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RESUMO
Dissertacdo de Mestrado

Programa de Pds-Graduacgédo em Medicina Veterinaria

Universidade Federal de Santa Maria

CARACTERIZAGCAO MOLECULAR DE Rhodococcus equi DE POTROS PELA PCR
MULTIPLEX DOS GENES DA FAMILIA VAP

AUTOR: FERNANDA MONEGO
ORIENTADORA: AGUEDA CASTAGNA DE VARGAS
Santa Maria, 19 de fevereiro de 2008.

O presente estudo tem por objetivo a caracterizagatecular de isolados de
Rhodococcus equile equinos pela padronizacdo de uma técnica de mR@Rplex para
deteccdo dos genes da famwiap (vapA, B, C, D, E, F, & H). Foram analisadas 180
amostras d&®hodococcus equie diferentes origens: fezes (112), solo (12) lastes (23) e
isolados clinicos (33). A técnica foi padronizadeoafirmada pelo sequenciamento da cepa
padrdo deR. equi(ATCC 33701), e de uma amostra de paciente humantemdo o gene
vapB. Trinta e dois (17,8%) foram positivos pampAe carregavam no minimo 4 genep
associados. Os 147 isolados oriundos de fezealandes e sola ndo apresentavam geaes
Trinta e dois (97.0%) dos isolados clinicos foramsifivos na PCR multiplex e demonstraram
seis padrbes moleculares, 100% ceapA, vapD and vapG 86.6% vapF, 76,6% vapH,
43.3%vapC,36.6%vapEe nenhum convapB.O perfil molecular mais freqtiente faap A,

D, F, GeH presente em 37.5% das cepas. foram obtidos, sprelos genegapA, vapDe
vapGestavam presentes em todas as amostras. Nadifo aenhum padrdo molecular para
cada propriedade estudada. Esta nova técnica ttosgtium método pratico e eficaz para
conducdo de estudos clinicos e epidemioldgicos, lsemo, por relevar os aspectos
moleculares da infeccao.

Palavras — chaveRhodococcus equvap; PCR multiplex; potros; fezes.



ABSTRACT
Master’s Dissertation

Programa de Pds-Graduacgédo em Medicina Veterinaria

Universidade Federal de Santa Maria

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF Rhodococcus equi FROM
FOALS BY MULTIPLEX PCR FOR VAP GENES

AUTHOR: FERNANDA MONEGO
ADVISER: AGUEDA CASTAGNA DE VARGAS
Santa Maria, February 192008.

This study evaluated molecular characteristidRbibdococcus equsolates obtained
from horses and standardized by PCR multiplex asshich amplifies thevap gene family
(vapA, B, C, D, E, F, G e)HOne hundred eightiRhodococcus equsolates from different
sources: healthy horse’s feces (112), soil (112)lss(23) and clinical isolates (33) of horse-
breeding farms, were studied. The technique waslatdized and confirmed by sequencing
of amplified vap gene family controlsThirty-two (17.8%)R. equiisolates evaluated were
positive forvapA gene and carried at least three anotlegy genes associated. All 147
isolates from equine feces, stalls and soil froms&dreeding farms did not demonstrate any
virulence-associated proteins genes. Thirty-two.Q%jJ out of 33 clinical equines isolates
were positive to multiplex PCR assay faap gene family and demonstrated six molecular
profile, 100% withvapA, vapD and vap@enes, 86.6%apF, 76,6% vapH, 43.3% vapC,
36.6%vapE andnonevapB.The most frequent molecular profile wasp A, D, F, GandH
present in 37.5% of strains. Morever, there wasnotecular epidemiological pattern f&.
equi isolates from each horse-breeding farm studied.sThths technique allows the
identification of eightvap genedamily (vapA, B, C, D, E, F, @ H), it is a practical an
efficient method of conducting clinical and epidefogical studies oR. equiisolates.

Key-words: Rhodococcus eqguap genes; PCR multiplex; foals; feces.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1. Arvore filogenética dos gengap da cepa déR. equi p33701 e dwapB
identificado em um isolado de viruléncia intermedi@eR. equUi...........cccccveeeeeeeeeeeninnnn. 18
FIGURA 2. Mapa do plasmideo de viruléncia Bo equip33701. O circulo mostra
orientagcdo das ORFs, com a direcdo da leitura. $Seam uma fungdo conhecida
SUSPEItA SA0 NOMEAUDS. ... ..ciiiiiii et ieeemmct e e ettt e e e e et e e e e e e et b ee e e e e s eesasaaeeaeennes 19
CAPITULO 1

FIGURA 1. FIGURA 1. (a) Molecular profile obtaineg vap genes family amplifying i
32 R. equiisolates. (b) Molecular samples frequencyvap genes family founded ¢

isolates obtained on the Seven StUAIEA farMI S e 36



LISTA DE TABELAS

TABELA 1. Niveis de viruléncia encontrados em cepasR. equj com 0 respectiv
antigeno codificado e fontes de OFgEeM......cceeeeeiiiiiiiiie e 16

TABELA 2. Similaridade de aminoacidos da VapB, C, D e E em relagé

CAPITULO 1
TABELA 1. TABLE 1. Primers utilized on multiplex FCfor vapgene family

AMPITICALION. .. o e e e e e e e e 3D



SUMARIO
AGRADECIMENTO ..t e e e e e e eeenam 4
RESUMO . ..ot e e e et e e e e e an e e e e e e e r e e e eene 5
AB ST R A C T e e e e e e 6
LISTA DE FIGURAS ...t e e e e e e e e e e e eeeemn 7
LISTA DE TABELAS .. r e e e e n e eeeees 8
SUMARIO ...ttt e et e ke s et b et e e e e b et s et e s e eeenntese e aeeneneens 9
L INTRODUGAOD ...ttt ee ettt eaeannene s 11
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt et 11
2 T =T o [ U PP PSPPI 12
W2 | ) (= ToToF= Lo I o To SR =T [ U1 PP 13
2.3 Plasmideos de viruléncia e genes da famalia.............cccccceeeeeeiiiiiiiiiiicciiiieeeeee e, 15
2.4R. qUIEM NUMANOS. .. ..ottt ettt s e e e e e e e e e e e e e eeeeeesssbnnnnneesenenes 20
2.5 Diagnéstico microbiolégico da infecGao BRAreqUI..........ceevvvvveeeeeeeeiiiiiiiiiciiveee 21

2.6 Tratamento e profilaxia das iINfeCCOESIROBQUI........uuieiiiiieeeeeeiiieeeeeei e 23



10

3. CAPTTULOD Lot e e e et e e e ettt e e e ettt e e e e e te e e e e e e e s eeeeenneeaen 24

Molecular characterization &thodococcus eq@iiom horse-breeding farm by multiplex

PCR forvapgene family........ccoooo i eeeeme e s 25
Y 0153 = Lox PP PPPPPPPPPPPP 25
INEFOTUCTION. ...t et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e nans 25
MaterialS @ MEENOUS. ........ouiiiiiiie e 27
RESUIES. ..o e e 28
DT o1 U 1] (o] o PP PPPPRPRPPPP 29
REIEIEINCES. ...ttt ettt ettt e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e a s 32
4. CONCLUSAO. ..ottt see sttt eaea e 37
5. REFERENCIAS........coeotecteeteeeeeeee ettt eeeae et seatestestesa e s sestestesae s eannnese e 38

R =t =1 N ] [ =R URRRSRY . |



1 INTRODUCAO

7z

A criagdo de equinos no Brasil € uma atividade emscimento constante,
apresentando um plantel de 5,9 milhdes de anif@agdevado niumero de animais, associado
a necessidade de producao crescente, gera aunemianrero de enfermidades, levando a
prejuizos econémicos significativos para a ativel@eAO, 2002).

Dentre as enfermidades que afetam equinos, o deg@ropo com maior prevaléncia é
formado por doencas associadas ao aparelho résmramplicando em importantes perdas
no rendimento, gastos com o tratamento e, ocasn@ma, em alguns casos, morte dos
animais. As enfermidades respiratorias mais fre@$eem eqlinos sao as causadas por
agentes bacterianos, corRtiodococcus eqyR. equ), que esta associado a mortalidade de
aproximadamente 3% dos potros em todo o mundo rejaizos devido principalmente ao
fraco desempenho dos animais nas corridas (CHANAER,1997).

R. equié um importante patégeno de potros jovens erégeeticinco meses de idade,
onde as manifestacdes clinicas mais comuns sdodmoeaumonia piogranulomatosa, enterite
ulcerativa e linfadenite supurativa em potros (GERE & PRESCOTT, 1997). Nesta Ultima
década,R. equitem sido descrito também em humanos como um iamertagente de
pneumonia, abscessos pulmonares e infec¢des siag€pm pacientes imunocomprometidos,
em especial os portadores de HIV (virus da imuricéetia humana) (BYRNE et aR001).

Vérias técnicas tem sido utilizadas para o diatigwse caracterizacdo da
patogenicidade bacteriana d equj entre elas os testes soroldgicos, os quais sdo de
eficiéncia questionada. A cultura e isolamento denée € realizada a partir de animais
enfermos, de fezes de animais e de ambiente, colm@@taminado por fezes. O isolamento
de R. equi & adotado como método diagndstico padrdo na raaidos estudos de
caracterizacao dessa bactéria.

A caracterizacdo da viruléncia dos isolados é jpahmente realizada pelo ensaio em
camundongos. Essa técnica, contudo, vem sendoitaidsstpor testes de deteccdo de
plasmideos associados a patogenicidade, bem colaal@eccdo de genes da familia vap
presentes nestes plasmideos.

O reconhecimento de plasmideos e antigenos dénaial (Vap) enR. equiassociada
aos testes de patogenicidade em camundongos, tkmdsi grande importancia para o
esclarecimento de aspectos relacionados a patogerdaenca causada por essa bactéria em

equinos. Assume-se que esses antigenos sdo resgengiela inibicdo da fuséo



fagolisossdmica, resisténcia a fagocitose e pel#tipticacdo bacteriana no interior de
macrofagos (HONDALUS & MOSSER, 1994). As proteinéggp sdo codificadas em um
operon de 27,5kb, onde foram identificados sete Ionesnde genes desta familagA, C, D,

E, F, G, e H) As proteinas VapA e VapB sao consideradas is@&srrinhagens vapA tem
sido associada a patogenicidade para equinos, 8 ¥ap sido encontrada em isolados
clinicos deR. equide suinos e humanos (TAKAI et al., 2000). Nenhws dutros genes
dessa familia tem sua funcéo plenamente compreen@mhtudo, estudos tém demonstrado
que esses genes tém expressado induzida duramdsessificiais da fagocitose, o que pode
indicar sua participacdo na resisténcia da bacgrestruicdo no interior dos macréfagos
(RAHMAN et al., 2005).

Assim, cumpre destacar que a identificacdo predss isolados deR. equi é
extremamente importante para o diagnostico defmig caracterizacdo da enfermidade,
adocédo de medidas de controle e tratamento, bern pana compreensdo dos mecanismos
biolégicos de patogenicidade da bactéria para eglm demais espécies animais. Mas
principalmente nos fornece um método para tracaramosperfil epidemiologico de uma
propriedade ou regido a ser estudada. Diante dispogsente trabalho teve por objetivo a
caracterizagdo molecular de isoladoRdequide equinos pela padronizagdo de uma técnica
de PCR multiplex para detec¢do dos genes da favaitid/apA, B, C, D, E, F, @ H).

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1R. equi

As bactérias do génemhodococcusao actinomicetos nocardioformes, membros da
familia Mycolata que contém também géneros importantes em medieitgginaria como
CorynebacteriumMycobacterium, ArcanobacteriueNocardia. Existem aproximadamente
27 espécies do génel. equiclassificadas pela diversidade de metabolismagcagdo
industrial ou potencial em biorremediacao (GYLE®&Ig2004). Dentre essas, uma espécie é

reconhecida como patdogeno em mamifeRbedococcus eq@BELL et al, 1998).
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No primeiro relato de isolamento esta bactériad@aiominadaCorynebacterium equi
(TAKAI et al., 1994b) Com novos meétodos usados para classificar os attietos
nocardioformes, este microrganismo foi entdo rediaado dentro do génemhodococcus
(cocos com pigmento vermelho). Esses métodos imclaeanalise das sequéncias parciais
16S do rRNA, onde organismos com similaridade dé 6@ mais podem ser considerados da
mesma espécie; e a hibridizacdo DNA-DNA, onde eslate 70% de associacdo definem a
identidade da espécie (BEldt al.,1998).

R. equiapresenta sua multiplicagdo em forma de micélim doagmentacdo em
elementos cocodides ou coco-bacilares (HOLT et 1094). E também observado como
organismos pleomorficos e capsulados, que em oytiv periodos prolongados demonstram
pigmento salmdo, de onde decorre o noRt®dococcugQUINN et al, 1994). E um
microrganismo intracelular facultativo, provocando desenvolvimento de lesdes
piogranulomatosas nos animais gragas a sua hatglida sobreviver e se multiplicar no
interior dos macrofagos. A presenca do acido miodha parede celular esta estritamente
relacionada com a capacidade do microrganismo dmrewwwer em condicbes adversas do
meio ambiente (MEIJER & PRESCOTT, 2004).

O microrganismo é predominantemente telUricoresgmta requerimento nutricional
simples, o qual é suprido pelas fezes dos aniP&RESCOTT & HOFFMAN, 1993R. equi
€ aerobico estrito, encontrado normalmente no gastrintestinal de eqlinos, multiplicando-
se no intestino delgado. A multiplicacdo ocorrerggs nas primeiras 12 semanas de vida do
potro e ndo € observada em cavalos adultos (TAKAB7), provavelmente devido ao
desenvolvimento da microbiota intestinal.

A temperatura 6tima de desenvolvimento desta badtéde 30°C, embora apresente
boa multiplicacdo a 37°C. Em condi¢cdes de campaisdex bactéria pode aumentar seu
namero de 1 para 10.000 UFC em 2 semanas (PRES@®IOFFMAN, 1993).

Segundo Lazzari et al. (1997) o microrganismo pseleisolado das fezes de diversas
espécies animais, como bovinos, suinos, caninpanoa e aves. O isolamento também pode
ser realizado a partir de amostra de solo, aguar@rante e parede de baias, sugerindo sua
ampla distribuicdo no ambiente equino. Também pedeultivado de locais nunca ocupados

por equinos, como solo de pracgas e parques (TAKAI,e1996).
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2.2 Infeccéo porR. equi

R. equiocasiona broncopneumonia piogranulomatosa e tntdderativa em potros
com menos de seis meses de idade (TAKAI ¢t1896). A doenca apresenta distribuicao
mundial, sendo endémica em determinadas regife&ATAL997). Esta bactéria também
pode ser encontrada a partir de isolados de boviosuinos, nos quais leva ao
desenvolvimento de linfadenites, produzindo les@eselhantes as da tuberculose (TAKAI et
al., 1996b; SOEDERMANTO et al., 1997). Outras espéaiesais que podem ser infectadas
por R. equisdo ovelhas, cabras, cervos, bufalos, gatos e afessentando alteragdes nos
linfonodos e abscedacdo (HONDALUS et al., 1997)s Nidimos anosR. equitem sido
descrito como patdgeno oportunista de pacientesahasimunossuprimidos, particularmente
daqueles que apresentam a sindrome da imunodefeiémadquirida - AIDS
(SOEDERMANTO et al 1997).

R. equié caracterizado como um patdgeno intracelularlt&ow que se multiplica
dentro de macrofagos. A sobrevivéncia intraceludarconsiderada necessaria para o
desenvolvimento da doenca, que é caracterizadsepera e fatal pneumonia principalmente
em potros (DONISI et al., 1996).

A caracteristica coprofagica dos potros (PRESCOTTH®&FFMAN, 1993), e a
inalacdo do microrganismo (TAKAI et.all994b) contribuem para a infecgdo dos animais. A
temperatura de multiplicacdo da bactéria faz coeagmaior parte dos casos ocorra no verao,
periodo que também favorece a aerossolizacao,ayoeetCem sua inalacdo (TAKAL997
MEIJER & PRESCOTT, 2004).

Microrganismo foi considerado patdégeno oportun{$@aKAI et al., 1995a) devido a
combinacdo de fatores que podem estar relacionadssscetibilidade dos potros, estes
incluem: a) a quantidade de microrganismo inaladangerida deve ser equivalente a dose
infectante, a qual parece ser bastante baixa prasp b) a idade de maior suscetibilidade
dos animais esta entre 1 e 6 meses, época quedeoioom o declinio dos anticorpos
maternos adquiridos via colostro; ¢) o sistema iendim animal nessa idade encontra-se ainda
imaturo, principalmente em nivel de resposta cel(PFRESCOTT, 1991; CHAFFIN et.al
2003).

A distribuicdo da infeccdo esta relacionada a éstoambientais como umidade,
temperatura e pH do solo, os quais contribuem paraultiplicacdo do microrganismo
(MEIJER & PRESCOTT, 2004). As condicbes de mangma o tamanho da fazenda,
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namero de animais, tipo de material encontradoism gas cocheiras (terra ou concreto) e o
transporte dos potros entre fazendas também estédvielos com a ocorréncia da doenca
(COHEN et al, 2005). A maioria dos animais apresenta titulos painfec¢cdo, sendo que os

anticorpos estdo presentes em niveis maiores neendas endemicamente afetadas
(PRESCOTT & HOFFMAN, 1993).

2.3 Plasmideos de viruléncia e genes da familia vap

Os principais fatores de viruléncia desta bactéfa os antigenos e plasmideos
associados a viruléncia, que permitem a class#iwados isolados dBR. equiem 3 tipos
(Tabela 1) (TAKAI et al 1991). Isolados virulentos e de viruléncia intedmria sao
caracterizados pela presenca de antigenos asseéadmléncia VapA (15 a 17kDa) e VapB
(20kDa), cujos genes estéo presentes em plasn{i|@EBEIRO et al, 2005.

Cepas virulentas VapA positivas sdo amplamenteliisdas no ambiente equino e
causam principalmente broncopneumonia em potros m@mnos de seis meses de idade
(TAKAI et al., 1993). Estdo descritos 11 tipos classicos de pthsim de viruléncia em
isolados considerados VapA positivos, 0os quaissaptam tamanhos de 85 kb (tipos I-1V),
87 kb (tipos | e Il) e 90 kb (tipos I-V). O plasre@lde “87 kb tipo III” caracterizado nova
variante foi isolado de potros no Brasil (RIBEIRCaE, 2005).

Cepas com viruléncia intermediaria, consideradapBvpositivas, sdo encontradas
especialmente em linfonodos submandibulares deosu em isolados de humanos
imunossuprimidos (TAKAI et gl 1996a). Inicialmente Ribeiro et al. (2005) degete 16
tipos de plasmideos distintos nesses isoladosuais gariam em tamanho de 79 a 100 kb
(tipos 1-16). Recentemente, foi descrito novo tioplasmideo que apresentou padrdo de
digestédo enzimatic&€oR| e Ecor22l) diferente dos reconhecidos (MAKRAI et, &005a).

Cepas avirulentas estdo presentes principalmenselnce ndo apresentam plasmideo
relacionado a viruléncia (RIBEIRO et,&005).
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Tabela 1- Niveis de viruléncia encontrados em cepaRdequj com o respectivo antigeno
codificado e fontes de origem.

Antigeno com gene presente

Nivel de viruléncia Fonte principal
em plasmideo
Virulento Potros doentes, cées e gatos VapA (15-17kDa)
Viruléncia intermediaria Humanos e suinos VapBKRA)
Avirulento Ambiente (solo) Nenhum

Fonte: Adaptada de TAKAI et al., 1991; RIBEIRO kt 2005.

O principal antigeno de viruléncia relacionado @mfeccdo em equinos é, portanto,
a proteina VapA, sendo também a estrutura melh@cisaizada até o momento. E uma
proteina de superficie ancorada por sua porcadamirtal ao envelope celular (TAN et, al
1995), codificada por genes presente em plasmikoguléncia que variam em tamanho de
85 a 90Kb (BYRNE et al2001). Sua expresséao é termorregulada, ocorrando 24 e 41°C
e aumentando em condicbes de baixo pH (TAKAI et E994b), situacdo igualmente
observada na expresséo da proteina VapD (BENCHT, 2001).

A regulacdo da expressdo do gempA, assim como 0s outros genes da familia,
ocorre no endossoma do macrofago sendo considgrade do mecanismo pelo qual o
organismo sobrevive a morte intracelular (BENOIT a&t 2002). Estudosn vitro tém
mostrado que a expressdo de alguns geaesseja mediada quando concentracdes de
micronutrientes estdo restritas, semelhante aoa&do endossoma (REN & PRESCOTT,
2003). Ainda que a regulacdo dos gemap € estimulada no ambiente intracelular dos
macrofagos, ela pode ocorrer a niveis reduzidos seleras condicdes ambientais,
possivelmente contribuindo para a sobrevivénciapdgacdo ddR. equifora do hospedeiro
(MUSCATELLO et al., 2006).

Uma variante de VapA, apresentando um peso d®a0fki classificada como VapB,
pela sua maior similaridade em relacdo a VapA, comostra a Tabela 2 (BYRNE et al,
2001).
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Tabela 2— Similaridad&de aminoacidos da VapB, C, D e E em relagéo a YapA

) _ o Similaridade da posicao
Proteina Vap Identidade (%) Similaridade (%) . '
carboxi-termindl (%)

VapB 76 79 94 (82-187)
VapC 39 46 79 (85-196)
VapD 43 50 76 (53-164)
VapE 41 51 79 (95-206)

Fonte: BYRNE et al. (2001)
& Similaridade determinada pelo GCG programa GAP.
®Seqiiéncias dR. equi33701.

¢ Regido de maior similaridade. O niimero entre fias@s é a posicdo de aminoacido de cada Vap
usada para comparacao.

As proteinas VapC, VapD e VapE sao aproximadamedie similares a VapA e a
VapB. Como conseqiiéncia, provavelmente tem fund@mtas em relacdo a VapA. Essa
proposicao é suportada pela observacdo de quepestagnas sdo secretadas para 0 meio 0
gue ndo ocorre com a VapA, ja que esta fica aneoredparede celular (BYRNE et,al
2001).

Uma arvore filogenética dos genexp, incluindo o geneapBobtido de uma cepa de
R. equi de viruléncia intermediaria, € mostrada na FigliraEsta estrutura pode ser
significante para o entendimento das fungfes deévicia das proteinas Vap, principalmente
na observacao de que os gemagA e vapB estédo intimamente relacionados (TAKAI et al.,
2000). O generapl, o ultimo identificado, apresenta 57% de homolagan 0 genevapE
(POLIDORE et al., 2006). Esta similaridade € pr&im encontrada por outros genvep
comovapC, vapDe vapEe difere da alta similaridade (79%) envapAe vapB (BYRNE et
al., 2001).
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Vaph
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Fonte: TAKAI et al (2000)

Figura 1 — Arvore filogenética dos genesmp da cepa deR. equi p33701 e dovapB
identificado em um isolado de viruléncia intermedideR. equi.

A analise dos dados do sequenciamento de dois jglessnde viruléncia (Figura 2)
contendo o gen@apA forneceu 64 quadros abertos de leitura (ORFsmaioria (37,
excluindo os sete genesp) tinham funcdo desconhecida, baseada na faltaodwlbgia
destas sequéncias com genes de funcdo conhecf@anidank. Como resultado deste estudo
trés regides funcionais do plasmideo foram idexatifas (TAKAI et al 2000).

Duas regifes funcionais continham genes similaoss cadificadores de proteinas
envolvidas em conjugacéao, replicacéo plasmidetdpidislade e segregacdo. A similaridade
destes genes em relacdo aqueles adquiridos pangemdjo sugere que o plasmideo pode
mover-se entre as cepas virulentas e avirulentaderitlo esse fato estar relacionado com o
mecanismo pelo qual o plasmideo se propague em papalacdo de cepas avirulentas
(TAKAI et al., 2000).

A terceira regido é formada por no minimo 25 OR#&duindo a presenca de 7
membros da familia de genesp (vapA, C, D, E, F, G, e H)todos eles codificando proteinas
(TAKAI et al.,, 2000). Esta regido apresenta caracteristicasasipae uma ilha de
patogenicidade, tendo conteddo GC mais baixo qresto do plasmideo e um tamanho de
27,5 kb. Apresenta-se limitada por duas ORFs (ORFORF22) com funcdo de transposon.
As outras ORFs, que ndo as da familia vap, nacsapi@am similaridade com genes de
funcdo conhecida de outros microrganismos (TAKAdIe®2000).

Os sete genegap estdo localizados em uma sequéncia de 19000 pbe&amsub-

regides, em uma direcdo positiva, com excecaea@& vapA, vapC e vapBao agrupados
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muito préximos um com o outro, \@pE e vapFsédo imediatamente adjacentesvdpG e
vapH estédo presentes como genes individuais (TAKAI.e2800).

No total 11 genes codificadores foram identificadsssete genes membros da familia
vap emais quatro que potencialmente também codificantepras, as quais parecem ser
importantes para a viruléncia, uma vez que podéenagir com o hospedeiro (TAKAI et.al
2000; MEIJER & PRESCOTT, 2004).
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Figura 2 — Mapa do plasmideo de viruléncia & equip33701. O circulo mostra a
orientacdo das ORFs, com a direcao da leitura. $S@ma uma funcdo conhecida ou suspeita
s&0 nomeados.

Apesar da descoberta de que a virulénciaRdequidepende de um plasmideo, o
subsequente sequenciamento do mesmo nao oferedts miormacdes novas em relagao
ao conhecimento dos mecanismos de viruléncia doorgenismo. Um dos motivos seria a

auséncia de similaridade das proteinas codificagadro da ilha de patogenicidade com
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proteinas de outros organismos, sugerindo g equiemprega um novo mecanismo de
viruléncia que ndo se assemelha ao de nenhum gaeriemo ja descrito (MEIJER &
PRESCOTT, 2004).

Vérios trabalhos relatam que o antigeno VapA é minado em todos os isolados
clinicos deR. equiobtidos de potros, bem como em algumas amostraearais (TAKAI et
al., 1996b; COSTA et al.,, 1999). Entretanto, existenatosl de amostras desprovidas de
plasmideo de viruléncia ocasionando doenc¢as no moenanimais, especialmente bovinos e
caprinos (CANTOR et g11998). Takai et al(1991) descreveu que isolados sem plasmideo
perdem a capacidade de sobreviver e replicar moiontde macréfagos, mostrando queda
acentuada na letalidade para camundongos (TAKAI £1991). Estes achados é similar a
outros autores que verificaram que a perda do pteesmde viruléncia que codifica para
VapA coincide também com a diminui¢cado da patogdaoke ddR. equipara camundongos e
equinos (TAKAI et al, 1995b; WADA et al 1997).

Além disso, cultivoin vitro a 37°C com repetidas passagens eliminou o fendiépo
viruléncia devido a perda do plasmideo, indicande gs proteinas codificadas por eles séo

realmente necessarias para a viruléncia (TAKAl.et891).

2.4R. equi em humanos

A imunossupressao em pacientes humanos, principggmeaqueles submetidos a
transplantes ou ainda portadores da sindrome daouteficiéncia adquirida (aids) torna-se
um fator predisponente para a infeccdo. Porémeptes imunocompetentes também tém
sido acometidos (MIZUNO et .al2005). Supde-se que o solo contaminado Boraquiseja
uma potencial fonte da infeccédo para esses hospsd@AKAI et al, 19943.

A infeccdo pulmonar poR. equiem pacientes imunossuprimidos € a forma mais
comum de ocorréncia da enfermidade. Grande pastasimfeccoes (aproximadamente 85%)
é relacionada com o comprometimento do sistema ofdgito, sendo que um substancial
aumento no numero de casos ocorreu desde 1981 eowheaia da aids (VERVILLE et.al
1994). Mesmo sendo 0s pacientes imunossuprimidosnais atingidos, podendo estar
relacionada com algum agente primario, como pasiu outras bactérias, assim como
ocorre nos equinos (NAPOLEAO et,&005).
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A exposicdo ao solo contaminado com fezes de hmdEvé a principal fonte do
microrganismo tanto para o homem como para os @&({RRESCOTT, 1991; TAKAI et al
1994a). Pessoas expostas ao ambiente de criacaaesytids domeésticos em especial equinos,
estdo expostos ao risco de contrair a infeccdo WEEE et al., 1994).

A taxa de mortalidade nestas infeccOes esta eno tden 11% para pacientes
imunocompetentes e 20 a 55% para pacientes imurpyoaometidos. Esses altos valores estao
geralmente relacionados ao uso de terapia inadagoadnicio do tratamento, quando o
diagnéstico laboratorial ainda nao foi realizad&@AYA et al., 2001).

A presenca de cepas contendo o plasmideo de \dral@do parece ser o unico fator
para o desenvolvimento da infeccao, ja que mustoisdos humanos séo avirulentos (TAKAI
et al., 1994a). A maioria das cepas isoladas demas humanos com aids séo virulentas ou
de viruléncia intermediariav§pB), enquanto que as cepas isoladas de paciente®winos

tipos de imunossupressao sao avirulentas (MAKRAL g2005a).

2.5 Diagnéstico microbiologico da infeccédo pdR. equi

Devido ao fato da infeccdo pulmonar frequiser insidiosa e pela capacidade dos
potros em compensar a progressiva perda da fungé&wpar, o diagnéstico clinico precoce
torna-se dificil. Dessa forma, o diagnéstico labmial da enfermidade apresenta grande
importancia, tornando-se indispensavel.

O diagnostico definitivo deve ser realizado peléturta microbiolégica combinada
com o0 exame citologico do exsudato traqueobronquial presenca de cocobacilos
pleomorficos, Gram positivos, € sugestivo de infiecporR. equi(VARGAS, 2001). As
colénias em agar sangue ovino apresentam-se coactadso, mucdide e ndo hemoliticas
(QUINN et al., 1994), embora ja tenha sido relatadisolamento de colbnias hemoliticas
(PATE et al, 2004).

Uma das provas diferenciais para a identificacamboorganismo é o teste de CAMP
(Christie, Atkins, Munch, Petersen Test), no geelobserva a hemdlise sinérgica etre
equi e Staphylococcus aureu®orém a identificacdo definitiva é realizada pgbasvas
bioguimicas, onde o patdégeno mostra-se incapagrdehtar agucares como glicose, maltose
e sacarose, mas demonstrando capacidade de reulwato a nitrito e produzir urease
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(QUINN et al, 1994). No entanto, trabalho realizado por VIANAaét (2007) evidencia a
variabilidade fenotipica dos isolados dentro daéeisp obtendo-se distintos perfis
bioquimicos para esta bactéria. NOo mesmo estuderereque o0s testes fenotipicos
rotineiramente utilizados séo insuficientes paideatificacdo e a diferenciacédo entre isolados
de R. equie Dietzia maris,sendo o teste da utilizagdo do ONPG (orthonitrophg-D-
galactopyrannoside) a Unica prova que demonstnoactdade discriminatéria

Além dos testes convencionais, existem outrosgestdizados com meios de cultivo
seletivos que promovem o isolamento Rloequia partir de materiais contaminados como
fezes ou solo. Dentre eles, os principais sdo @ MANAT (“nalidixic acid novobiocin
actidione-cycloheximide potassium telurite”) (WOLOR et al, 1979) e os recentemente
descritos CAZ-NB (agar ceftazidima-novobiocina) TEP (rimethoprim, cefoperazone,
polymyxin B), ambos contendo antimicrobianos que inibem aoiitantes e favorecem o
isolamento ddr. equi(MAKRAI et al., 2005b).

As técnicas moleculares para a detecca® dequiem lavados bronquiais de potros
representam um avancgo para o diagnoéstico laboaibttai doenca (SELLON et.all997). O
teste da PCR (reacdo em cadeia da polimerase) eafaesapidez, sensibilidade e
especificidade, facilitando o tratamento precocenficdo. A grande vantagem desta técnica
€ o0 reconhecimento do fragmento do gene que cadificegido 16S do rRNA dR. equi,
sendo portanto uma técnica bastante especifical(RE&L, 1996).

A PCR néo somente identifica 0 microrganismo coamhbem pode identificar cepas
virulentas pela amplificacdo de genes relacionadasuléncia, como a identificacdo do gene
vapAdescrito por Takai et al1995b). Este diagndstico ainda pode ser feito lkameamente
pela técnica de PCR multiplex, na qual se idewtiiepas d&. equie avaliar a presenca de
genesvapA(HALBERT et al, 2005; KREWER, 2006). Quando comparada com ougsies
diagndsticos como analise de plasmideo, padréo rdeeipas e patogenicidade para
camundongos, a técnica de PCR apresenta vantageliferenciacdo de isolados virulentos e
avirulentos para equinos (TAKAI et a1997).

Estudos epidemioldgicos sobre a rododocose tambsnenp ser beneficiados por
técnicas de PCR que permitem a identificacdo dodgplasmideovpAou vapBpositivo),
como a técnica descrita por Oldfield et al. (20Q@na maior eficiéncia pode ser obtida pela
PCR “real time” para deteccdo e quantificagcdo ddad®os deR. equivirulentos yapA),
realizada a partir de fluido traqueo-bronquial (HARGTON et al, 2005).

O isolamento déR. equj tanto pelo cultivo como pela técnica de PCR, mdica

doenca ja que o animal pode ser apenas um porfaddanto, o diagndstico definitivo desta
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enfermidade deve sempre estar relacionado ao esfiaitm dos animais (GIGUERE et al
2003).

2.6 Tratamento e profilaxia das infec¢des pdR. equi

O R. equié sensivel a uma variedade de agentes antimioagiravitro, masin vivo a
maioria destas drogas torna-se ineficiente devidatareza intracelular do microrganismo. A
combinacdo da eritromicina e rifampicina tem setrads Util no tratamento da pneumonia
por R. equi em potros, embora ja existam relatos de resigtéeimicrorganismo a estas
drogas (GIGUERE & PRESCOTT, 1997). Nesses casagramicina e a claritromicina tém
sido utilizadas como drogas alternativas (JACK&.e2007).

A vacinacao dos potros nem sempre € eficiente,goisunidade mediada por células
parece ser importante na prevencédo da infeccadRpaqui Por outro lado, vacinas que
estimulam a imunidade de mucosas (IgA) tém se mmstbastante eficiente. A vacinacao
com peptideos presentes no antigeno VapA induzirggroducdo de uma forte resposta de
mucosas no trato respiratério de animais vacin@ba®UJl et al, 2002).

Evitar o excesso de poeira nas instalagoes, reaizamocéo de fezes, promover o
isolamento de potros que retornaram de criacbe® @daloenca é endémica e exame
cuidadoso e regular dos animais pode contribuat pazontrole da enfermidade (PRESCOTT
& HOFFMANN, 1993; CHAFFIN et aJ 2003; COHEN et al2005).
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3. CAPITULO 1

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF Rhodococcus equi FROM FOALS BY
MULTIPLEX PCR FOR VAP GENES

Fernanda Monego, Agueda Castagna de Vargas

Artigo submetido a revista Current Microbiology
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Molecular characterization of Rhodococcus equi from horse-breeding farm by multiplex

PCR for vap gene family

Abstract

This study evaluated molecular characteristidRofequi(Rhodococcus equiyolates
obtained from horses and standardized by PCR nestgssay, which amplifies thepgene
family (vapA, B, C, D, E, F, G e)HOne hundred eightiRhodococcus equsolates from
different sources: healthy horse’s feces (112),%8), stalls (23) and clinical isolates (33) of
horse-breeding farms, were studied. The technigas standardized and confirmed by
sequencing of amplifiedrap gene family controls Thirty-two (17.8%) R. equi isolates
evaluated were positive feapAgene and carried at least three anotlagrgenes associated.
All 147 isolates from equine feces, stalls and domim horse-breeding farms did not
demonstrate any virulence-associated proteins géregy-two (97.0%) out of 33 clinical
equines isolates were positive to multiplex PCRapger vap gene family and demonstrated
six molecular profile, 100% withapA, vapD and vap@enes, 86.6%apF, 76,6% vapH,
43.3%vapC,36.6%vapE andnonevapB.The most frequent molecular profile wap A, D,
F, GandH present in 37.5% of strains. Morever, there wapossibility of demonstrating a
molecular epidemiological pattern fB: equiisolates from each horse-breeding farm studied.
Thus this technique allows the identification aftdgivap genegsamily (vapA, B, C,D,E, F, G
e H), it is a practical an efficient method of conduogticlinical and epidemiological studies on
R. equiisolates.
Key-words: Rhodococcus eqguap genes; PCR multiplex; foals; feces.
Introduction

Rhodococcus equis a gram-positive and a facultative intracellulpathogen,

associated to suppurative bronchopneumonia, lynmgatiasl and enteritis in foals, usually on
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the first months of life [26]. This organism hasheecognized as an opportunistic pathogen
in both immunocompetent and immunocompromised hgmgpecially causing infection in
HIV infected patients [13, 15].

Finding out virulent plasmids and antigensRn equihave a great importance to
enlighten epidemiological and pathogenic aspecthisfdisease in equines. These antigens
are responsible for suppression of phagolysosoncéivitg, intracellular survival and
replication in macrophages cells [2,6]. The diseg\wd virulence-associated antigens allowed
the virulence ofR. equistrains classification in at least three level§][2Virulent and
intermediately virulenR. equipresented virulence-associated antigens VapA {kb4) and
VapB (20-kDa) respectively. In contrast, non-vinild&R. equistrains show no virulence-
associated antigens nor contain plasmid DNA [18].FA equiisolates virulent from mouse
and foals contain a large plasmid that is highlyrelated with VapA protein expression. The
vapBgene has been described on isolates from pigsafa@bhuman isolates [24]. The greatest
advancement in understandiRg equipathogenesis has been the description of a nagel
genes family. Sequencing of the virulence plasnhiowsed a putative pathogenicity island,
l.e., a family novel of ningap genegvapA, B, C, D, E, F, G, H e.lHowever the importance
of this gene besidesmpA need be investigated because their roles inenad are not clear.

The PCR technique has potential to identify virulRnequithrough the amplification
of gene sequences which are unique for virulen@snpids, and useful not only in
epidemiological investigations but also for eantyection diagnosis [25]. This method was
compared to other tests such as plasmid analys#sjrppattern and pathogenicity for mouse
and showed advantages in differentiating virulerd aon-virulent isolates [10].

Little is known about the epidemiological charaistges of vap genes family carried

by R. equiisolates. This research aim to characterizatiomapfgene family yapA, B, C, D,
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E, F, G e Hin R. equiisolates from Brazilian horse-breeding farm by nplgtx PCR assay

standardization.

Materials and Methods

Bacterial samples and growth conditionsOne hundred-eightRR. equiisolates from
Bacteriology Lab Collection, at Federal UniversiySanta Maria, Brazil, were selected and
analised in this work. The bacterial referencaist used in this study wekRe equiATCC
33701 yap A, vapC, vap D, vap E, vap F, vapG evapH) and a clinical isolate from human
(vapB). The bacteria were stored at -20°C, transfetwealine blood agar (5%) and incubated
at 37°C for 48 h.

One hundred and eighty samples of seven horselibgeéarms (Fig. 1) from South
of Brazil were used, 178 (98,8%) were from Badg, @ne (0,6%) from S&o Borja city and
one (0,6%) from Foz do Iguacu city, (Fig. 1). Walerated 112 (62.2%) isolates from healthy
horses feces, 33 (18.6%) from clinical samplesmqiirees, 23 (12.8%) from horse-breeding
farms and 12 (6.7%) from soil. Of 33 clinical ig&la analyzed, 20 (60.6%) were obtained
from lung, three (9.1%) from tracheal wash, twd@%0), from inguinal abscess, two (6.0%)
from lymph nodes, two (6.0%) from abdominal cavibne (3.0%) from subcutaneous
abscess, one (3.0%) from nasal discharge, one (J@¥ joint secretion and one (3.0%)
from mammary gland.

DNA Preparation. DNA was isolated fronR. equiby lyses with cetyltrimethylammonium
bromide (CTAB) following Sambrook and Roussel [1®]th minor modification (the
bacterial culture was previously digested witlL ®f proteinase K (20mg/mL) for 60 min at

37°C).

PCR assay for 16S rRNA ofR. equi. The PCR assay was perform according with

procedures described by Krewer et al [10]. The ldizgtion products (1fl) was submitted
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to a 1,0% gel agarosis electrophoresis for 40 mit08 V. DNA fragment was visualized by
UV fluorescence after staining with ethidium bromid

Multiplex PCR assay for vap gene family. The primers for PCR amplification were
designedvith Vector NTI 8.0 software (InforMax Inc. 2002a%ed on sequences published at
GenBank (Table 1). PCR amplification was perforraedlescribed previously by Takai et al
[25] with some modifications. The samples were scigd to 30 cycles of amplification in a
thermal cycler. The cycling conditions consisteddehaturation for 90 seg at @4 primer
annealing for 1 min at 58, and extension for 2 min at°@, following the final extension of
10 min at 72C. For each reaction were usedu4(50ng) of DNA preparation in a Pb
reaction mixture containing 10 mM Tris, 50 mM K@&,5 mM MgCL, 200 mM (each)
deoxynucleoside triphosphates, 1 pM each primé g&ol) and 1 U ofTaqg DNA
polymerase.

Sequencing. The control strains were sequenced in an autoraatw sequencer (MegaBace
500). Eachvapgene was separately submitted to PCR and the piodbtained were purified
with polietilenoglicol (PEG 8000). The sequencegenvsubmitted to a consensus analyses
based on reliability presented on the cromatograbtained and by using Staden Package
Gap 4 program [20]. Afterwards, samples were coegdo vap gene sequences stored at

GenBank by ChromasPro program, version 1.34.

Statistical analysis.The data analysis was perform comparing two laggeups using of qui-
square tasand Fisher exact test for small samples. The le¥slgnificance was established

at aP value of 0.05.

Results
The 180 isolates analyzed with PCR procedure, dieghla 16S rRNA sequence and

showed a 458 pb product characteristiRoequi.
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The DNA sequence from amplifications\ap genefamily of the controls, presented
Phred above 20 showing similarity witap gene already existent at GenBank, which had a
variability of 93 to 100%, with E= 1e -100, comfiing the PCR accuracy for the genes
evaluated.

Thirty-two (17.8%)R. equiisolates evaluated were positive f@pAgene and carried
at least three anothgap genes associated. All 147 isolates from equinesfestalls and soil
from horse-breeding farms did not demonstrate amylence-associated antigen genes.
Thirty-two (97.0%) out of 33 clinical equines istda were positive for at least fousp gene
and demonstrated six molecular profile (Fig. 1ne3.0%) out of 33 clinical isolates was
negative fovapgene.

The positive multiplex PCR assay faap gene family demonstrated 100% of isolates
with vapA, vapD and vap@enes, 86.6%apF,76,6%vapH,43.3%vapC,36.6%vapE and
nonevapB (data not shown). The most frequent molecular [@adf vap gene family was
vap A, D, F, GandH present in 37.5% of positive strains. Tvegp gene family molecular
profile of seven horse-breeding farms did not destrate an epidemiological pattern fer

equiisolates from each horse-breeding farm studiegl (Ej.

Discussion

The significant presence gapAgene inR. equifoals clinical isolates demonstrated
the virulence potential of the strains. This wasoading with previous studies that describe
the virulence in majority of isolates from foals7[20]. Jain et al showed a mutdRt equi
which had a lack at fivevap genes {apA, C, D, Ee F). This strain was attenuated for
virulence in mice and failed replication in macraghs, but when complemented withpA

restored full virulence, whereas complementatioth wapC, vapDor vapEdidn’t restore the
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virulence[9]. These results may suggest thapAgene function is irreplaceable fB. equi
virulence in equinegherefore founded practically in all virulent istaa.

The absence ofap genes in one clinical case agrees with other repevteose
samples were out of virulent plasmids but causedadie in human and animals [3,12]. Other
bacterial virulence factors like capsular antigeasplesterol oxidase and fosfolipase C
enzymes, and micolic acid from cellular membrane icéeract to develop this disease [7].
Others genes who potentially codes interactionepme with the host [28], are important for
developing the pathology in equines which isoldtesn R. equido not reportvap gene
Guiguere et al [4] showed th& equi strains containinggapAin absence of other virulent
genes were avirulent for foals. Based on this dateould be suggested that although
important toR. equi pathology,vapAneed to interact with other plasmid genes to comzu
cause this disease. Otherwise, there is not oerlptbsence of plasmids containvap genes
family that causeR. equipathology

None out of 32 isolatesmapApositive showsapBgene that agree with Takai et al [24]
statement that clinical isolates express VapA ogpB/abut not both proteins and presumably
carried the gene for only one of them. Other redess reported that strains from horses bring
up onlyvapAgene [16,12]. However, an experimental study wlhiad a strain containing
vapB caused a disease similar to virulent strains wiheculated by trachea [29]. VapC,
VapD and VapE are structurally around 50% similar to VapAd VapB. Consequently,
VapC, VapD and VapE must have divergent functiongsespect to VapA [2]. The different
functions of Vap proteins can explain the presafaahersvapgenes in association t@pA
so each gene has a special action in illness.

The majority positive samples for aagp gene came from a region with acid soil pH
4,7 — 5,6 [11] which can contribute to increase\tlialent strains withirR. equipopulation

[1,14], but despite of this all isolates from equiieces, stalls and soil from horse-breeding
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farms were negative farap genes. Other study analyzed nine isolates camerwitonment
and they were negative for botlapA andvapB genes [16]. However, Makrai et al [12]
showed 26 (54,2%) soil samples positive VapA but not forvapB indicating that farm
environment studied was heavily contaminated witblent R. equi The samples collected
from stalls and equine feces, in our study, wekeriaduring hot and dry seasons, so it didn’t
answer to ideal conditions of temperature and hiynitbr maintaining microorganism
virulence. An inappropriate environment and cultwendition excludes phenotypic for
virulence due to plasmid loss [21].

The molecular profile ofrap gene family found in our study presenteapA, vapC,
vapD, vapE, vapF, vap@ndvapH genes. Data indicate thaapA, vapDandvapG are the
most biologically relevantap genes, because they are preferentially inducedglinfection
in natural host [8]. This can explain the preseoicthese genes on 32 isolates obtained from
illness equine and bring to believe that genesemtesl on this study contributed to the
development of this disease.

Byrne et al [2] only demonstrated isolates posifmevapA vapC, vapD, andvapE
genes. These results indicated greater varialahityap genes family distribution and it can
be explained by samples length, which represeriig@er geographic region. These would
suggest that probably there is no genetic regighlhiconserved in virulent plasmids fBr.
equi.

Thevap gene molecular profile of seven horse-breedingnéadid not demonstrate an
epidemiological pattern for each one. Sample sizeur study was too small to permit any
significant conclusion concerning to distributioineolecular profile and isolates sources.

The multiplex PCR assay fowvap gene family allowed identification and
characterization of virulent isolates in only ortepsof reaction, representing such a big

advantage in comparation to Halbert et al [5] dasgs methodology, which allows
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identification ofR. equistrains and simultaneously evaluates the presaincapAgene. The
PCR technique has potential for identifying virdl& equirapidly by amplification of gene
sequences who are unique for virulent plasmids, d@navill be useful not only in
epidemiological investigations but also in earlgghosis [23].

Thus this is the first analyses involving identificatiasf eight vap gene family,
realized withR. equiisolates at Brazil. After obtaining six differemiblecular patterns, more
epidemiological studies will be necessary to cateelthis molecular results and disease
occurrence.
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TABLE 1. Primers utilized on multiplex PCR feapgene family amplification.

Identification GeneBank Sequence size Tm
Access (pb)  (°C)
VAPF-F AF116907 AGAATATGCCTGGTATGGGC 350 50,8
VAPF-R AF116907 TCGTCGTATAGCTGCTGCAG 350 51,7
VAPD-F AF118814 GGTGGTGCGATGTCAGAATG 400 53,5
VAPD-R AF118814 TGGAACGTCTTGCCCTTCTT 400 53,7
VAPG-F AF116907 TCATTGCCACCCTCCGGTTC 450 55,7
VAPG-R AF116907 GCGAACGCGGAAACTTCAAT 450 56,6
VAPH-F AF116907 AATTCCTATCAAGGACAGC 500 45,1
VAPH-R AF116907 ATACCGATTACGGAGCTCAC 500 48,5
VAPA-F AF116907 ACAAGACGGTTTCTAAGGCG 550 51,3
VAPA-R AF116907 TTGTGCCAGCTACCAGAGCC 550 55,2
VAPE-F AF116907 ATATGACGACCGTTCACAAG 600 47,3
VAPE-R AF116907 CTCCGATGCCCACCAAACTA 600 54,9
VAPB-F RER20KDAVA GAATTCGAAAGCGCAAAGGT 650 53,7
VAPB-R RER20KDAVA TTCCGTGAACATCGTACTGC 650 50,9
VAPC-F AF116907 GGGTCGTCCATCCAAATCGA 700 56,8
VAPC-R AF116907 GGTCAGGCCTATCACCCTTG 700 53,4




36

a 14
( ) Profile 1 (vapA, D, F, G, H)
12 - 37,5% mProfile 2 (\apA, C, D, E, F, G)
B Profile 3 (vapA, D, G, H)
10 ~ Profile 4 (vapA, C, D, E, F, G, H)
o
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g g | 21.9% m Profile 5 (vapA, C, D, F, G, H)
5 m Profile 6 (vapA, D, E, F, G, H)
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g 6
G
n
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2 _
0 _
Molecular Pattern
(b) % Molecular Profile

Horse- | Samples
Breeding| number| Profile Profile Profile Profile Profile Profile
Farms 1 2 3 4 5 6

1 19 31.60 21.00 21.00 10.60 10.60 5.20
2 7 57.10 14.30 0.0 14.30 14.30 0.0
3 2 0.0 0.0 50.00 0.0 50.00 0.0
4 1 100 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
5 1 0.0 100 0.0 0.0 0.0 0.0
6 1 100 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
7 1 0.0 100 0.0 0.0 0.0 0.0

FIGURA 1. (a) Molecular profile obtained byap genes family amplifying in 3R. equi
isolates. (b) Molecular samples frequencyap genes family founded on isolates obtained

on the seven studied farms.



4. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos neste trabalho € possineluir que:

A PCR multiplex descrita tem potencial para selizaiila na identificacdo de genes
associados a viruléncia em amostrafRkdequi.

A padronizacdo desta técnica é um método eficaz garducao de estudos clinicos e
epidemioldgicos.

A caracterizacdo molecular permitiu observar quistem diferencas nos isolados
quanto a presenca de genap.

Os padrbes moleculares nos estabelecimentos né&@rdifestatisticamente quanto a

presenca dos diferentes genap.
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APENDICE A — Amostras deR. equi utilizadas no estudo

48

Haras Identificacao Origem Haras Identificacao eng
54/97 Linfonodo 506/95 Fezes
80/99 Pulméao 506/95 Fezes
557/96 Pulméo 506/95 Fezes
353/93 Pulméao 506/95 Fezes

489/95 Pulméo 506/95 Fezes
025/03 Cavidade Abdominal 506/95 Fezes
400/02 Abscesso Subcutaneo 506/95 Fezes
412/02 Pulméo 506/95 Fezes
411/02 Linfonodo 506/95 Fezes
485/99 Secrecao articular 506/95 Fezes
85/00 Pulmao 506/95 Fezes

1 96/93 Cavidade abdominal 506/95 Fezes
389/93 Pulméo 506/95 Fezes
561/99 Pulméo 506/95 Fezes
703/06 Lavado Traqueal 506/95 Fezes
558/06 Swab nasofaringeano 506/95 Fezes
164/94 Pulméo 506/95 Fezes

459/95 Swab 506/95 Fezes
459/95 Swab 506/95 Fezes
459/95 Swab 506/95 Fezes
480/95 Swab 506/95 Fezes
20/96 Swab 506/95 Fezes
20/96 Swab 288/07 Pulméao




APENDICE A — Amostras deR. equi utilizadas no estudo

46

Haras Identificacao Origem Haras Identificacéo émng

54/98 Pulméao 490/95 Fezes
583/98 Pulméao 490/95 Fezes
452/01 Pulméo 490/95 Fezes
473/02 Pulméao 490/95 Fezes
535/04 Lavado Traqueal 490/95 Fezes
535/04 Lavado Traqueal 490/95 Fezes
481/05 GIl. mamaria 490/95 Fezes
490/95 Solo 490/95 Fezes
490/95 Solo 490/95 Fezes

2 490/95 Solo 2 490/95 Fezes
490/95 Fezes 490/95 Fezes
490/95 Fezes 490/95 Fezes
490/95 Fezes 490/95 Fezes
490/95 Fezes 490/95 Fezes
490/95 Fezes 490/95 Swab
490/95 Fezes 490/95 Swab
490/95 Fezes 490/95 Swab
490/95 Fezes 490/95 Swab
490/95 Fezes




APENDICE A — Amostras deR. equi utilizadas no estudo

a7

Haras Identificacao Origem Haras Identificagcéo g
491/95 Pulméao 491/95 Fezes
491/95 Pulméao 491/95 Fezes
491/95 Swab 491/95 Fezes
491/95 Swab 491/95 Fezes
491/95 Swab 491/95 Fezes
491/95 Swab 491/95 Fezes
491/95 Solo 491/95 Fezes
491/95 Solo 491/95 Fezes
3 491/95 Solo 3 491/95 Fezes
491/95 Fezes 491/95 Fezes
491/95 Fezes 491/95 Fezes
491/95 Fezes 491/95 Fezes
491/95 Fezes 491/95 Fezes
491/95 Fezes 491/95 Fezes
491/95 Fezes 491/95 Fezes
491/95 Fezes 491/95 Fezes




APENDICE A — Amostras deR. equi utilizadas no estudo

48

Haras Identificacao Origem Haras Identificacéo émng
592/98 Abscesso Inguinal 492/95 Fezes
492/95 Solo 492/95 Fezes
492/95 Solo 492/95 Fezes
492/95 Swab 492/95 Fezes
492/95 Swab 492/95 Fezes
492/95 Fezes 492/95 Fezes
4 492/95 Fezes 492/95 Fezes
492/95 Fezes 4 492/95 Fezes
492/95 Fezes 492/95 Fezes
492/95 Fezes 492/95 Fezes
492/95 Fezes 492/95 Fezes
492/95 Fezes 492/95 Fezes
492/95 Fezes 492/95 Fezes
492/95 Fezes 492/95 Fezes
492/95 Fezes 492/95 Fezes




APENDICE A — Amostras deR. equi utilizadas no estudo

Haras Identificacao Origem Haras Identificagc&o g

490/02 Pulméao 456/95 Fezes
456/95 Solo 456/95 Fezes
456/95 Solo 456/95 Fezes
456/95 Solo 456/95 Fezes
456/95 Fezes 456/95 Fezes

S 456/95 Fezes S 456/95 Fezes
456/95 Fezes 456/95 Fezes
456/95 Fezes 456/95 Swab
456/95 Fezes 456/95 Swab
456/95 Fezes 456/95 Swab

Haras Identificacao Origem

6 27/98 Pulméao

7 17/91 Pulméao
455/95 Swab
455/95 Swab
455/95 Swab
455/95 Solo

8 447/95 Fezes
455/95 Fezes
455/95 Fezes
455/95 Fezes
455/95 Fezes
455/95 Fezes




