento de 468pb,

esperado apenas para esta espécie, também em outras espécies referéncia de
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Brucella, como a B. melitensis bv. 2 estirpe 63/9, B. melitensis bv. 3 estirpe Ether, B.
abortus bv 9 estirpe C68 e da B. suis bv. 1 estirpe 1330 (Figura 21), e isolados de
campo de B. abortus e B. canis, sugerindo que esta delecdo nao € exclusiva da B.
ovis. Os fragmentos de 468pb, obtidos das cepas de referéncia de B. melitensis, B.
abortus, B. ovis e B. suis, a partir dos primers BovS e BovAS, também foram

sequenciados e a analise de similaridade por BLAST revelou identidade de 99% com

uma regido do cromossomo | das B. ovis disponiveis no GenBank.
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Ladd- Marcador de peso molecular com fragmentos muiltiplos de 100 pares de bases; 16M- B. melitensis biovar 1 estirpe 16M; 63.9- B. melitensis biovar 2
estirpe 63/9; Ether— B. melitensis biovar 3 estirpe Ether; 544—- B. abortus biovar 1 estirpe 544; 86.6— B. abortus biovar 2 estirpe 86/8/59; Tul- B. abortus
biovar 3 estirpe Tulya; 292- B. abortus biovar 4 estirpe 292; B319- B. abortus biovar 5 estirpe B3196; 870- B. abortus biovar 6 estirpe 870; C68- B. abortus
biovar 9 estirpe C68; 1330~ B. suis biovar 1 estirpe 1330; Thom- B. suis biovar 2 estirpe Thomsen; 686- B. suis biovar 3 estirpe 686; 40— B. suis biovar 4
estirpe 40; Bneo — B. neotomae estirpe 5K33; Bov- B. ovis estirpe 63/290; 2308- B. abortus biovar 1 estirpe 2308; Bcan666- B. canis estirpe RM6/66; 10— B.
canis estirpe RM6/66 (FIOCRUZ); A- controle negativo de amplificacdo.

Figura 21 — Gel de agarose demonstrando a amplificacdo de fragmentos ndo esperados de
468pb, das amostras de B. melitensis bvs. 63/9 e Ether, B. abortus bv. C68 e B.
suis bv 1330, com os primers BovS e BoVvAS, cujo Unico fragmento esperado era
de 468pb das B. ovis

Também houve similaridade deste fragmento com sequéncias de outras
espécies de Brucella em duas regides do genoma no cromossomo |, equidistantes
cerca de 15.000pb, confirmando assim a existéncia da delecdo estudada na
sequéncia de referéncia de B. ovis disponivel no GenBank. Esta regido, no entanto,
nao pode ser utilizada como marcador, visto que foi verificada amplificagcdo do
fragmento esperado para B. ovis que continha a delecdo, também em outras

espécies além da B. ovis, indicando que estas também apresentam esta delecéo.
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O par de primers BcanS e BcanAS amplificaram o fragmento de 240pb
esperado apenas para a espécie de B. canis em quase todas amostras de referéncia
e de campo de B. canis, entretanto este fragmento foi amplificado também em outras
espécies das amostras de referéncia de Brucella e de isolados de campo de B.
abortus (Figura 22), que ndo deveriam amplifica-lo segundo as buscas de
especificidade dos primers no Primer BLAST. Adicionalmente, fragmentos de 1180 a
1307pb, esperados apenas para as outras espécies de Brucella foram amplificados
também na maioria das amostras de campo de B. canis (Figura 23), demonstrando a

instabilidade deste marcador.

lad 5 n 17 19 20 21 22 TEsS 1, 17 19 20 21 22 A

-l

1266pb

/ :
500pb \ :

240pb

Lad- Marcador de peso molecular com fragmentos muiltiplos de 100 pares de bases; 5, 11, 17, 19, 20, 21, 22— estirpes de B. abortus isoladas de campo; TEs 5,
11,17, 19, 20, 21, 22 — controles negativos de extragdo; A- controle negativo de amplificagdo.

Figura 22 — Gel de agarose demonstrando a amplificacdo de fragmentos ndo esperados de
240pb, das amostras de B. abortus de campo, com o0s primers BcanS e BcanAS,
cujos unicos fragmentos esperados eram os de 1266ph
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Ladd- Marcador de peso molecular com fragmentos muiltiplos de 100 pares de bases; A- controle negativo de amplificagao; 1129, 1180, 1336, 1341, 1039,
1424, 1425, 1426, 1432, 1436, 1438- estirpes de B. canis isoladas de campo; C+- B. canis estirpe RM6/66.

Figura 23 — Gel de agarose demonstrando a amplificacdo de fragmentos ndo esperados
maiores do que 1000pb, das amostras de B. canis de campo, com 0S primers
BcansS e BcanAS, cujos Unicos fragmentos esperados eram os de 240pb

Os fragmentos nédo esperados de 240pb, obtidos das B. melitensis, B. suis, e
B. neotomae, a partir dos primers BcanS e BcanAS foram sequenciados e a analise
de similaridade por BLAST das sequéncias obtidas revelou identidade de 99% com
apenas uma regido do cromossomo | da B. canis disponivel no GenBank.

Também houve similaridade desta sequéncia, com duas pequenas regides do
genoma no cromossomo | de B. abortus, B. melitensis, B. suis e B. ovis,
equidistantes entre si cerca de 1.000pb, correspondente a regido que estaria
deletada na B. canis, mas presente em nas outras espeécies. Os resultados do
BLAST sugerem a existéncia desta delecao de cerca de 1.000pb na sequéncia de B.
canis que se encontra disponivel no GenBank, entretanto ficou comprovado que esta
delecdo ndo é estavel na B. canis, visto que o sequenciamento determinou a
presenca desta delecdo em outras espécies de Brucella também.

Os fragmentos maiores do que 1.000pb, ndo esperados das cepas de campo
de B. canis, obtidos com os primers BcanS e BcanAS, também foram sequenciados
e a analise de similaridade por BLAST revelou identidade de 99% com apenas uma
regido do cromossomo | das B. melitensis, B. suis, B. ovis e B. abortus disponivel no
GenBank, indicando que esta sequéncia estaria presente nestas espécies, mas nao
na B. canis.

240pb
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Verificamos também que a sequéncia de 240pb se alinhou as extremidades
da sequéncia maior do que 1.000pb. Com analise de similaridade por BLAST foi
observado que as duas sequéncias possuem dois fragmentos internos menores (de
cerca de 20pb), os quais se encontram separados na sequéncia de 1.000pb pela

presenca de um indel, e unidos na sequéncia de 240pb que ndo possui o indel.

O BLAST também revelou que a sequéncia destes fragmentos se repete em
todas as espécies de Brucella, sempre muito proximos um do outro ou separados
pela presenca de um indel, em diversas regides do cromossomo que parecerem
estar ligadas a diferentes genes e, visto que, encontramos estes fragmentos tanto a
sequéncia de 240pb como na maior do que 1000pb, separados apenas por um indel,
provavelmente estes fragmentos estdo envolvidos com mecanismos de
silenciamento ou ativacdo génica nas brucelas e, portanto, essa regido ndo seria

marcadora de polimorfismo para B. canis.

Além da instabilidade da regido marcadora de polimorfismo dos primers
BovS/BovAS e BcanS/BcanAS, outra explicagdo possivel para os resultados
encontrados € o polimorfismo observado ser Unico da cepa sequenciada e ndo estar
presente nas cepas de campo, que podem apresentar uma variabilidade intra-
espécie. O numero muito reduzido ainda, de sequéncias de Brucella disponiveis no
GenBank, onde para maioria das regides polimérficas estudadas apenas a
sequéncia de cepa de referéncia esta disponivel, dificulta o diagndstico deste tipo de

ocorréncia.

Na tentativa de elucidar a instabilidade desta regido polimorfica estudada para
B. canis, resolveu-se testar também os primers BMEI 1434r/BMEI 1435k € BMEI
14365/BMEI 14351, € compara-los ao BcanS/BcanAS, frente as 18 cepas de referéncia
de Brucella, visto que todos que foram desenhados para a mesma regido

polimérfica. Os resultados encontram-se sumarizados no Quadro 5.
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Amostra B can S/AS BME | 1434F/1436R BMEI 1436F/1435R
B. ab. Bv. 1 1(240pb) *} 0 *f 1(794pb) #
B. ab. Bv. 1 (2308) 1(1266pb) 1(1638pb) 1(794pb)
B. ab. Bv. 2 1(1266pb) 1(1638pb) 1(794pb)
B. ab. Bv. 3 1(1266pb) 0 *# 1(794pb)
B. ab. Bv. 4 o¥* o* o¥*
B. ab. Bv.5 1(240pb) *# 0 *} 1(794pb) %
B. ab. Bv. 6 o* o* o*
B. ab. Bv. 9 1(240pb) *# 0 *} 1(794pb) %
B. mel. Bv. 1 1(240pb/1266pb) * 1(607pb/1633pb) * 1(794pb)
B. mel. Bv. 2 1(240pb/1266pb) * 1(1633pb) 1(794pb)
B. mel. Bv. 3 1(240pb/1266pb) * 0 *} 1(794pb)
B. sui. Bv. 1 1(240pb) *# 0 *f 1(813pb) #
B. sui. Bv. 2 1(240pb) *} 1(1674pb) 1(813pb) #
B. sui. Bv. 3 1(240pb) *# 1(607pb) *# 1(813pb) #
B. sui. Bv. 4 1(240pb/1307pb) * 1(1674pb) 1(813pb)
B. neo. 1 (240pb/>1000pb) * o*# 1(>700pb)
B. ovis 1(1180pb) 0%} 1(794pb)
B. canis 0¥ o* 0
B. canis Fiocruz* 1 (240pb) 1(607pb) 0

0 auséncia de amplificagdo

1 presenca de amplificacdo (Tamanho em pb do amplificado)

* representam resultados diferentes do esperado para o primer analisado
} representam resultados discordantes na comparacdo entre os primers.

Quadro 5 — Resultados dos testes com os primers BMEI 1434¢/BMEI 1436r, BMEI 14365/ BMEI 1435r €
BcanS/BcanAS, frente as 18 cepas de referéncia de Brucella

Os resultados da tabela sugerem que esta regido € bastante instavel, visto
gue foram obtidos resultados diferentes do esperado para os trés primers e,
também, discordantes entre si quando eles foram comparados frente as mesmas
amostras. Resultados similares a estes foram obtidos também quando se testou os
mesmos primers, frente a 46 isolados de campo de B. canis, e desaconselham a
utilizacéo destes primers com finalidades diagnosticas.

Adicionalmente, ressalta-se que apesar das duas amostras de referéncia de
B. canis resultarem negativas, como esperado, com o par de primer BMEI
1436F/1435R, desenvolvido por Lopez-Gofii et al. (2008) para diferenciacdo das B.
canis na Multiplex Bruce-ladder, todos os 46 isolados de campo brasileiros testados,
provenientes de 17 canis diferentes do estado de Sao Paulo, resultaram positivas
com estes primers. Este resultado esté relacionado com a variabilidade intra-espécie

desta regido nas B. canis, fato também observado previamente pelo autor, em
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aproximadamente 50% dos isolados de campo do estudo, que apresentaram
amplificacdo de fragmentos inesperados para esta espécie, e foram erroneamente
classificados como B. suis pela metodologia Bruce-ladder.

Como através da andlise dos polimorfismos descritos em literatura,
conseguimos padronizar apenas uma PCR para diferenciacdo de B. abortus,
comecou-se 0s testes com os primers desenhados a partir do alinhamento multiplo
das sequéncias de Brucella, para os quais também se padronizou as condi¢cdes de
reacdo e a especificidade dos mesmos foi testada, até o momento, nas 18 cepas de
referéncia de Brucella, 21 cepas de campo de B. abortus, um namero variavel de
cepas de campo de B. canis para cada primer. Alguns primers ainda foram testados
frente as amostras de B. suis.

O teste de especificidade do primer Bcancapp, desenhado para diferenciagéo
B. canis, resultou em amplificacdo dos fragmentos esperados de 596pb para a cepa
de referéncia de B. canis RM6/66 da Fiocruz e 954pb para as demais espécies
(Figura 24), exceto para a B. abortus bv. 4 estirpe 870 que nado apresentou
amplificagéo e para a cepa de referéncia de B. canis de origem do RS, que sugere
estar com problemas visto que apresentou morfologia lisa nas provas de acriflavina e
coloracdo por cristal de violeta e reagiu positivamente com os dois primers
desenhados para B. melitensis.

Dos 205 isolados de campo de B. canis testados com este primer, 197
(96,1%) apresentaram-se positivos (Figura 25), sendo que 196 delas amplificaram o
fragmento de 596pb esperado para as amostras de B. canis e uma amostra
amplificou o fragmento de 954pb esperado para outras espécies nao B. canis. Esta
Gltima amostra resultou negativa com o primer Bcanacetr também desenhado para
diferenciacéo de B. canis, mas positiva com primer Bcasug jac, sugerindo ser uma B.
suis. Esta mesma amostra foi posteriormente submetida a teste com a metodologia
Bruce-ladder, realizada no laboratério do Prof. Andrey Pereira Lage da Escola de
Veterinaria da UFMG, apresentando o mesmo padrédo de bandas revelado para as B.
suis.

Das oito (3,9%) amostras que nao apresentaram a amplificacdo com este
primer, trés resultaram positivas com o primer Bcanacet, sSugerindo uma diferenca de
sensibilidade entre estes dois primers. Outras trés amostras foram negativas com

todos os primers desenhados e duas amostras foram negativas com outro primer
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desenhado Bcanacet para identificagéo de B. canis, mas resultaram positivas com a

amplificagc@o com o primer Bcasug iac, sugerindo também que pudessem ser B. suis.

;33%@6;&&4&&&“q”m&ﬁ
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Lad - Marcador de peso molecular com fragmentos muiltiplos de 100 pares de bases, 1 - B. melitensis biovar 1 estirpe 16M; 2 — B. melitensis biovar 2 estirpe
63/9; 3 - B. melitensis biovar 3 estirpe Ether; 4 - B. ovis estirpe 63/290; 5- B. canis estirpe RM6/66; 6 — B. canis estirpe RM6/66 (FIOCRUZ); 7- B. neotomae
estirpe 5K33; 8 - B. abortus biovar 1 estirpe 544; 9 - B. abortus biovar 1 estirpe 2308; 10 - B. abortus biovar 2 estirpe 86/8/59; 11 — B. abortus biovar 3 estirpe
Tulya; 12 - B. abortus biovar 4 estirpe 292; 13 - B. abortus biovar 5 estirpe B3196; 14 - B. abortus biovar 6 estirpe 870; 15 - B. abortus biovar 9 estirpe C68; 16
- B. suis biovar 1 estirpe 1330; 17 - B. suis biovar 2 estirpe Thomsen; 18- B. suis biovar 3 estirpe 686; 19— B. suis biovar 4 estirpe 40; 20— controle negativo de

amplificacdo

Figura 24 — Gel de agarose dos resultados da PCR das cepas de referéncia de Brucella
demonstrando a amplificagdo dos fragmentos esperados de 596pb da cepa de B.
canis e 954pb das demais espécies, com primer Bcancs,p desenhado para
diferenciacéo de B. canis

lad 130 131 132 133» 134 135 136 137 138, ;139 -

"//’/':'f = ; : G |s9spb

500pb

Lad - Marcador de peso molecular com fragmentos mliltiplos de 100 pares de bases; 130 148 — isolados de campo de B. canis.

Figura 25 — Gel de agarose dos resultados da PCR demonstrando a amplificacdo do fragmento
esperado de 596pb para quase todas os isolados de campo de B. canis, com
primer Bcancapp desenhado para diferenciagéo de B. canis
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Dos 21 isolados de campo de B. abortus testadas com este primer, 11
(52,4%) apresentaram amplificacdo do fragmento esperado de 954pb e 10 (47,6%)
nao apresentaram amplificagéo, entretanto nenhuma amostra obteve classificagéo
errdonea. Das cinco amostras de B. suis testadas, 3 (60%) resultaram positivas
apresentando o fragmento esperado de 954pb e 2 (40%) ndo apresentaram

amplificacao.

Os fragmentos 596pb, obtidos da cepa de referéncia e de alguns isolados de
campo B. canis, a partir dos primers Bcancapp foram sequenciados e a analise de
similaridade por BLAST das sequéncias obtidas revelou identidade de 100% com
uma regido do cromossomo | da B. canis relacionada a biossintese de glicoproteinas
capsulares Cap D. Também houve similaridade desta sequéncia, com duas regides
do genoma no cromossomo | de B. abortus, B. melitensis, B. suis e B. ovis,
equidistantes entre si cerca de 350pb, correspondente a regido que estaria deletada

na B. canis, mas presente em nas outras especies.

Do fragmento de 954pb, amplificado das outras espécies, ndo se obteve
contig, visto que nenhum dos sequenciamentos realizados gerou cromatogramas
gue pudessem ser utilizados, apresentando picos com escores de qualidade Phred
menor que 20. Isto pode ser consequéncia do tamanho relativamente grande do
fragmento associado ao baixo poder de resolucdo do sequenciador ABI 377,
utilizado neste estudo.

O teste realizado com o primer Bcanacer desenhado para diferenciacdo B.
canis, frente as cepas de referéncia de Brucella para avaliar sua especificidade,
resultou em amplificacdo do fragmento esperado de 318pb para a cepa de
referéncia de B. canis RM6/66 da Fiocruz e uma amplificagdo inesperada da B. suis
bv.4 estirpe 40 (Figura 26). A outra cepa de referéncia de B. canis, também nao
apresentou a amplificacdo esperada para este primer.
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Lad - Marcador de peso molecular com fragmentos muiltiplos de 100 pares de bases, 1 - B. melitensis biovar 1 estirpe 16M; 2 — B. melitensis biovar 2 estirpe
63/9; 3 - B. melitensis biovar 3 estirpe Ether; 4 - B. ovis estirpe 63/290; 5- B. canis estirpe RM6/66; 6 — B. canis estirpe RM6/66 (FIOCRUZ); 7- B. neotomae
estirpe 5K33; 8 - B. abortus biovar 1 estirpe 544; 9 - B. abortus biovar 1 estirpe 2308; 10 - B. abortus biovar 2 estirpe 86/8/59; 11 — B. abortus biovar 3 estirpe
Tulya; 12 - B. abortus biovar 4 estirpe 292; 13 - B. abortus biovar 5 estirpe B3196; 14 - B. abortus biovar 6 estirpe 870; 15 - B. abortus biovar g estirpe C68; 16
- B. suis biovar 1 estirpe 1330; 17 - B. suis biovar 2 estirpe Thomsen; 18- B. suis biovar 3 estirpe 686; 19— B. suis biovar 4 estirpe 40; 20— controle negativo de
amplificagdo.

Figura 26 — Géis de agarose dos resultados da PCR das cepas de referéncia de Brucella com
primer Bcanact, desenhado para diferenciacdo de B. canis, demonstrando a
amplificacdo do fragmento esperado de 318pb da cepa de referéncia de B. canis e
uma amplificacdo inesperada da cepa de B. suis bv. 4

Dos 205 isolados de campo de B. canis testados com este primer, 199
(97,1%) apresentaram-se positivos amplificando o fragmento de 318pb esperado
para as amostras de B. canis (Figura 27). Das seis (2,9%) amostras que nao
apresentaram a amplificacdo com este primer, cinco também haviam sido negativas
com o primer Bcancapp € uma amostra havia sido positiva com o Bcancap
apresentando a amplificacdo de 954pb esperada das outras amostras que néo B.
canis, destas trés resultaram positivas com o primer Bcasug ic, sugerindo que
pudessem ser B. suis e as outras trés amostras foram negativas com todos o0s

primers desenhados.

318pb
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Lad - Marcador de peso molecular com fragmentos muiltiplos de 100 pares de bases; 194 a 207 - isolados de campo de B. canis; C+ — controle positivo de
amplificagdo; C- - controle negativo de amplificacdo.

500pb

Figura 27 — Gel de agarose dos resultados da PCR dos isolados de campo de B. canis com
primer Bcanacet, desenhado para diferenciacdo de B. canis, demonstrando a
amplificacdo do fragmento esperado de 318pb para quase todas as amostras

Das cinco amostras testadas de B. suis, todas (100%) resultaram negativas a
amplificagdo com este primer, entretanto, como estas amostras ndo se encontravam
biotipadas pelo Instituto Adolfo Lutz e apenas o DNA nos foi concedido, nao foi
possivel proceder a biotipagem destas, e ndo pudemos esclarecer o problema da

provavel inespecificidade deste primer com B. suis bv. 4.

O fragmento 318pb obtido da cepa de referéncia de B. canis da Fiocruz com
primer Bcanacet foi sequenciado e a analise de similaridade por BLAST desta
sequéncia ha cerca de 4 meses atras, havia revelado 100% de identidade com uma
regido do cromossomo | da B. canis relacionada a uma N-acetiltransferase. No
entanto, o BLAST foi repetido, para fins de redacdo da qualificacdo, e devido a
incluséo no banco de dados, dos supercontigs de sequéncias, ainda ndo montadas
de algumas espécies e biovares de Brucella, neste segundo momento foi observada
também 100% de similaridade desta sequéncia com um supercontig de uma regiao

no cromossomo | do bv. 4 de B. suis, cujo genoma completo ainda ndo foi montado.
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Isso demonstra a inespecificidade deste primer em distinguir as espécies de
B. canis e B. suis, fato que ndo havia sido observado anteriormente devido a
auséncia desta sequéncia no banco de dados, quando foi realizada a busca de
especificidade dos primers. Adicionalmente, demonstra a aumento do namero de
sequéncias de Brucella spp. no banco de dados do GenBank, cujo crescimento €

exponencial desde meados de 1990

O teste de especificidade do primer Bcasug jac, desenhado para diferenciagao
B. canis/B. suis, resultou em amplificagdo dos fragmentos esperados de 572pb para
a cepa de referéncia de B. canis RM6/66 da Fiocruz e para os quatro biovares de B.
suis (Figura 28), entretanto a B. melitensis bv.1 estirpe 16M e a B. abortus bv. 3
estirpe Tulya também apresentaram amplificacdes inesperadas com este primer, e
adicionalmente a outra cepa de referéncia de B. canis oriunda do RS, também néo

apresentou a amplificacao esperada.

Das cinco amostras testadas de B. suis, todas (100%) resultaram positivas a
amplificacdo com este primer (Figura 11). Apenas seis amostras de B. canis foram
testadas com este primer, destas trés (50%) testaram positivas, sendo que uma
delas ja havia sido positiva com o Bcancap amplificando o fragmento de 954pb
esperado para as espécies que ndo fossem B. canis e as outras duas haviam
testado negativas tanto com o primer Bcancap quanto com o Bcanacet. AS outras trés
amostras negativas ao Bcasug iac, referem-se as amostras que ndo conseguiram ser
identificadas com nenhum outro primer.

' Disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/genbankstats.html. Acesso em: Novembro 2010.
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Lad - Marcador de peso molecular com fragmentos mdiltiplos de 100 pares de bases, ATCC Biol - B. canis estirpe RM6/66 (Instituto Bioldgico); Rs- B. canis
estirpe RM6/66; R6 — B. canis estirpe RM6/66 (FIOCRUZ); R16 - B. suis biovar 1 estirpe 1330; R17 — B. suis biovar 2 estirpe Thomsen; R18- B. suis biovar 3
estirpe 686; R19- B. suis biovar 4 estirpe 40; ial 84 — cepa B. suis 10C 726 (Adolfo Lutz); ial 85 — cepa B. suis 1330 Mineapolis (Adolfo Lutz); ial 86 — cepa B.
suis 10C 725 (Adolfo Lutz); ial 87 — cepa B. suis (Adolfo Lutz); ial 88 - cepa B. suis 14306 HER (Adolfo Lutz); C- - controle negativo de amplificagdo.

Figura 28 — Gel de agarose dos resultados da PCR de amostras de referéncia de B. canis e B.
suis e de isolados de B. suis com primer Bcasug jac, desenhado para diferenciagéo
de B. canis/B.suis, demonstrando a amplificacdo do fragmento esperado de 572pb
para quase todas as amostras

A PCR realizada com o primer Bmelomps1, desenhado para diferenciacéo B.
melitensis, frente as cepas de referéncia de Brucella para avaliar sua especificidade,
resultou em amplificacdo do fragmento esperado de 600pb para a cepas de
referéncia de B. melitensis biovares 1, 2 e 3 estirpes 16M, 63/9 e Ether,
respectivamente, e da cepa de referéncia de B. canis oriunda do RS, que
apresentou resultados de morfologia lisa nas provas de acriflavina e coloragéo por
cristal de violeta e resultou negativa nos testes com os dois primers desenhados
para B. canis e positiva para os dois primers de B. melitensis. As outras espécies de

Brucella e seus biovares, apresentaram o fragmento esperado de 832pb (Figura 29).



500pb

93

iﬁ,,..; = ».» ..,“. )ﬁ?‘lgfs‘ *

nl

|.‘_ A 11’

500pb . R 600pb ¥ "
D ’ i . A ’
'w.. » 19 * . ? : ." a e va
W et e e
L © _832ph
.".:2 /,} ' ;
I i
[ - ! 7.
’a—b N 5
i -—..e f.
o 4
- X P )

Lad - Marcador de peso molecular com fragmentos miltiplos de 100 pares de bases, 1 - B. melitensis biovar 1 estirpe 16M; 2 - B. melitensis biovar 2 estirpe
63/9; 3 - B. melitensis biovar 3 estirpe Ether; 4 - B. ovis estirpe 63/290; 5- B. canis estirpe RM6/66; 6 — B. canis estirpe RM6/66 (FIOCRUZ); 7- B. neotomae
estirpe 5K33; 8 - B. abortus biovar 1 estirpe 544; 9 - B. abortus biovar 1 estirpe 2308; 10 - B. abortus biovar 2 estirpe 86/8/59; 11 — B. abortus biovar 3 estirpe
Tulya; 12 - B. abortus biovar 4 estirpe 292; 13 — B. abortus biovar 5 estirpe B3196; 14 — B. abortus biovar 6 estirpe 870; 15 - B. abortus biovar g estirpe C68; 16
- B. suis biovar 1 estirpe 1330; 17 - B. suis biovar 2 estirpe Thomsen; 18- B. suis biovar 3 estirpe 686; 19— B. suis biovar 4 estirpe 40; 20— controle negativo de
amplificagdo.

Figura 29 — Gel de agarose dos resultados da PCR das cepas de referéncia de Brucella com
primer Bmelonp, desenhado para diferenciacéo de B. melitensis, demonstrando a
amplificacdo dos fragmentos esperados de 600pb dos trés biovares da cepa de
referéncia de B.melitensis e 832pb das demais espécies e biovares

Dos 21 isolados de campo de B. abortus testadas com este primer, 19
(90,5%) apresentaram amplificacdo do fragmento esperado de 832pb e 2 (9,5%) ndo
apresentaram amplificacdo, entretanto nenhuma amostra obteve classificacao
erronea. Dos 30 isolados de campo de B. canis testados, todos (100%)

apresentaram amplificacdo do fragmento esperado de 832pb (Figura 30).
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Lad - Marcador de peso molecular com fragmentos mliltiplos de 100 pares de bases; 1268 a 2040 - isolados de campo de B. canis; C+ - cepa de B. melitensis
utilizada como controle positivo de amplificagdo; C- - controle negativo de amplificagao.

Figura 30 — Gel de agarose dos resultados da PCR de isolados campo de B. canis com primer
Bmelomp, desenhado para diferenciacdo de B. melitensis, demonstrando a
amplificacdo do fragmento esperado de 832pb paratodas as amostras testadas

O teste de especificidade do primer Bmel.oa, desenhado para diferenciacéo B.
melitensis, resultou em amplificacdo do fragmento esperado de 714-5pb para a
cepas de referéncia de B. melitensis biovares 1, 2 e 3 estirpes 16M, 63/9 e Ether,
respectivamente, e da cepa de referéncia de B. canis, que resultou negativa nos
testes com os dois primers desenhados para esta espécie e positiva para os dois
primers de B. melitensis. As outras espécies de Brucella e seus biovares, também
apresentaram o fragmento esperado de 821pb para B. canis e 825pb para B. ovis, B.

suis e B. abortus (Figura 31).
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Lad - Marcador de peso molecular com fragmentos multiplos de 100 pares de bases, 1 - B. melitensis biovar 1 estirpe 16M; 2 — B. melitensis biovar 2 estirpe
63/9; 3 - B. melitensis biovar 3 estirpe Ether; 4 - B. ovis estirpe 63/290; 5- B. canis estirpe RM6/66; 6 — B. canis estirpe RM6/66 (FIOCRUZ); 7- B. neotomae
estirpe 5K33; 8 - B. abortus biovar 1 estirpe 544; 9 - B. abortus biovar 1 estirpe 2308; 10 - B. abortus biovar 2 estirpe 86/8/59; 11 — B. abortus biovar 3 estirpe
Tulya; 12 - B. abortus biovar 4 estirpe 292; 13 - B. abortus biovar 5 estirpe B3196; 14 — B. abortus biovar 6 estirpe 870; 15 - B. abortus biovar g estirpe C68; 16
- B. suis biovar 1 estirpe 1330; 17 — B. suis biovar 2 estirpe Thomsen; 18- B. suis biovar 3 estirpe 686; 19— B. suis biovar 4 estirpe 40.

Figura 31 — Gel de agarose dos resultados da PCR das cepas de referéncia de Brucella com
primer Bmelga, desenhado para diferenciacdo de B. melitensis, demonstrando a
amplificacdo dos fragmentos esperados de 714-5pb dos trés biovares da cepa de
referéncia de B. melitensis, 821pb para B. canis e 825pb para B. ovis, B. suis e B.
abortus

Dos 21 isolados de campo de B. abortus testadas com este primer, 19
(90,5%) apresentaram amplificacdo do fragmento esperado de 825pb e 2 (9,5%) nédo
apresentaram amplificacdo, entretanto nenhuma amostra obteve classificacao
erronea. Dos 30 isolados de campo de B. canis testados, todos (100%)
apresentaram amplificacdo do fragmento esperado de 821pb para esta espécie

(Figura 32).

Foram sequenciados os fragmentos de 714pb obtido da B. melitensis e de
825pb obtidos das B. abortus e B. suis com primer Bmelgoa. A analise de similaridade
por BLAST dos fragmentos sequenciados da B. abortus e B. suis apresentava alta
similaridade com as sequéncias de B. canis, B. ovis, B. abortus e B. suis, pois estas
espécies ndo apresentavam a delecao de 110 nucleotideos na regido que codifica a

Acetil CoA. Esse fragmento também apresentou similaridade com as sequéncias de

825pb
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B. melitensis, entretanto os alinhamentos eram menores, pois as sequéncias de B.
melitensis apresentavam a delecdo. O fragmento sequenciado da B. melitensis,
utilizando o mesmo primer, apresentou alta similaridade com todas as sequéncias
das espécies de brucela, porém este alinhamento era menor que os obtidos com as
sequéncias de B. abortus e B. suis, pois o fragmento da B. melitensis apresentava a

delecdo esperada na regido codificadora da Acetil CoA nessa espécie.

Lad - Marcador de peso molecular com fragmentos mdiltiplos de 100 pares de bases; 2 a 21 - isolados de campo de B. abortus; C+ — cepas de B. melitensis
utilizada como controle positivo de amplificagdo; C- - controle negativo de amplificagdo.

Figura 32 — Gel de agarose dos resultados da PCR de isolados campo de B. abortus com
primer Bmelg,a, desenhado para diferenciacdo de B. melitensis, demonstrando a
amplificacdo do fragmento esperado de 825pb para todas as amostras testadas

O teste de PCR do primer Bovomp, desenhado para diferenciagdo B. ovis,
frente as cepas de referéncia de Brucella, para avaliar sua especificidade, resultou
em amplificacdo do fragmento esperado de 583pb para a cepa de referéncia desta
espécie. As outras espécies de Brucella e seus biovares, como esperado nao

apresentaram amplificagéo (Figura 33).
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Lad - Marcador de peso molecular com fragmentos miiltiplos de 100 pares de bases, 1 - B. melitensis biovar 1 estirpe 16M; 2 — B. melitensis biovar 2 estirpe
63/9; 3 - B. melitensis biovar 3 estirpe Ether; 4 — B. ovis estirpe 63/290; 5- B. canis estirpe RM6/66; 6 — B. canis estirpe RM6/66 (FIOCRUZ); 7- B. neotomae
estirpe 5K33; 8 - B. abortus biovar 1 estirpe 544; 9 - B. abortus biovar 1 estirpe 2308; 10 - B. abortus biovar 2 estirpe 86/8/59; 11 - B. abortus biovar 3 estirpe
Tulya; 12 - B. abortus biovar 4 estirpe 292; 13 - B. abortus biovar 5 estirpe B3196; 14 — B. abortus biovar 6 estirpe 870; 15 - B. abortus biovar 9 estirpe C68; 16

- B. suis biovar 1 estirpe 1330; 17 - B. suis biovar 2 estirpe Thomsen; 18- B. suis biovar 3 estirpe 686; 19— B. suis biovar 4 estirpe 40; C- - controle negativo de
amplificacdo.

Figura 33 — Gel de agarose dos resultados da PCR das cepas de referéncia de Brucella com
primer Bovomp, desenhado para diferenciacdo de B. ovis, demonstrando a
amplificacdo do fragmento esperado de 583pb para B. ovis

Dos 21 isolados de campo de B. abortus e 35 isolados de campo de B. canis,

testados com este primer, nenhum apresentou amplificacdo do fragmento 583pb,
esperado apenas para B. ovis (Figura 34).
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Lad - Marcador de peso molecular com fragmentos mdiltiplos de 100 pares de bases; 1a 19 - isolados de campo de B. abortus; C+ — cepa de B. ovis utilizada
como controle positivo de amplificagdo; C- - controle negativo de amplificagdo.

Figura 34 — Gel de agarose dos resultados da PCR de isolados campo de B. abortus com
primer Bovomp, desenhado para diferenciagdo de B. ovis, demonstrando a auséncia
de amplificacdo do fragmento de 583pb esperado apenas para as amostras de B.
ovis

A andlise de similaridade por BLAST, do sequenciamento do fragmento 583pb
obtido com a amplificacdo da cepa de referéncia de B. ovis com primer Bovomy,
revelou 100% de identidade com uma regido do cromossomo | da B. ovis
relacionada a uma OMP e similaridades igualmente altas de cerca 97% também com
outras espécies de Brucella. Como o DNA das espécies de Brucella apresenta
similaridades maiores do que 90% e foi utilizada uma mutacdo de cerca de 20
nucleotideos, especifica da B. ovis na regido desta OMP, para ancoragem de um
dos primers, e sabendo que as extremidades dos sequenciamentos, que
correspondem a regido dos primers nunca apresentam uma boa resolugéo, € de se
esperar que tenhamos encontrado alta similaridade deste fragmento em todas as

espécies.

A PCR realizada com o primer Bovrasc, desenhado para diferenciagéo B. ovis,
frente as cepas de referéncia de Brucella, para avaliar sua especificidade, resultou

em amplificacdo do fragmento esperado de 631-5pb para a cepas de referéncia de
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B. ovis e do fragmento de 895pb para B. canis, B. melitensis, B. suis, B. abortus e B.

neotomae (Figura 35).
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Lad - Marcador de peso molecular com fragmentos muiltiplos de 100 pares de bases, 1 - B. melitensis biovar 1 estirpe 16M; 2 — B. melitensis biovar 2 estirpe
63/9; 3 - B. melitensis biovar 3 estirpe Ether; 4 — B. ovis estirpe 63/290; 5- B. canis estirpe RM6/66; 6 — B. canis estirpe RM6/66 (FIOCRUZ); 7- B. neotomae
estirpe 5K33; 8 - B. abortus biovar 1 estirpe 544; 9 - B. abortus biovar 1 estirpe 2308; 10 - B. abortus biovar 2 estirpe 86/8/59; 11 — B. abortus biovar 3 estirpe
Tulya; 12 - B. abortus biovar 4 estirpe 292; 13 - B. abortus biovar 5 estirpe B3196; 14 - B. abortus biovar 6 estirpe 870; 15 - B. abortus biovar g estirpe C68; 16
- B. suis biovar 1 estirpe 1330; 17 — B. suis biovar 2 estirpe Thomsen; 18- B. suis biovar 3 estirpe 686; 19— B. suis biovar 4 estirpe 40.

Figura 35 — Gel de agarose dos resultados da PCR das cepas de referéncia de Brucella com
primer Bovtasc, desenhado para diferenciacdo de B. ovis, demonstrando a
amplificacdo do fragmento esperado de 631pb para B. ovis e 895pb para B. canis,
B. melitensis, B. suis, B. abortus e B. neotomae

Dos 21 isolados de campo de B. abortus testados com este primer, 17
(90,5%) apresentaram amplificacao do fragmento esperado de 895pb e 4 (9,5%) nao
apresentaram amplificacdo, entretanto nenhuma amostra obteve classificacdo
erronea. Dos 30 isolados de campo de B. canis testados, todos (100%)

apresentaram amplificagdo do fragmento esperado de 895pb para esta espécie.

895pb
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Os fragmentos de 631-5pb, obtidos da cepa de referéncia de B. ovis, a partir
dos primers Bovomp, foi sequenciado e a andlise de similaridade por BLAST revelou
identidade de 100% com apenas uma regido do cromossomo | das B. ovis
disponiveis no GenBank, relacionada a uma proteina de ligadora de sulfato e
tiossulfato, esta mesma sequéncia apresentou similaridades elevadas com duas
regibes nas sequéncias das outras espécies de brucela, relacionadas a um
transportador de sulfato ABC, equidistantes cerca de 250pb, confirmando a

existéncia da delecdo na B. ovis.

Por sua vez, a analise de similaridade por BLAST do sequenciamento do
fragmento de 895pb amplificado da B. melitensis e da B. canis revelou identidade de
100% com apenas uma regido do cromossomo | das B. melitensis, B. canis, B.
abortus e B. suis disponiveis no GenBank, relacionada a um transportador de sulfato
ABC, e esta mesma sequéncia apresentou similaridade elevada com duas regides
nas sequéncia da B. ovis, relacionadas a um transportador de sulfato ABC,

equidistantes cerca de 250pb, confirmando a existéncia desta dele¢céo na B. ovis.

O diagnostico microbiolégico e especialmente a tipificagdo das espécies de
Brucella sdo procedimentos bastante dificeis e laboriosos, entretanto as PCRs
padronizadas neste trabalho s&o bastante promissoras e certamente contribuirdo
tanto para o diagnostico dos casos suspeitos, quanto na investigacao epidemioldgica

dos casos humanos e animais.
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7 CONCLUSOES

Em vista dos resultados apresentados, podemos concluir que:

(i) Utilizando loci génicos unicos, contendo sequéncias polimoérficas de cada
espécie, conseguimos desenhar primers espécie-especificos e padronizar

PCRs para diferenciagédo de B. abortus, B. canis, B. melitensis e B. ovis;

(i Segundo os testes de especificidade realizados frente as cepas de referéncia
e isolados de campo testados, as PCRs padronizadas mostraram-se

especificas.

(i) Testes com isolados de algumas outras espécies como B. melitensis e B.

ovis, ainda sdo necessarios, entretanto nés nao dispomos de tais cepas.

(iv) Os sequenciamentos dos fragmentos amplificados com os primers BabS, Babl
e BabAS; Bcancappr € Bcancappr; Bmelcoar € Bmelcoar; BOVompr € BOVompr;
Bovrascr € Bovrascr., COmprovaram a existéncia de polimorfismos nas regioes

estudadas e a especificidade dos primers desenhados.
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Anexo 1 — Resultados das PCRs padronizadas nas amos

tras de referéncia de Brucella

Primer B. can Cap D

Primer B. can Acet

Primer B. casu LacB

Primer B. ov OMP

Primer B. ov Tabc

Primer B. mel OMP31

Primer B. mel CoA

Primer B. ab S,AS,|

Amostras
Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido
B ab 1 USP 1(954 pb)  1(954 pb) 0 0 0 0 0 0 1(895pb) | 1(895pb)  1(832pb)  1(832pb) 1(825pb) 1(825pb) = 1(410pb) 1(410pb)
Bab1(2308)USP  1(954pb) 1(954 pb) o o o o o o 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb) 1(825pb)  1(825pb)  1(410pb) 1(410pb)
B ab 2 USP 1(954 pb)  1(954 pb) o o o o o o 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb)  1(825pb)  1(825pb)  1(410pb) 1(410pb)
Bab 3 USP 1(954pb)  1(954 pb) o o o 1(572pb)* o o 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb)  1(825pb)  1(825pb)  1(410pb)  1(410pb)
B ab 4 USP 1(954pb)  1(954pb) o o o o o o 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb)  1(825pb)  1(825pb)  1(410pb)  1(410pb)
Bab 5 USP 1(954pb)  1(954pb) o o o o o o 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb)  1(825pb)  1(825pb)  1(410pb)  1(410pb)
B ab 6 USP 1(954 pb) o* 0 0 0 0 0 0 1(895pb) | 1(895pb)  1(832pb)  1(832pb) 1(825pb) 1(825pb) = 1(410pb) 1(410pb)
Bab g USP 1(954pb) 1(954 pb) o o o o o o 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb) 1(825pb) 1(825pb)  1(410pb)  1(410pb)
B mel 1 USP 1(954pb)  1(954pb) o o o 1(572pb)* o o 1(895pb)  1(895pb)  1(600p)  1(600p) 1(714_5pb) 1(714_5pb) 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B mel 2 USP 1(954pb)  1(954 pb) o o o o o o 1(895pb)  1(895pb) = 1(600p) = 1(600p) 1(714_5pb) 1(714_5pb) 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B mel 3 USP 1(954pb) 1(954 pb) o o o o o o 1(895pb) 1(895pb)  1(6oop)  1(60op) 1(714 5pb) 1(714 5pb) 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B sui 1USP 1(954pb)  1(954pb) o o 1(572pb)  1(572 pb) o o 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb)  1(825pb)  1(825pb) 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B sui 2 USP 1(954pb)  1(954 pb) o o 1(572pb)  1(572 pb) o o 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb) 2(825pb)  1(825pb)  1(856_7pb) 1(856_7pb)
B sui 3 USP 1(954pb)  1(954 pb) o o 1(572pb)  1(572 pb) o o 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb) 3(825pb) 1(825pb) 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B sui 4 USP 1(954pb) 1(954pb) o 1(318 pb)* 1(572 pb)  1(572 pb) o o 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb) 4(825pb) 1(825pb) 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B neo USP 1(954pb)  1(954pb) o o o o o o 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb) 5(825pb) 1(825pb) 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B ov USP 1(954pb) 1(954 pb) o o o 1(583pb)  1(583pb)  1(631pb)  1(631pb)  1(832pb) 1(832pb) 6(825pb) 1(825pb) 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B can USP 1(596 pb) 1(954pb)* 1(318 pb) o* 1(572 pb) o* 0 0 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(6oop)*  1(821pb) 1(714_5pb)* 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B can Fiocruz 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb) 1(318 pb) 1(572 pb) 1(572 pb) 0 0 1(895pb) | 1(895pb) | 1(832pb)  1(832pb)  1(821pb)  1(821pb) 1(856_7pb) 1(856_7pb)

0 auséncia de amplificacdo; 1 presenca de amplificacdo (Tamanho em pb do amplificado); * representam resultados diferentes do esperado para o primer analisado

T1T



Anexo 2 — Resultados das PCRs padronizadas nos isol

ados de campo de Brucella abortus

Primer B. can Cap D

Primer B. can Acet

Primer B. casu LacB

Primer B. ov OMP

Primer B. ov Tabc

Primer B. mel OMP31

Primer B. mel CoA

Primer B. ab S,AS,|

Amostra Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido
B ab 1 Biol 1(954 pb) 0¥ 0 NR 0 NR 0 0 1(895pb) o* 1(832pb) | 1(832pb)  1(825pb) o* 1(410pb) 1(410pb)
B ab 2 Biol 1(954 pb)  1(954 pb) 0 NR 0 NR 0 o 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb) 1(825pb)  1(825pb)  1(410pb) 1(410pb)
B ab 3 Biol 1(954 pb)  1(954 pb) 0 NR 0 NR 0 o 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb) 1(825pb)  1(825pb)  1(410pb) 1(410pb)
B ab 4 Biol 1(954 pb) o* 0 NR 0 NR 0 0 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb)  1(825pb) = 1(825pb)  1(410pb) 1(410pb)
B ab 5 Biol 1(954 pb)  1(954 pb) 0 NR 0 NR 0 0 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb)  1(825pb)  1(825pb)  1(410pb) 1(410pb)
B ab 6 Biol 1(954 pb)  1(954 pb) 0 NR 0 NR 0 o 1(895pb) 1(895pb)  1(832pb)  1(832pb) 1(825pb)  1(825pb)  1(410pb) 1(410pb)
B ab 7 Biol 1(954 pb) o* 0 NR 0 NR 0 0 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb)  1(825pb) = 1(825pb)  1(410pb) 1(410pb)
B ab 9 Biol 1(954 pb)  1(954 pb) 0 NR 0 NR 0 0 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb)  1(825pb) = 1(825pb)  1(410pb) 1(410pb)
B ab 10 Biol 1(954 pb) o* 0 NR 0 NR 0 o 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb) 1(825pb)  1(825pb)  1(410pb) 1(410pb)
B ab 11 Biol 1(954pb)  1(954 pb) 0 NR 0 NR 0 0 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb) 1(825pb)  1(825pb)  1(410pb) 1(410pb)
B ab 12 Biol 1(954 pb) o* 0 NR 0 NR 0 0 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb)  1(825pb) = 1(825pb)  1(410pb) 1(410pb)
B ab 13 Biol 1(954 pb) o* 0 NR 0 NR 0 o 1(895pb) o* 1(832pb) o* 1(825 pb) o* 1(410pb) 1(410pb)
B ab 14 Biol 1(954 pb) o* 0 NR 0 NR 0 0 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb)  1(825pb) = 1(825pb)  1(410pb) 1(410pb)
B ab 15 Biol 1(954 pb)  1(954 pb) 0 NR 0 NR 0 0 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb)  1(825pb) = 1(825pb)  1(410pb) 1(410pb)
B ab 16 Biol 1(954 pb) 0¥ 0 NR 0 NR 0 0 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb) 1(825pb)  1(825pb)  1(410pb) 1(410pb)
B ab 17 Biol 1(954 pb)  1(954 pb) 0 NR 0 NR 0 0 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb)  1(825pb) = 1(825pb)  1(410pb) 1(410pb)
B ab 18 Biol 1(954 pb) 0¥ 0 NR 0 NR 0 0 1(895pb) o* 1(832pb) o* 1(825 pb)  1(825pb)  1(410pb) 1(410pb)
B ab 19 Biol 1(954 pb)  1(954 pb) 0 NR 0 NR 0 o 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb) 1(825pb)  1(825pb)  1(410pb) 1(410pb)

B ab 20 Biol 1(954 pb)  1(954 pb) 0 NR 0 NR 0 0 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb)  1(825pb) = 1(825pb)  1(410pb) 1(410pb)
B ab 21 Biol 1(954 pb)  1(954 pb) 0 NR 0 NR 0 0 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb)  1(825pb)  1(825pb)  1(410pb) 1(410pb)
B ab 22 Biol 1(954 pb) 0¥ 0 NR 0 NR 0 0 1(895pb) o* 1(832pb)  1(832pb) 1(825pb)  1(825pb)  1(410pb) 1(410pb)

0 auséncia de amplificacdo; 1 presenca de amplificacdo (Tamanho em pb do amplificado); * representam resultados diferentes do esperado para o primer analisado

AN



Anexo 3 — Resultados das PCRs padronizadas nos isol

ados de campo de Brucella suis

Primer B. can Cap D

Primer B. can Acet

Primer B. casu LacB

Primer B. ov OMP

Primer B. ov Tabc

Primer B. mel OMP31

Primer B. mel CoA

Primer B. ab S,AS,|

Amostra Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido
ial 84 1(954 pb)  1(954 pb) o o 1(572 pb)  1(572 pb) o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(825 pb) NR 1(410pb) NR
jal 85 1(954 pb)  1(954 pb) 0 o 1(572 pb)  1(572 pb) 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(825 pb) NR 1(410pb) NR
ial 86 1(954 pb)  1(954 pb) 0 0 1(572 pb)  1(572 pb) 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(825 pb) NR 1(410pb) NR
jal 87 1(954 pb) o* 0 0 1(572 pb)  1(572 pb) 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(825 pb) NR 1(410pb) NR
jal 88 1(954 pb) o* 0 0 1(572 pb)  1(572 pb) 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(825 pb) NR 1(410pb) NR

0 auséncia de amplificacdo; 1 presenca de amplificacdo (Tamanho em pb do amplificado); * representam resultados diferentes do esperado para o primer analisado

erT



Anexo 4 — Resultados das PCRs padronizadas nos isol

ados de campo de Brucella canis

Primer B. can Cap D

Primer B. can Acet

Primer B. casu LacB

Primer B. ov OMP

Primer B. ov Tabc

Primer B. mel OMP31

Primer B. mel CoA

Primer B. ab S,AS,|

Amostra Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido
B. can 1 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) o*

B. can 2 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B.can3 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B. can 4 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) o*
B.cans 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) [
B.can 6 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B.can7 1(596 pb) 1(954 pb)*  1(318 pb) o* 1(572pb)  1(572pb) 0 0 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb)  1(821pb) = 1(821pb) 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B. can 8 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B.can 9 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) o*
B.can 11 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb) 1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B. can 12 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) o*

B. can 13 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) o*

B. can 14 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B. can 15 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B. can 16 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856 7pb)
B. can 17 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B. can 18 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B. can 19 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B. can 20 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B. can 21 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb) 1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)

0 auséncia de amplificacdo; 1 presenca de amplificacdo (Tamanho em pb do amplificado); * representam resultados diferentes do esperado para o primer analisado

it



Anexo 4 — Resultados das PCRs padronizadas nos isol

ados de campo de Brucella canis (continuagao)

Primer B. can Cap D

Primer B. can Acet

Primer B. casu LacB

Primer B. ov OMP

Primer B. ov Tabc

Primer B. mel OMP31

Primer B. mel CoA

Primer B. ab S,AS,|

Amostra Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido
B. can 22 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B. can 23 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B. can 24 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B. can 25 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B. can 26 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856 7pb)
B. can 27 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B. can 28 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B. can 29 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B. can 30 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B. can 31 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb) 1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B. can 32 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B. can 33 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B. can 34 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B. can 35 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) o*

B. can 36 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856 7pb)
B. can 37 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o o 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B. can 38 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B. can 39 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B. can 40 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B. can 41 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb) 1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)

0 auséncia de amplificacdo; 1 presenca de amplificacdo (Tamanho em pb do amplificado); * representam resultados diferentes do esperado para o primer analisado

qTT



Anexo 4 — Resultados das PCRs padronizadas nos isol

ados de campo de Brucella canis (continuagao)

Primer B. can Cap D

Primer B. can Acet

Primer B. casu LacB

Primer B. ov OMP

Primer B. ov Tabc

Primer B. mel OMP31

Primer B. mel CoA

Primer B. ab S,AS,|

Amostra Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido
B. can 42 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o [ 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B. can 43 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 44 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o o 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B. can 45 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B. can 46 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 47 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o o 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B. can 48 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 49 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 50 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 51 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb) 1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 52 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 53 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B. can 54 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 55 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 56 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 57 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o o 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)
B. can 58 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 59 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 60 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 61 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb) 1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856_7pb)

0 auséncia de amplificacdo; 1 presenca de amplificacdo (Tamanho em pb do amplificado); * representam resultados diferentes do esperado para o primer analisado

orT



Anexo 4 — Resultados das PCRs padronizadas nos isol

ados de campo de Brucella canis (continuagao)

Primer B. can Cap D

Primer B. can Acet

Primer B. casu LacB

Primer B. ov OMP

Primer B. ov Tabc

Primer B. mel OMP31

Primer B. mel CoA

Primer B. ab S,AS,|

Amostra Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido
B. can 62 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 63 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 64 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 65 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 66 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 67 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 68 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 69 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 70 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 71 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb) 1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 72 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 73 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 74 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 75 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 76 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 77 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb) ' 1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 78 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 79 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 80 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 81 1(596 pb) 0* 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

0 auséncia de amplificacdo; 1 presenca de amplificacdo (Tamanho em pb do amplificado); * representam resultados diferentes do esperado para o primer analisado
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Anexo 4 — Resultados das PCRs padronizadas nos isol

ados de campo de Brucella canis (continuagao)

Primer B. can Cap D

Primer B. can Acet

Primer B. casu LacB

Primer B. ov OMP

Primer B. ov Tabc

Primer B. mel OMP31

Primer B. mel CoA

Primer B. ab S,AS,|

Amostra Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido
B. can 82 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 83 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 84 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 85 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 86 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 87 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856-7pb)
B. can 88 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 89 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 90 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 91 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb) 1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) 1(856-7pb)
B. can 92 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 93 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 94 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 95 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 96 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 97 1(596 pb) 0* 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 98 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 99 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 100 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 101 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb) 1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

0 auséncia de amplificacdo; 1 presenca de amplificacdo (Tamanho em pb do amplificado); * representam resultados diferentes do esperado para o primer analisado
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Anexo 4 — Resultados das PCRs padronizadas nos isol

ados de campo de Brucella canis (continuagao)

Primer B. can Cap D

Primer B. can Acet

Primer B. casu LacB

Primer B. ov OMP

Primer B. ov Tabc

Primer B. mel OMP31

Primer B. mel CoA

Primer B. ab S,AS,|

Amostra Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido
B. can 102 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 103 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 104 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 105 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 106 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 107 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 108 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 109 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 110 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 111 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb) 1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 112 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 113 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 114 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 115 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 116 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 117 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 118 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 119 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 120 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 121 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb) 1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

0 auséncia de amplificacdo; 1 presenca de amplificacdo (Tamanho em pb do amplificado); * representam resultados diferentes do esperado para o primer analisado
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Anexo 4 — Resultados das PCRs padronizadas nos isol

ados de campo de Brucella canis (continuagao)

Primer B. can Cap D

Primer B. can Acet

Primer B. casu LacB

Primer B. ov OMP

Primer B. ov Tabc

Primer B. mel OMP31

Primer B. mel CoA

Primer B. ab S,AS,|

Amostra Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido
B. can 122 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 123 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 [ 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) ' 1(856-7pb)
B. can 124 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 125 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 126 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 127 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 128 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 129 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 130 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 131 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb) 1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 132 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 [ 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb)  1(821pb) 1(821pb)  1(856_7pb) 1(856-7pb)
B. can 133 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb) ' 1(318 pb)  1(572 pb) NR o o 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb) | 1(832pb)  1(821pb)  1(821pb) | 1(856_7pb) 1(856-7pb)
B. can 134 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb) ' 1(318 pb)  1(572 pb) NR o o 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb) | 1(832pb)  1(821pb)  1(821pb) | 1(856_7pb) 1(856-7pb)
B. can 135 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 0 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb)  1(821pb) = 1(821pb)  1(856_7pb) 1(856-7pb)
B. can 136 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 0 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb)  1(821pb) 1(821pb)  1(856 7pb) 1(856-7pb)
B. can 137 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb) ' 1(318 pb)  1(572 pb) NR o o 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb) | 1(832pb)  1(821pb)  1(821pb) | 1(856_7pb) 1(856-7pb)
B. can 138 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o [ 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb)  1(821pb) 1(821pb)  1(856_7pb) 1(856-7pb)
B. can 139 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 0 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb)  1(821pb) = 1(821pb)  1(856_7pb) 1(856-7pb)
B. can 140 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o o 1(895pb)  1(895pb) | 1(832pb)  1(832pb)  1(821pb) 1(821pb)  1(856_7pb) 1(856-7pb)
B. can 141 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb) 1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 0 1(895pb)  1(895pb) | 1(832pb)  1(832pb)  1(821pb) 1(821pb)  1(856_7pb) 1(856-7pb)

0 auséncia de amplificacdo; 1 presenca de amplificacdo (Tamanho em pb do amplificado); * representam resultados diferentes do esperado para o primer analisado
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Anexo 4 — Resultados das PCRs padronizadas nos isol

ados de campo de Brucella canis (continuagao)

Primer B. can Cap D

Primer B. can Acet

Primer B. casu LacB

Primer B. ov OMP

Primer B. ov Tabc

Primer B. mel OMP31

Primer B. mel CoA

Primer B. ab S,AS,|

Amostra Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido
B. can 142 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o [ 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb)  1(821pb) 1(821pb)  1(856_7pb) 1(856-7pb)
B. can 143 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 0 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb)  1(821pb) = 1(821pb)  1(856_7pb) 1(856-7pb)
B. can 144 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb) ' 1(318 pb)  1(572 pb) NR o o 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb) | 1(832pb)  1(821pb)  1(821pb) | 1(856_7pb) 1(856-7pb)
B. can 145 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 0 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb)  1(821pb) = 1(821pb)  1(856_7pb) 1(856-7pb)
B. can 146 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 147 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb) ' 1(318 pb)  1(572 pb) NR o o 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb) | 1(832pb)  1(821pb)  1(821pb) | 1(856_7pb) 1(856-7pb)
B. can 148 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 149 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 150 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o o 1(895pb)  1(895pb) | 1(832pb)  1(832pb)  1(821pb) 1(821pb)  1(856_7pb) 1(856-7pb)
B. can 151 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb) 1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 0 1(895pb)  1(895pb) | 1(832pb)  1(832pb)  1(821pb) 1(821pb)  1(856_7pb) 1(856-7pb)
B. can 152 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 153 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 154 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 155 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 156 1(596 pb) 0* 1(318 pb) o* 1(572 pb)  1(572pb) 0 0 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb)  1(821pb)  1(821pb)  1(856 7pb) 1(856-7pb)
B. can 157 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb) ' 1(318 pb)  1(572 pb) NR o o 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb) | 1(832pb)  1(821pb)  1(821pb) | 1(856_7pb) 1(856-7pb)
B. can 158 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o [ 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb)  1(821pb) 1(821pb)  1(856_7pb) 1(856-7pb)
B. can 159 1(596 pb) o* 1(318 pb) o* 1(572 pb) o* 0 0 1(895pb) o* 1(832pb) o* 1(821pb) 0¥ 1(856_7pb) o*

B. can 160 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o o 1(895pb)  1(895pb) | 1(832pb)  1(832pb)  1(821pb) 1(821pb)  1(856_7pb) 1(856-7pb)
B. can 161 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb) 1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 0 1(895pb)  1(895pb) | 1(832pb)  1(832pb)  1(821pb) 1(821pb)  1(856_7pb) 1(856-7pb)

0 auséncia de amplificacdo; 1 presenca de amplificacdo (Tamanho em pb do amplificado); * representam resultados diferentes do esperado para o primer analisado
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Anexo 4 — Resultados das PCRs padronizadas nos isol

ados de campo de Brucella canis (continuagao)

Primer B. can Cap D

Primer B. can Acet

Primer B. casu LacB

Primer B. ov OMP

Primer B. ov Tabc

Primer B. mel OMP31

Primer B. mel CoA

Primer B. ab S,AS,|

Amostra Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido
B. can 162 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o [ 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb)  1(821pb) 1(821pb)  1(856_7pb) 1(856-7pb)
B. can 163 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 [ 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb)  1(821pb) 1(821pb)  1(856_7pb) 1(856-7pb)
B. can 164 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o o 1(895pb)  1(895pb) | 1(832pb)  1(832pb)  1(821pb) 1(821pb)  1(856_7pb) 1(856-7pb)
B. can 165 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 166 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 0 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb)  1(821pb) 1(821pb)  1(856 7pb) 1(856-7pb)
B. can 167 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o o 1(895pb)  1(895pb) | 1(832pb)  1(832pb)  1(821pb) 1(821pb)  1(856_7pb) 1(856-7pb)
B. can 168 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 169 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 [ 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb)  1(821pb) 1(821pb)  1(856_7pb) 1(856-7pb)
B. can 170 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 171 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb) 1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 172 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 173 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 174 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 175 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 177 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 178 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 179 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 180 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 181 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

B. can 182 1(596 pb) o* 1(318 pb) o¥ 1(572 pb) o¥ 0 o 1(895pb) o¥ 1(832pb) o¥ 1(821pb) o¥ 1(856_7pb) o*

0 auséncia de amplificacdo; 1 presenca de amplificacdo (Tamanho em pb do amplificado); * representam resultados diferentes do esperado para o primer analisado

act



Anexo 4 — Resultados das PCRs padronizadas nos isol

ados de campo de Brucella canis (continuagao)

Primer B. can Cap D

Primer B. can Acet

Primer B. casu LacB

Primer B. ov OMP

Primer B. ov Tabc

Primer B. mel OMP31

Primer B. mel CoA

Primer B. ab S,AS,|

Amostra Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido Esperado Obtido
B. can 183 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 184 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 185 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 186 1(596 pb) o* 1(318 pb) o* 1(572 pb) o* o o 1(895pb) o* 1(832pb) o* 1(821pb) o* 1(856_7pb) o*
B. can 187 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 188 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 189 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 190 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 191 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 192 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 193 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 194 1(596 pb) o* 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 195 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 196 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 197 1(596 pb) o* 1(318 pb) o¥ 1(572 pb)  1(572pb) 0 0 1(895pb) o¥ 1(832pb) o¥ 1(821pb) o¥ 1(856 7pb) 1(856-7pb)
B. can 198 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 199 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 200 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 201 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 202 1(596 pb) 1(596 pb)  1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 0 1(895pb)  1(895pb)  1(832pb)  1(832pb)  1(821pb) 1(821pb)  1(856 7pb) 1(856-7pb)
B. can 203 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o o 1(895pb)  1(895pb) | 1(832pb)  1(832pb)  1(821pb) 1(821pb)  1(856_7pb) 1(856-7pb)
B. can 204 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 205 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 206 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb)  1(318 pb)  1(572 pb) NR o NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR
B. can 207 1(596 pb) 1(596 pb) 1(318 pb) 1(318 pb)  1(572 pb) NR 0 NR 1(895pb) NR 1(832pb) NR 1(821pb) NR 1(856_7pb) NR

0 auséncia de amplificacdo; 1 presenca de amplificacdo (Tamanho em pb do amplificado); * representam resultados diferentes do esperado para o primer analisado

et





