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RESUMO

“Cria Putrida Americana” (CPA) é uma enfermidades gafeta apenas o estagio
larval de abelhas meliferas. O agente causal destaca denomina-seaenibacillus
larvae e sua forma esporulada € a infectante, podend@ondiear a morte da colméia. Os
sintomas clinicos da doenca séao tipicos, e asdaafetadas apresentam-se escuras e
viscosas. Na Ameérica do Sul ja foi isolado naetgna, Uruguai e Brasil, sugerindo uma

via de distribuicdo da doenca.

O diagnéstico é baseado nos sinais clinicos dagdoea colméia e larvas e no
isolamento e caracterizac®y larvae envolvido. A deteccdo de esporos Belarvae
requer técnicas de cultivo microbioldgico. Alteimamente, podem ser utilizados métodos
de diagnéstico molecular, baseados na andlise catiyzade seqiéncias do gene 16S

rDNA ou do gene para metaloprotease, entre outros.

No presente estudo, objetivou-se caracterizamasdiens que circularam no Brasil,
conhecer sua disseminacgdo e indicar alternativadiatgnostico. Foram reavaliados 80
isolados coletados entre 2002 e 2007 e disponnheisolecdo do Laboratorio Nacional
Agropecuério (LANAGRO/RS), sendo confirmado um pooio de diagndstico por PCR
convencional, baseado nos genes 16S rDNA e metédaze. O gene 16S rDNA dos
isolados brasileiros foi sequienciado e realizaddisnfilogenética. Numa segunda etapa
do trabalho, foram utilizados 28 isolados Rlelarvaepara desenvolver um protocolo de
diagnéstico baseado na deteccdo do gene 16S rDNAP@R em Tempo Real,

estabelecendo-se o limite de deteccéo observadD)(E@® 6,0 ng de DNA cromossomal.

Os resultados permitiram concluir que existe attmdlogia entre as linhagens que
circularam no Brasil, que a analise combinada teratites genes d@. larvaerepresenta
uma importante alternativa de diagndéstico e quessipel reduzir o tempo de deteccao

utilizando PCR em Tempo Real.

Descritores: Paenibacillus larvaaliagnostico, 16S rDNA, metaloprotease, PCR em

Tempo Real.



ABSTRACT

"American Foulbrood" (AFB) is a disease that ontaeks the larval stage honey
bees. His causative agent aenibacillus larvage which is infective in spore form,
determining the death of the hive. The clinical pyoms are typical, and the larvae
affected presents dark and slimy. Besides food witmey containing spores, the
introduction of honeybees from beekeeper hivesaroimated and even may contribute to
its spread. In South America has been isolated rge#tina, Uruguay and Brazil,

suggesting a route of disease distribution.

The diagnosis is based on clinical signs of diseaseé in their isolation and
characterization, and the speed and skill in diagnare important to minimize economic
losses. The detection of sporegoflarvaerequires microbiological culture. Alternatively,
methods may be used for molecular diagnostics basedomparative analysis of 16S

rDNA gene sequences or the gene for metallopratejrmong others.

In the present study aimed to characterize thénstthat circulated in Brazil, know
its spread and to indicate alternative diagnosieréeMeassessed 80 isolates collected
between 2002 and 2007 and available in the caolleaif National Agricultural Laboratory
(LANAGRO/RS), and confirmed a diagnostic protofml conventional PCR, based on
16S rDNA and metalloproteinase. The 16S rDNA of Bnazilian isolates was sequenced,
and performed phylogenetic analysis. In the sestade of labor were used 28 isolates of
P. larvae to develop a diagnostic protocol basetherdetection of 16S rDNA PCR Real-
time, taking the limit of detection observed (LO®)6.0 ng of chromosomal DNA.

The results showed also that there is high homolbgiween the strains that
circulated in Brazil, the combined analysis of eliéint genes ofP. larvae represents an

important alternative diagnosis, which can redieedetection time using Real Time PCR.

Keywords: Paenibacillus larvaediagnosis, 16S rDNA, metalloproteinase, real-tP@R.
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INTRODUCAO

A implantacdo e disseminacdo da enfermidade “Cd@idd Americana” (CPA)
impacta grandemente a apicultura, causando pecda$micas pela reducdo da producéo e
barreiras a comercializacao internacional de seagdupos (GONCALVES, 2000).

CPA é uma enfermidade que afeta o estagio larvabéthas meliferas, ocorrendo
em todos os paises onde estas sdo criadas. Eadoetificavel, de alta importancia
socioecondmica e significante para o comércio maigonal, classificada pela OIE como
doenca da lista B (OIE, 2000).

O agente causal desta doenca denominBaenibacillus larvaee sua forma
esporulada é a infectante. Apesar de ser um iapterpatdogeno, seus fatores de viruléncia
e mecanismos de patogenicidade estdo pouco esdtarecO diagndstico é baseado nos
sinais clinicos observados na colméia e no isoltomen identificacdo dadP. larvae
envolvido. Para o controle do surto, evidenciadta presenca de sinais clinicos da

doenca, € necesséario a destruicdo da colmeéia daende desinfeccdo do material

contaminado.

A identificacdo deP. larvaerequer o crescimento da bactéria em laboratéri& (Ol
2000). Entretanto, o diagndstico microbiolégicdegnorado, caro e trabalhoso (SCHAAD
et al., 2001). Recentemente, métodos utilizandécaica da PCR foram desenvolvidos
para identificar as espéciesBlaenibacillus spgnvolvidas e diferenciar as linhagensRde
larvae presentes (DOBBELARE et al., 2001; GOVAN et a899; LAURO et al., 2003).

Justificou-se a realizacdo deste trabalho pelass&tae de estudar as amostras
coletadas no pais, conhecer suas caracteristieataleelecer alternativas de diagnastico,

desenvolvendo um método rapido para a deteccdo Pdenibacillus larvae
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REVISAO DE LITERATURA

Caracteristicas microbioldgicas

O géneroPaenibacilluspertence a familiacillaceg apresentando uma grande
diversidade de requerimentos ecoldgicos, nutrigion@a de metabolismo, estando
distribuido nos mais diversos ambientes. Algumgseaes sdo patdgenos de larvas e
pupas de insetos (ASH et al., 1993).

Bacillus larvae,sua denominacéo original, foi reclassificado poh &s al. (1993)
como P. larvae. Em seguida, amparados em andlises morfologicagjuincas e

moleculares, Heyndrickx et al. (1996) descrevesuagspécielarvae e pulvifaciens.

Apesar do consenso de que as caracteristicas imioasi doP. larvaee doP.
pulvifacienseram semelhanteB, larvaeé relacionado como o patogeno responsavel pelo
desenvolvimento da doenca conhecida como Criad@U&mericana (CPA). Por sua vez,
mesmo sem evidéncias que assegurassem sua conduovwagguivoca, uma rara

enfermidade descrita como "powdery scale" era iagueP. pulvifaciens

Kilwinski et al. (2004) propuseram a reclassifieage uma cepa ATCC de.
larvae subespécitarvae e de uma cepa ATCC dre larvaesubespécipulvifaciens,como
P. larvae subespécidarvae, devido a alta homologia entre elas. Tal fato le@ogue
posteriormente fossem eliminadas as designacossiliEspécieslarvae e pulvifaciens,

passando-se a adotar a denomindt:8darvae

P. larvaeé um bastonete Gram positivo esporulado, de eidesles arredondadas,
reto ou as vezes curvo, medindo aproximadamentgrd,8e largura por 1,5 a 6,0n de
comprimento, isolados ou em cadeias de tamanh@®vess; produzindo esporos elipticos
centrais ou sub-terminais que podem deformar orésgim e com freqiéncia se encontram
livres, sendo escassisvitro. E anaerdbio facultativo e algumas linhagensnséweis por
flagelos peritriquios. Seu pH 6timo de multiplicag& proximo de 7,0 e sua temperatura
ideal de crescimento situa-se entre 35° e 36°Carfaira de 25°C a 40°C. E relativamente
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halotolerante, crescendo em concentracdes de atde2®aCl. E catalase e lecitinase
negativo, hidrolisa a caseina, fermenta a glicoess néo fermenta o manitol, ou o faz
lentamente. Reduz o nitrato a nitrito, ndo € cafeaatilizar o citrato como Unica fonte de
carbono e nao produz pigmentos (GOECHAUER & CORNE®74; SCHUCH et al.,
2001).

As caracteristicas da morfologia colonial sdo ingues na diferenciacdo dos
Paenibacillusspp. P. larvaegeralmente apresenta coldnias irregulares, comedid em
torno de 6 mm, opacas, planas e com centro levensavado (NEUENDORF et al.,
2004).

P. larvaenéo difere dos demais microrganismos mesofilositgua resisténcia ao
estresse ambiental. Contudo, seus esporos s&tendss ao calor, dessecacéo, produtos
guimicos e outros agentes; podendo manter sudidé® no ambiente por muitos anos, o

gue limita a possibilidade de sua eliminacgéao.

Identificados casos de CPA, sua notificacdo € abdiga (OIE, 2000), com
imediata destruicdo das colméias e desinfeccaoalerial utilizado no manejo do apiério.
O diagndstico da doenca é baseado em sinais ding@olméia e larvas, e no isolamento
do agente etioldgico, através da pesquisa de espleR. larvaeem materiais retirados da
colméia. Esporos podem estar presentes no mel ommeamuséncia de sinais clinicos de
CPA. O diagnéstico laboratorial, utilizado no ntoramento da doenca, é feito por
métodos microbiolégicos (HORNITZKY & CLARK, 1991)joquimicos (GORDON et al.,
1973) ou moleculares (OIE, 2009).

Recentemente, Gillard et al. (2008) destacaram poritdncia da avaliacdo de
colméias assintomaticas, uma vez que colméias rpanente sadias podem apresentar
esporos d@. larvae tendo inclusive verificado que apenas 86% destess sdo realmente

diagnosticados pela andlise de amostras de mel.

SendoP. larvae um microrganismo ubiquo, € encontrado em difeseststemas
agricolas, desde o solo até as flores de plantasltieo ou silvestres. Estando as abelhas
envolvidas nos fendmenos de polinizagéo (SILVEIRB08), é esperada sua presenca nas
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patas ou papo de abelhas campeiras, responsaveieqgeta do polen e néctar para a
elaboracédo do mel (DE GRAAF et al., 2006).

O isolamento de esporos a partir de amostras deenmeha das dificuldades do
diagnéstico e as técnicas disponiveis apresentégnedies limites de deteccdo, apds a
semeadura em meios de cultura seletivos (ALIPF519HORNITZKY & NICHOLLS,
1993; HORNITSKY & KARLOVSKIS, 1989; SCHUCH et al2001; SHIMANUKI &
KNOX, 1988).

A consequéncia de um resultado positivo gardarvaeé sério e a habilidade no
diagnodstico e conhecimentos epidemiolégicos saooiltaptes para prevenir perdas

econdbmicas.

O método a ser utilizado para o diagnostico depsedexistem sinais clinicos da
doenca ou ndo. No caso de enfermidade clinidgcagcas de laboratdrio necessarias para
confirmacgado requerem o isolamento do patdgeno o me cultivos, verificando-se a
presenca de esporos, as caracteristicas de creszirda bactéria e a morfologia da
colénia, combinadas com a coloracdo de Gram e tisteatalase, sendo facultativa a
realizacdo da prova de reducdo de nitratos, deniiras provas bioquimicas necessarias
para sua diferenciacdo. Também pode-se utilizangdo em cadeia da polimerase (OIE,
2009).

Na auséncia de sinais clinicos, a identificacagdimgeno € realizada mediante
testes microbioldgicos e provas bioquimicas das$nia$ suspeitas ou pela PCR; feita

diretamente das amostras de produtos apicolas oultila@ microbiano.
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Caracteristicas da patogenicidade

A bactériaP. larvaepode causar a morte da colméia, asfectante somente na
forma esporulada e exerce agdo apenas sobre todsi&gl das abelha&pis melliferae
outrasApis spp (BAKONYI et al.,, 2003; GENERSCH, 2010), ndacaindo as demais
fases de desenvolvimento das abelhas (CAMARGO, )1972m condi¢cdes naturais,

raramente observa-se a infeccéo de larvas de eanbangdes.

A infeccdo ocorre pelo fornecimento e ingestdo limeamto contaminado com
esporos deP. larvae que, apés 24 horas, germinam no trato digestiton seguida,
invadem os tubulos de Malpighi e atingem a cavidedeporal da larva, produzindo
septicemia e morte num periodo de aproximadamehtdicls apés o contato inicial. Os
sintomas clinicos sao tipicos e as larvas afetapiesentam-se escuras e viscosas (ALIPPI,
1992; SHIMANUKI & KNOX, 1991).

A medida que aumenta a idade da larva, aumentaistiémecia a infeccao poP.
larvae. De uma maneira geral, as larvas de abelhas séiveisrs infeccdo no maximo até
53 horas apds a eclosdo dos ovos (OIE, 1992), sandose infectante média (k&)
necessaria para o inicio da infeccdo estimada ees@aros para larvas de até 48 horas de
vida. De acordo com Sanford (1996), para o deseimaehto da enfermidade em uma
colméia é necessario sua alimentacdo com mel ef@ncontaminado (5xAfc/g). Ja
Genersch (2010) e Lauro et al. (2003), informam gsi¢arvas sdo sensiveis apenas nas
primeiras 36 horas de vida, quando 10 esporos qwsnedo suficientes para causar a
infeccdo, enquanto que larvas com mais de 48 hiwasda sao relativamente imunes a

doenca.

Favos de colméias contaminadas, introduzidos emmé&at sadias sdao uma das
principais fontes de disseminacao de espord3.darvae e as abelhas podem atuar como
vetores da doenca (DE JONG, 1996).

Eischen et al. (2005), verificaram altas contagdesP. larvae em enxames
americanos, sendo a bactéria endémica naquele Gai®o enxames de abelhas sdo uma

importante via de disseminacédo de esporo®.darvag pesquisadores como Ryba et al.
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(2009), tem se dedicado ao desenvolvimento ded&eie PCR para a deteccéo de esporos
partindo diretamente da abelha. Ryba et al. (2088larece que como o numero de
esporos presentes na superficie do corpo das ab&lparalmente baixo, para possibilitar

sua identificacéo faz-se necessario 0 empregocdess sensiveis, como a PCR.

N&o h& um prazo estabelecido para o surgimentcodacd, uma vez que apos a
introducdo de esporos &e larvaena colméia sua evolucéo é lenta, e pode levar emtos
a introducdo dos esporos e a identificacdo dos emas sinais clinicos da doenca
(SCHAECHTER & EISENSTEN, 1993), pois esta € infldada pelo estado sanitario e
caracteristicas genotipicas da colméia e pela dafgetante e caracteristicas genotipicas
da linhagem d@. larvaeenvolvida, dentre outros fatores (HANSEN,1984).

Evans & Armstrong (2006) demonstraram a presencauunie claro efeito
bacteriostatico sobre B. larvag exercido pelo complexo bioma microbiano presermte
interior das colméias. Esta simbiose entre mieoiggnos pode aumentar a resisténcia

individual da colméia, indicando uma potencial&sigia de controle frente &o larvae.

Gillard et al. (2008), comprovaram que esporosPdéarvae sdo carreados pelas
abelhas, mas sofrem um forte efeito inibitorio petaibstancias secretadas durante a
elaboracdo do mel, o que faz com que 0s esporbaaet® viaveis estejam presentes em
baixa concentracdo. Durante a alimentacdo daadastes séo diluidos no mel oferecido

como alimento, reduzindo a possibilidade de estakela infeccéo.

Para a destruicdo d& larvaena forma vegetativa ou esporulada é indicado o uso
de hipoclorito de so6dio (GOODWIN & HAINE, 1998), @éeido peracético. Em caso de
surtos, a recomendacdo € a imediata incineracécoldaeia, dos materiais e produtos

apicolas.

O controle da doenca, pela destruicdo das colnaééadas, pode exercer pressao
de selecdo sobre linhagens menos virulentas etariama alteracdo na viruléncia Be
larvae (GENERSCH et al., 2005).
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Sintomas da doencga na colméia e nas crias

A cor do corpo das abelhas varia conforme seuiesti@gdesenvolvimento. Na fase
de larva, pré-pupa ou pupa apresentam colorac@od@érola. O aspecto da cria indica a
fase na qual ocorreu a morte, geralmente antesguemplete a pigmentacdo do corpo.
Quanto mais jovem for a cria, mais rapidamente apifesta a doenca, podendo levar de
uma a duas semanas.

Larvas doentes mudam sua coloragdo para marromeesgpreto. Na maioria dos
casos a morte ocorre na fase de pupa, podenduamdad estarem operculados ou ndo. Os
opérculos ficam abaulados, escurecidos e com aspeaido. Apresentam perfuracdes
irregulares, resultantes da inspecdo dos mesmos.

Um sintoma tipico da doenca € o cheiro putrido ataréstico. Nesta fase
geralmente a doenca esta em estagio avancado, poesenca de crias mortas, marrom-
escuras ou pretas, formando uma massa com al@siade (SHIMANUKI et al., 1992).
Observam-se ainda larvas mortas, em posicao iaegut alvéolos fechados; pré-pupas ou
pupas fundidas e com a lingua estendida na dirdgadwértice superior do alvéolo; e
alvéolos fechados depois que a maioria das abethaggiu. Sendo evidenciada a presenca
de escamas, que sao restos de larva, desidratstarm®, aderidas nas paredes do alvéolo e
de dificil remocéao; estas poderdo conter grandatlaale de esporos & larvae.

Em todos os casos pode-se verificar a presendavds falhados, com alvéolos
vazios ao lado de alvéolos contendo crias sadiass as rainhas evitam realizar a postura

em alvéolos onde ocorreu a morte das crias (PEREIRA, 2003).
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Caracteristicas da viruléncia

A viruléncia da cepa circulante € um dos fatores daterminam a variagdo na

expressao da infeccdo por CPA em colméias de abelha

Estudos do genoma da abelha apresentam evidércian @umento dos niveis de
serina proteases apos a infec¢do da larva, indicameé possivel correlagdo entre o estagio
de desenvolvimento do embrido e a imunidade inAtanfeccao poiP. larvaepode ativar
a cascata de liberacdo de serina proteases, asparécipam, dentre outros fatores, com
respostas de defesa (ZOU et al., 2006).

Alippi et al. (2002), utilizando PCR-RFLP, identdiram diferencas nos genotipos
deP. larvaecirculantes. Genersch et al. (2005), demonstrayjaen apesar das dificuldades
de diferenciacdo entre as subespécieB.darvag algumas linhagens apresentam distintas

viruléncias, e que esta variabilidade deve-se atgqurs especificos.

Neuendorf et al. (2004), além de caracterizaremrelites genoétipos de. larvae,
indicaram diferencas na viruléncia entre as linhage demonstraram a presenca de

plasmidio em uma linhagem resistente a antibidticos

Proteases

As enzimas proteoliticas constituem um importamte@ de enzimas bacterianas
(UYAR & BAYSAL, 2004). A maioria destas proteaseéextracelular (TREVAN et al,
1990) e osBacillus sppseus maiores produtores (NASCIMENTO & MARTINS, 200
Dentre estas estdo a metaloprotease | e metalapeotk que foram descritas como tendo

potencial para utilizagdo diagnostica.

P. larvaeé produtor de metaloproteases neutras (BACH eP@0D1), que além de
orientar o diagndstico presuntivo pode fornecericatilos de seu mecanismo de

patogenicidade e fatores de viruléncia.
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Diagnostico microbiolégico

A abordagem usual esté voltada paraecc@o de esporos &e larvaeg utilizando-
se diferentes metodologias. No Brasil, como métofioial analitico foi definido o
protocolo estabelecido por Schuch (2001), onde ggramente a amostra € diluida com
solucédo salina tamponada e aquecida a 45°C, gpqgssibilita sua melhor homogeneizacéo
e favorece as etapas subsequentes; além de redef@ito de compostos com acgao
antibacteriana que porventura estejam presentessejuida, a amostra é centrifugada e o
sedimento obtido é eluido e aquecido a 80°C, visastimular a germinacéo dos esporos e

inativar células bacterianas competidoras.

Para isolamento dB. larvag esta solucédo é entdo semeada sobre a supesdicie d
meio de cultura composto por agar, soja triptordaar cereus suplementado com acido
pipemidico, acido nalidixico e gema de ovo. Est@posi¢cdo possibilita a verificacdo da
producéo de lecitinase e inibe o crescimento desuspécies microbianas, que poderiam

saturar completamente o meio de cultivo.

A confirmacdo da presenca d& larvae € feita considerando dentre outras
caracteristicas a sua incapacidade em degradapwighe de hidrogénio e seu crescimento
em agar leite com tiamina, onde as coloniag’déarvae apresentam halos de atividade
proteolitica, resultante da hidrdlise da caseirenyds esta caracteristica 0til para o

diagnostico da presenca Belarvae(BAILEY, 1984).

Alternativas de diagndstico

O diagnostico microbiologico € demorado, caro baifeoso. Com a finalidade de
minimizar estes problemas, varios autores sugeredogdo de métodos de diagndstico
molecular (PCR convencional), utilizando-se a aeatiomparativa da sequéncia dos genes
16S rDNA (ALIPPI et al., 2002; GOVAN et al., 19999URO et al., 2003) e do gene para
metaloprotease (KILVINSKY et al., 2004) para comiar o diagndstico microbiolégico,
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caracterizar os diferentes genotipos Rlelarvae e fornecer dados epidemiologicos da

doenca.

Recentemente, Han (2008), indicou a possibilidaddedec¢cdo do gene 16S rDNA

deP. larvaeser feito pela técnica da PCR em Tempo Real.

Métodos moleculares

Diferentes métodos moleculares, como a PCR conwealcia PCR em Tempo
Real, 0 uso de enzimas de restricao, dentre owmeas;sendo utilizadas na avaliacadoRle

larvae

A confirmacéo do diagnostico ¢ larvaepor métodos moleculares representa uma
reducdo no tempo de andlise e maior segurancasntiago, sendo utilizados protocolos
especificos para a deteccdo de DNA Rlelarvae presente em amostras de produtos

apicolas.

A extracdo do DNA bacteriano constitui uma das atamais importantes do
processo de diagnéstico molecular, compreenderédo efapas principais: (1) a lise da
célula, (2) a inativacdo de nucleases celulare8)ea(separacdo do DNA dos outros

componentes celulares por filtracdo ou precipitacéo

A lise pode ser fisica (mecanica), quimica (detete® ou por digestdo enzimatica,
devendo ser conduzida de forma que as membrandaresl sejam rompidas, liberando os
acidos nucléicos integros. A inativacdo das nuekaelulares é feita por meio de sais.
Para a separacdo do DNA podem ser combinadasrdésrenetodologias, como o uso de
fenol-cloroférmio para a remocéo das proteinasidagda precipitacdo com isopropanol
ou etanol; ou através de altas concentra¢gfes dersadancas no pH. Residuos de fenol
ou detergentes utilizados na extracdo devem sein@ldos durante a etapa de precipitacdo

do DNA, pois séo inibidores da reacdo da PCR
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Podem ser empregados também kits comerciais dacégtros quais utilizam uma
resina que tem afinidade de ligacdo ao DNA, sesti diretamente purificado da solugao

apos digestdo enzimatica e tratamento quimico.

E possivel obter DNA de qualidade a partir de darisoladas dé. larvae
utilizando um método rapido baseado na desnatudg@arede celular pelo calor, seguido
de centrifugacao e imediata utilizacdo do contezedolar na reacdo da PCR, sem etapas de
purificacdo (SAMBROOK & RUSSEL, 2001; OIE, 2009).

No caso de extracdo de DNA de esporosPddarvae diretamente a partir de
amostras de mel, € necessario a realizacao de@#hkiseriadas para eliminar a inibicdo da
PCR causada pelos constituintes do mel, combinaadmm uma etapa de lise enzimética,
ou pela incubacdo do sedimento em caldo nutritmmposto por extrato de cérebro e

coracao (BHI) suplementado com tiamina, a 37°@Qrmer2 a 24 horas, dentre outros.

ApOGs a extragdo, o DNA deve ser eluido em tampdioosau agua, livre de

DNAses e RNAses, quantificado e armazenado a -20°C.

As analises moleculares consistem no estudo desgamdragmentos de genes
especificos, que indicam o patdgeno ou sua caistatarem avaliacdo. Num primeiro
momento, por meio da reacdo de polimerizacdo emi&zdBCR) realiza-se a amplificacédo
da regido a ser estudada. Sobre esta amplifigagdem ser aplicadas outras técnicas,
como o0 corte com enzimas de restricdo. Todas eenplum passo complementar de

visualizagdo em transluminador e foto documentamdos prévia eletroforese em gel.

Recentemente foram desenvolvidas metodologias gumritem o acompanhamento
em tempo real de cada ciclo da amplificacdo do DAMo, cujo sistema baseia-se na
deteccdo e quantificagdo de um sinal fluorescqmemitindo avaliar e quantificar o

numero de moléculas produzidas ciclo a ciclo.
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Deteccao ddPaenibacillus larvagela técnica de PCR convencional

Alguns métodos analiticos utilizando a PCR tem sidsenvolvidos para detectar
gualitativamente a presenca de sequéncias de DNA evae Esta analise baseia-se na
amplificacdo de um fragmento especifico do geneateeesse, o qual identifica o patdgeno.
A amplificagcéo € realizada utilizando a enzima Dpl#limerase, e sequéncias iniciadoras
especificas de DNA (primers), que flanqueiam adegilvo (ROZEN & SKALETSKY,
2000). Também é necesséario a adicdo de desoxuigites trifosfatados (dntp) e de

cofatores da polimerase, como o¥ig

O numero de sequéncias de DNA alvo amplificadaseatemexponencialmente a
cada ciclo, que é constituido de trés etapas:g¥rimeira etapa ocorre a desnaturacdo da
molécula de DNA, a uma temperatura de aproximade ®4?C, e a fita dupla é separada.
Em seguida, (2) a temperatura é reduzida até 568CC, para o anelamento dos primers;
(3) a temperatura € elevada a 72°C para que oagradimerizacdo da cadeia. Os ciclos
sao repetidos até 50 vezes, dependendo da quantiida®NA alvo presente na reacéo.
Apoés cada ciclo, as cépias obtidas sédo utilizadasocmolde para um novo ciclo de

amplificacado, resultando em amplificacdo exponémmarimero de fragmentos.

Uma reacdo de PCR é composta por trés fases, spraldl) na fase inicial
observa-se grande variabilidade na amplificacd® uar que existem poucas copias das
sequéncias alvo, (2) na fase linear ou exponene@icamente o dobro de produto é
amplificado a cada ciclo, (3) na fase final out@la reacdo € menos eficiente devido a
limitacdo dos reagentes e a competicdo com os wedierados. Como a cinética da
reacdo € individual para cada amostra, na mesng@ageaodem ser observados platds

diferentes entre as amostras.

A andlise é feita ao final da reacdo, quandmduytio da amplificacdo é comparado
em gel, com um padrdo de tamanho molecular conthiediéira a visualizacdo em gel do
fragmento amplificado utiliza-se um corante inttante de dupla fita de DNA, revelado

em luz ultravioleta.
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Apesar de sua precisédo e sensibilidade, uma dasrdagens do método da PCR
convencional é o fato da analise ser realizadaéaniio da reacdo, o que impossibilita
coletar informacfes sobre a quantidade do alvoegtée sendo amplificado. Da mesma
forma, a necessidade de etapas pés PCR aumentasiiliade de contaminacdo e
impacta o resultado obtido (WEHRLE et al., 2009; MEORD, 2000).

PCR em Tempo Real

A reacdo da PCR em tempo real, uma variante déoedg PCR convencional,
representa grande avanco nos métodos molecularasxdleo diagndstico, uma vez que

facilita as tarefas de deteccao e quantificacéExgesssao génica.

O sistema é baseado na deteccdo e quantificacdandesinal fluorescente,
diretamente proporcional ao aumento de produtosamelificacdo durante a reacéo,
correlacionado com a deteccéo inicial na fase expaal; permitindo avaliar e quantificar

o numero de moléculas produzidas ciclo a ciclo.

Existem diferentes protocolos de trabalho, quézaith sondas fluorescentes ou
corantes como SyBr Green (WEHRLE et al., 2009).

SyBr Green, além de ser mais barato, ndo requed&senvolvimento de sonda
especifica, e os produtos de PCR poderem ser miifados pela andlise da curva de
melting. Utiliza um sistema fluorescente, inteaca de dupla fita de DNA, primers que
irdo determinar o alvo da amplificacdo, e um equigato contendo uma fonte de luz capaz
de excitar o fluorocromo envolvido na reacéo; ¢njansidade é diretamente proporcional
a quantidade de DNA amplificado (SUN, 2010).

SyBr Green é uma substancia que por afinidadegaealo DNA dupla fita, e seu
sinal fluorescente € captado ao final de cada dielamplificacdo. Esta ligagdo ocorre sem
nenhum processo de selecdo, de modo que qualguécuteo dupla fita amplificada

durante a reacao contribuira para o sinal de feaénecia emitido. A fluorescéncia do SyBr
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Green é capaz de aumentar a emissao de luz el agz@s para uma mesma concentracao

de corante, quando esté ligada ao DNA dupla fita .

Como a ligagdo do corante ocorre entre as cadeta®NA, a fluorescéncia
produzida pela amostra durante a reacédo de anagfiicé detectada pelo sistema a medida
gue DNA dupla fita é gerado; e o momento da reasg@o que sua fluorescéncia e
identificada inequivocamente acima do ruido deléufbackground) corresponde ao limiar
de deteccdo, comumente denominado CT ou CP (thdesfide ou crossing point). Isto

ocorre na fase exponencial, quando a eficiénciaeago de PCR esta maximizada.

Oscilagbes na eficiéncia da amplificacdo sdo detawhas principalmente por
alteracdes na pipetagem, na concentracédo de reagemo desenho dos primers; fazendo
com que nos ultimos ciclos a reacdo da PCR ocanamato ndo exponencial, ou que ao
longo da reacdo sejam formados dimeros de primersamplificados produtos

inespecificos.

Para verificar se a fluorescéncia captada teve réicipacdo de produtos de
amplificacdo inespecificos ou dimeros de primeosfimal da reacdo deve-se proceder a
analise da curva de dissociacdo, onde os prodatodesnaturados.

Como cada fragmento de DNA dupla fita obtido apr@seuma temperatura
especifica de desnaturagdo, também chamada temmpedd melting (%), € possivel
avaliar o comportamento de cada amostra, poisetifes fragmentos se dissociam em
diferentes temperaturas, permitindo identificarespnca de mais de um tipo de produto de
amplificacdo na reacao e diferenciar os fragmemtesDNA obtidos (MARTINEZ-
BLANCH et al., 2009).

Além disso, determinadas matrizes analiticas, daimo mel e produtos apicolas,
por apresentarem em sua constituicdo enzimas, ,cerateinas, minerais e acidos
organicos, dentre outros, podem inibir a reacaafieulfar a deteccdo dé. larvae
requerendo protocolos especificos para obtencdaoNke de qualidade (RAJENDRAM et
al., 2006).
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A capacidade da PCR em Tempo Real determinar carA@a o nimero de copias
de DNA presentes na amostra depende da linearel&fieiéncia do ensaio, determinado
pelo “slope” da curva de regressao linear, cujmeottedrico é de -3,32;valores estes que
sao mais facilmente obtidos utilizando-se DNA pcaiflo ou suspensdes celulares
calibradas (MARTINEZ-BLANCH et al., 2009).

Em ensaios de deteccdo, € necessario estabeldoriteo de sensibilidade, ou
Limite de Deteccdo Observado (LOD) para a metodal@mnpregada, que é a menor
guantidade ou concentracdo do analito em uma aangste pode ser confiavelmente
detectada, mas ndo necessariamente quantificadaeknmenos 95% das vezes para o
LOD estabelecido, assegurando valores menores waisiga 5% de resultados falso-
negativos (ISO 21570, 2005).
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Abstract

Paenibacillus larvaas the agent of American Foulbrood disease (AlEB)sing the death
of the hive and greatly affecting beekeeping. Thagbsis is based on clinical signs of
disease and the isolation and characterizatioR.d&rvae In Brazil, this bacterium was
detected only once, in the states of Rio Grand8uand Parana. The present study aimed
to characterize the strains that circulated in Bramdicating alternative diagnosis. PCR
protocols based on detection of 16S rDNA and nugaditeinase genes confirmed all
strains werd®. larvae The 16S rDNA gene was sequenced, and phylogeswdilysis was
performed. The results indicated that there ishhiigmology among the strains that
circulated in Brazil, and the combined analysisddferent genes ofP. larvae is an

important alternative diagnosis.

Keywords: Paenibacillus larvagdiagnosis; 16S rDNA; metalloproteinase
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1. Introduction

The American Foulbrood (AFB) is a notifiable disea$ high economic importance
and significant to international trade (OIE 200Biis causative agent iBaenibacillus
larvae which is infective in spore form (Genersch 20G8)d only attacks the larval stage
honey bees (Genersch 2010). Infection occurs ggsiion of spores that after 24 hours
germinate in the intestine and spread, producin@icgemia and death (Alippi 1992;
Shimanuki et al. 1992). The clinical symptoms tgggcal, and the larvae have affected to
a dark and viscous form. Besides food with honeytaining spores, the introduction of
bees from hives infected and even beekeepers beljdts spread. It is difficult to prevent
and control AFB because not only are the bactspales able to survive for long periods
of time and under adverse environmental conditlmrislO or less spores are also sufficient
to cause this disease in very young larvae (Geh&@t0).

Detection of P. larvae requires microbiological culture (Schuch et al.02D
Alternatively, molecular diagnostic methods basead¢omparative analysis of sequences of
the 16S rDNA (Alippi et al. 2003; Govan et al. 198®bbbelaere et al. 2001) or the gene
for metalloproteinase (Kilwinski et al. 2004) hadween described.

In South America, the first isolation &f. larvae occurred in 1989 in Argentina
(Alippi 1992). This bacterium was then isolated Unuguay (Antunez et al. 2004). In
Brazil, despite efforts to prevent its introductistom honey contaminated witR. larvae
was found in the state of Rio Grande do Sul in 200 presence &f. larvaewas initially
detected in beehives without clinical signs of dge(Schuch et al. 2003). More recently it
was reported an outbreak in hives in the stateaoarda (MAPA 2006), suggesting a route
of disease distribution and stimulating the develept of this work, aiming to characterize

the strains that circulated in Brazil.
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2. Materials and methods
2.1 Microbiological investigation
The study used 80 isolates ©f larvae,isolated from samples of honey, honeycomb and
pollen collected between 2002 and 2007 by Labadmtddacional Agropecudrio
(LANAGRO/RS, Ministry of Agriculture, Brazil), thnagh the method of microbiological
analysis for the detection of spores (Schuch ¢t28l01), when aliquots of 20 g of the
various products were diluted to 40 ml of distilldter and centrifuged at 30@0for 30
min. The pellet obtained was suspended in 1 mlistflled water, heated to 80°C for 10
min and seeded on selectitfaenibacillus larvaeagar plates (Schuch et al., 2001). This
work, the plates were incubated at 35°C, and moettdor 5 days. The number of colony
forming units (CFU) ofP. larvae was determined. Three colonies of each plate were
isolated for confirmatory evidence, based on colomyphology, Gram stain, observation
of a zone of proteolysis and inability to produegatase.

After the step of microbiological investigatiorhet presence oP. larvaein the
samples was performed by molecular analysis, baseithe detection of 16S rDNA gene

and the gene for metalloproteinase as describeavbel

2.2 DNA extraction

Each isolated colony was resuspended in {LI06f distilled water and subjected to the
protocol of bacterial DNA extraction, using phewbloroform (Sambrook and Russel
1991). P. larvaeATCC 9545 was used as a positive contiécillus cereuvar. mycoides
ATCC 11778 andPaenibacillus alveisolated by LANAGRO/RS (Porto Alegre, Brazil),

were used as negative controls.
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The DNA was dissolved in 5@ of buffer consisting of 10 mM Tris / HCI, pH 8.0,
containing 1 mM EDTA, and quantified by UV spectioppometer (Analytik Jena, model

Specord 40) at wavelengths of 260 and 280 nm.

2.3 Detection of 16S rDNA and metalloproteinasesgen
For the amplification of the 16S rDNA was used ateé PCR protocol, conducted in a
thermal cycler GeneAmp PCR System 2400 (Appliedsigtems). The amplification was
initially performed with external primeRle (Table 1). The final concentrations of reagents
were 0.2 mM of each primer, 1.25 U Tag DNA polynserand specific buffer, 0.2 mM
dNTPs, 1.5 mM MgGl 5 ul of DNA (at concentration of 20 ng) in a reaction volume of
25 ul. Reactions were performed in triplicate, usihg technique of “touchdown” PCR
(Don et al. 1991), with an initial step at 94°C 88 s followed by 20 cycles of denaturation
at 94°C, annealing at 60°C and extension at 724€h step lasting 30 s. Then, the melting
temperature was 94°C, and annealing at 55°C, lmotBG s. The extension step was 72°C
for 30 s, a total of 20 cycles, followed by a fir@itension at 72°C for 10 min, which
resulted in the amplification of a product with 968se pairs. The internal amplification
was made with primemBIi (Table 1). The reagents used in this reactionthadame final
concentrations of the above reaction. The prograsd B0 cycles carried out under the
following conditions: 94°C for 30 s, 59°C for 30 &°C for 45 s, followed by a final
extension at 72°C for 5 min, resulting in amplifioa of a product with 572 base pairs.
Amplification of metalloproteinase gene was devebbpvith the primeravipPI
(Table 1), which amplify a fragment of 271 basergailhe reaction was conducted in
thermal cycler GeneAmp PCR System 2400 (Applied sitems). The final

concentrations of reagents were 1 mM of each prirhed Tag DNA polymerase and
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specific buffer, 0.2 mM of dNTPs , 2.0 mM MggI5 ul of DNA (at concentration of 20
ng/iul) in a reaction volume of 2pl, in triplicate. The program used 20 cycles perfed
with annealing temperature at 60°C, denaturatidaC and extension at 72°C, each step
lasting 30 s, and another 29 cycles under the samditions of denaturation and extension,
with annealing temperature at 55°C; each stepnas30 s, followed by 10 min of final
extension at 72°C.

The amplified DNA was subjected to electrophoresid% agarose gel, stained

with ethidium bromide and observed under with U\if&r Lourmat, model TCP-20 LC).

2.4 DNA sequencing methods
The PCR products obtained by amplification of t6& YDNA primers foPli of 5 isolates
of the RS state and 5 isolates of the PR state puaniéed using the kit PureLink Quick
Gel Extraction (Invitrogen) and sequenced. To cautythe reaction were used primeig
buffer (IM Tris HCI, pH 9.0 and 50 mM Mggland the sequencing kit Big Dye
Terminator (Applied Biosystems), according to thanufacturer’s instructions, in a final
volume of 10ul. The analysis was performed on a 16 capillaryusaqger, model ABI
3130xI (Applied Biosystems).

The sequences of the 16S rDNA were determined, taedBLAST algorithm
(Altschul et al., 1990) was used to find homolog@esjuences. The calculation of the
distance and the construction of the phylogene&e tvere carried out by the neighbor-

joining method, with the help of the software MeddEE version 3.1 (Kumar et al., 2004).
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3. Results

Microbiological investigation foP. larvaewas performed in 80 isolates originated
from samples of different bee products. When miiedogrowth was observed on selective
medium, the number of CFU was established and ttolemies of each plate were selected
on the basis of colony morphology (hyaline asp#at,edges and flat center) and in the
presence of a zone of proteolysis for confirmatests for reaction to catalase and Gram
stain (Table 2). The behavior of these samplefennticrobiological investigation did not
differ from the other isolates, originated from gd@s of importation.

The molecular analysis of the isolates was caraetlby PCR. The established
protocol allowed definitive identification ofP. larvae by observing the specific
amplification of different regions of the 16S rDN#d a fragment of the metalloproteinase
gene (Fig. 1). All isolates responded to this apphp showing the presence of fragments
of the expected size by PCR with primé&ig (969 bp),Pli (572 bp) andMpPI (271 bp).
The specificity of amplicons was verified by sequiag. No amplification was observed in
the samples used as negative controls.

Phylogenetic analysis was developed with the 1688ABequences obtained from
isolates of suspected outbreaks in Brazilian stalégse sequences were aligned with
sequences of the following strainBaenibacillus brasiliensigD78476), Paenibacillus
glucanolyticus (D885140), Paenibacillus alvei (X60604), Paenibacillus koreensis
(AF130254), Paenibacillus larvae(AY030079), Paenibacillus alginolyticus(D78465),
Paenibacillus azotofixangAJ 251192) andPaenibacillus polymyxa(AY 3596370),
obtained from the GenBank database (accession N@arentheses). AlIP. larvae
investigated in this study had 100% identity witfe tpartial 16S rDNA sequence Bf

larvae (AY030079).
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4. Discussion

Results from the previously microbiological investiion were confirmed, and the
presence ofP. larvae observed by grown in selective medium. The mosnhroon
discrepancy was on colony morphology. In this wevks observed some degree of
inconclusive results from phenotypical charactesstould be expected since differéht
larvae genotypes may present differences in morphologiead physiological
characteristics (Genersch 2010).

Viable aerobic counts in honey are about 30-1200/GKlurlina and Fritz 2005),
although specific counts fd?. larvae has not been frequently described. Antunez et al.
(2004) found 0-890 CFU/g in honey samples from siméehout clinical symptoms of AFB
in Uruguay. The levels oP. larvaein adult bees in commercial colonies from western
United States reached values of 324 and 408 CF8dt bees for samples from
California and Rocky Mountains, respectively (Eisclet al. 2005). Those authors estimate
that more than 28,000 colonies had at least 1 sksequivalent number &. larvaeCFU
(about 399 CFU/30 adult bees). Differences in itifecthreshold among lineages and
gueens have been reported, suggesting a genetimeaifor larvae resistance against AFB
(Behrens et al. 2007).

Molecular diagnosis may permit an early detectiénthe pathogen, before the
clinical signs of the disease, in time to implempraper control measures. In addition,
some samples showed inconclusive results in miclofical testing, thus molecular
verification may provide security to the diagnofakonyi et al., 2003). As an example,
PCR allowed to identifyr. larvaein 91% of the honey samples, against 57% obsdryed

cultural methods (Lauro et al. 2003).
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Some methodologies for molecular diagnosisPoflarvae have been described.
They are often based on PCR protocols associatadhpdification of specific 16S rDNA
sequences (Govan et al. 1999; Piccini et al. 260&a et al. 2009). The nested-PCR
protocol was able to detect less than 6 CFU/ml wiverking with pure cultures of.
larvae (Lauro et al. 2003). In this work, the selectedngrs produced fragments of the
expected sizes when tested with sample®.ofarvae while negative amplification was
observed when tested with other bacterial spediks. specificity of amplicons was also
verified by sequencing, confirming that specificqsences ofP. larvae genes were
amplified. The PCR methods describe here provdxzktoonsistent and relatively easy. The
specific amplification of 16S rDNA or metalloprateise genes is an alternative technique
for a rapid and reliable detectionef larvaespores and AFB diagnosis.

The strains tested, originated from the stateRiofGrande do Sul (RS) and Parana
(PR) showed 100% identity on the partial sequeridken16S rDNA. These results are the
first sequencing of strains &. larvaethat circulated in Brazil and show that these are
highly correlated. The determination of partial leatide sequence of the 16S rDNA of the
Brazilian isolates, and comparison with sequenegmsited in GenBank database helps to
ensure the specificity of the assay, confirmingittentification ofP. larvaein the country
(MAPA 2006).

The high phenotypic and genotypic similarity amasagates ofP. larvae together
with the fact that until now there was only onearecof the presence &t. larvaein the
state of Rio Grande do Sul and one outbreak natifio in the state of Parana, may
indicate that this pathogen was recently introdundsrazil and that bacterium was quickly
controlled and extinguished in the country. Phepiotand genotypic characterizationff

larvae isolated in the neighbor country Uruguay revediegh similarity (Antunez et al.
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2007), while samples from Austria and Germany shmher genetic diversity (Loncaric et
al. 2009, Peters et al. 2006).

This paper describes the utilization of converdloRCR reactions, based on the
detection of 16S rDNA and metalloproteinase genesgconfirm the microbiological
diagnosis ofP. larvae The phylogenetic analysis indicates that ther@igh homology
among the strains that circulated in the country simows that efficacy the strong control
health deployed to prevent the introduction of plaghogen and its spread in the Brazilian
territory, despite the evolution of the diseaseSwuth America in recent years (Alippi
1992; Antunez et al. 2004; MAPA 2006) indicates ieed to detailed examination of the

current situation of the presenceRoflarvaein Brazil.
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Table 1. Primers used for amplification of 16S rDNA and allefproteinase genes.

Primer Sequence (533) Reference

Ple (F) TCGAGCGGACCTTGTGT Lauro et al. 2003
Ple (R) CTATCTCAAAACCGCTCAGAG Lauro et al. 2003
Pli (F) CTTCGCATGAAGAAGTCATC Lauro et al. 2003
Pli (R) TCAGTTATAGGCCAGAAAGC Lauro et al. 2003
MpPI (F) CGGGCAGCAAATCGTATTCAG Kilwinski et al. 2004

==

MpPI (R)

CCATAAAGTGTTGGGTCCTCTAAG

Kilwinski et al. 2004

40
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Table 2. Microbiological revaluation ofPaenibacillus larvaeisolated from honey,

honeycomb and pollen samples.

Colony Catalase reaction Mean
morphology
Sample n | Typical Atypical Negative| Positive| CFU/g | Result %
Honey 37| 37 - 37 - 9 Positive 46.25
Honeycomb 35| 33 - 33 - 4.5 Positive 41.25
- 2 2 - 2.5 Inconclusive2.50
Pollen 8| 7 - 7 - 9.5 Positive 8.7%
- 1 - 1 13 Inconclusive 1.25
Total 80| 77 3 79 1 100
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Fig. 1. Agarose gel electrophoresis of PCR product®lef Pli (16S rDNA) andMpPI

primers. Bacillus cereus var. mycoides ATCC 11778 (B,C, 16S rDNA; D,
metalloproteinase); Paenibacillus larvae ATCC 9545 (E,F, 16S [DNA; G,
metalloproteinase),Paenibacillus alvei (H, 1, 16S rDNA; J, metalloproteinase);

Paenibacillus larvadK,L, 16S rDNA; M, metalloproteinase); A,N, 100 tzuider.
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Detection ofPaenibacillus larvady real-time PCR

Deteccao d@aenibacillus larvagoor PCR em tempo real

Sérgio Salla Chagh$ Rodrigo Almeida Vauch&rAdriano Brandelfi?

'Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Veterindfiasuldade de Veterinaria,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 915@Lf2atto Alegre, BrasifLaboratério
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Goncalves 9500, 91501-970 Porto Alegre, Brasil. BERPONDENCIA: A. Brandelli

[abrand@ufrgs.br; fax: (51) 3308 7048].

ABSTRACT

Background: Paenibacillus larvags the agent of the American Foulbrood diseaseBjAF
which may determine the death of the hive. Thedliete strategy for its diagnosis is based
on clinical signs of disease and isolation and tifieation of P. larvae which usually
employ microbiological and biochemical methods. &gly, molecular methods based on
analysis of 16S rDNA by conventional PCR have ba#opted, providing greater security
and analytical speed. The rapid diagnosis is inambrto minimize economic losses and
assess routes of spread of the pathogen. Despgitstitbng existing sanitary contrd?,
larvae was recently identified in the Brazilian statedid Grande do Sul and Parand, after

that outbreaks have been reported in neighboringntoes. This investigation was
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conducted to develop a protocol for detectiorPofarvaeby real-time PCR, allowing the
reduction in the time of diagnosis, without lossrobustness found in the conventional
PCR methods.

Materials, Methods & Results: Twenty-nine (29)P. larvaestrains were evaluated by real-
time PCR using SYBR Green. The primd?Hir-F/R were designed according to the
sequence X60619 of 16S rDNA gene published in GekB@ amplify a fragment of 74
base pairs. The target gene is highly conservedspedfic toP. larvae.The amplification
conditions consisted of 1 cycle of 50°C for 2 mewiand 1 cycle of 95°C for 10 minutes,
followed by 40 cycles of 95°C for 15 seconds an8G66@r 1 minute. The best results of
sensitivity and specificity in the reaction with BR Green were obtained with primer
concentration set as 1Q01. The different concentrations of MgQksted did not affect the
performance of the reaction. No amplification wdserved with DNA obtained from
Paenibacillus alveior Bacillus species. The limit of detection was set as 6 pPNA
template. The regression analysis of thev@lues of the PCR products showed a linear
relationship between the initial amounts of DNA ptate and the values of QR =
0.9982).

Discussion: The protocol developed allowed the unequivocattifieation of P. larvae,as

all strains were detected by this approach. Theliiogtion of the expected 16S rDNA
gene fragment was verified by amplification witre thrimersPltr F/R. In addition, the
amplicon specificity was verified by sequencing ardamplification was observed when
the primers were tested with DNA from other baetespecies, indicating that the test is
highly precise. The protocol developed in this gtpdoved to be sensitive and specific,
providing a rapid and accurate diagnostic tool. fidsilts showed that the analysis by real-

time PCR of partial 16S rDNA gene Bf larvaerepresents an important alternative for
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rapid diagnosis of AFB disease. The use of thishowdlogy may represent an advance for
rapid confirmation of the presence of this bactariwhat will allow the adopting of
control measures against AFB, that on avoid iteaging in Brazilian territory.

Keywords: Paenibacillus larvaediagnosis, 16S rDNA, real-time PCR.

Descritores: Paenibacillus larvaaliagnostico, 16S rDNA, PCR em tempo real.

INTRODUCTION

The "American Foulbrood" (AFB) is a notifiable dése of high economic
importance. His causative agent calRaknibacillus larvaenly attacks the larval stage of
the beeApis melliferaand otherApis spp [6,21]. Infection occurs by ingestion of honey
contaminated with spores [2,14], that after 24 baygrminate in the intestine and spread,
producing septicemia and death [6]. The clinicahpioms of the disease are typical, and
the affected larvae have dark and viscous aspgtd][@Bees from infected hives and even
beekeepers can contribute to the spread of theasliseThe detection d®. larvae is
performed using microbiological culture [18], ph&mcal characteristics [9,13], or
molecular diagnostic methods based on comparatiatysis of sequences of the 16S
rDNA gene [5,7,10].

In South America, the first isolation Bf larvaeoccurred in 1989 in Argentina [1],
and afterwards in Uruguay [4]. In Brazil, despitéods to prevent its introductior.
larvae was detected in 2002 in the State of Rio Grand8wpin beehives without clinical
signs of disease [19]. Recently it was reportedatbreak in hives in the State of Parana
[12], suggesting a route of disease distributiord anotivating the development of

alternative detection methods. Molecular methodsetiaon the detection &f. larvae by
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PCR have been described [7,10], including a reaétPCR procedure [8]. Real-time PCR
is characterized by its high accuracy and reprdailityi and precision in data collection
depends on factors such as the PCR conditions, lsgmngparation and quality of DNA
[22]. In contrast to conventional PCR, which isé@d on amplification of DNA with
subsequent electrophoresis and visualization,tmea-PCR is automated, highly sensitive,
robust and does not require procedures for post-l@mRification [11].

This study aimed to develop a protocol for detectf P. larvaeby real-time PCR
to allow the reduction in the time of diagnosistheut loss of robustness found in the

reactions by conventional PCR.

MATERIALS AND METHODS

Microorganisms

In this study, 28 samples #&faenibacillus larvagrom the collection of National
Agricultural Laboratory (LANAGRO/RS) were usel. larvae ATCC 9545 was used as
positive control, andPaenibacillus alveiBacillus cereus/ar. mycoidesATCC 11778, and
Bacillus anthracisSterne were used as negative controls. SampleslafvaeandP. alvei
were grown orP. larvaeagar plates [18], incubated at 35°C and monitéoed days.B.
cereusvar.mycoidesATCC 11778 was cultivated in BHI, incubated at@&nd monitored

for 5 days.

Primers
The forward primer Rltr-F 5’GGAGTGACGGTACTTGAGAAGAAAG3') and
reverse PItr-R 5'CGCTTGCCCCCTACGTATTAS3') were selected accogdito the

sequence X60619 of 16S rDNA gene published in GekPaith the help of the software
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Primer Express The target gene is highly conserved and spegifit: larvae.The primers
amplified a fragment of 74 base pairs.

The specificity of the primers was also verified diymparing the partial sequence of the
16S rDNA ofP. larvaewith the sequences of other organisms listed iolefd using the
BLAST algorithm [3], and by reaction with DNA extted from the other bacterial species

used as controls.

Preparation of DNA

A colony was isolated from each sample was susgggeimd100uL of distilled water
and subjected to the DNA extraction protocol foctbaa by using phenol-chloroform [17].
The DNA was resuspended in 5Q of buffer consisting of 10 mM Tris/HCI pH 8.0,
containing 1 mM EDTA, and quantified using a UV sjpephotometérat wavelengths of

260 and 280 nm.

Real-time PCR

Twenty-nine (29)P. larvaestrains were used to evaluate the performanceadf r
time PCR using SYBR Gre&nThe amplification conditions consisted of 1 cyofe50°C
for 2 minutes and 1 cycle of 95°C for 10 minuted|oived by 40 cycles of 95°C for 15
seconds and 60°C for 1 minute. The fluorescence m@sitored during the annealing at
60°C. The reactions were conducted in an equipm®&00 Real Time PCR System using
SYBR Green PCR master mixontaining 2X Platinum SYBR Green qPCR Supermix-
UDG. The concentrations of primers tested were @,ahd 100uM, and different
concentrations of MgGI(0 1.0 2.0 and 3.0 mM) in a final volume of 5@, 25 uL and 15

uL, containing 5uL of sample, were tested.
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The analysis of thenelting curve (Ty) was made based on a 95°C for 15 seconds
and 60°C for 20 seconds and one cycle with temperaanging between 60°C and 95°C
for 20 minutes.

To determine the sensitivity of the reacti®h, larvae,in the concentration of 0
CFU/mL, had their DNA extracted, sequentially dédtto the quantity of 0.6 pg and

subjected to analysis by real-time PCR in the seonelitions of the other samples.

RESULTS

In the evaluation of different ammounts of prim&r F/R, the best results of
sensitivity and specificity in the reaction with BR Green were obtained with 100 pM.
The reaction was optimized and the reaction mix ecaaposed of 1.5L of DNA, 7.5puL
of SYBR Green Platinum qPCR Supermix-UDG (2X), OB of Rox, 100uM of each
forward and reverse primer, a final volume of Q5 The different concentrations of
MgCl, tested did not affect the performance of the reacfThe detection of 16S rDNA
gene was proven by amplification of fragments qiested sizes when the primétsr F/R
were tested with samples Bf larvae The specificity was verified by sequencing.

Amplification occurred only for samples Bf larvae.In the other species tested, no
amplification was observed.

The reaction was optimized using 60 ng of purifi®ddA per reaction. In the 29
samples that were amplified by this approach, dietecof the product resulting from
amplification of partial 16S rDNA gene occurred timee G 20 (mean 19.5 + 0.4). In
establishing the limit of detection (LOD), initigliantities ofP. larvaechromosomal DNA
template were serially diluted 10-fold from 60 ngtiLi0.6 pg. DNA at a concentration of

60 ng was detected in 18 .GConsecutive dilutions resulted readings of flsoence in €
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21, 24, 27 and 30, showing a linear relationshinwhe DNA amount in the range of 60 ng
to 6 pg (Figure 1). LOD was established as 6 pg.

After amplification, the analysis of dissociatiorogucts PCR was performed. The
specificity of the primers and the absence of neosig products can be observed in the
analysis of the melting curve. The values of thdting temperature were between 83.2°C
and 83.9°C. No amplification (C> 40) was observed with DNA obtained from
Paenibacillus alveior from other Bacillus species. It was found that the melting
temperature was 83.3°C + 0.5 for the gene fragrh@8trDNA, confirming the specificity
of the reaction (Table 2). The results confirm tthegt test developed with SYBR Green is

100% specific, detecting only strainskflarvae

DISCUSSION

In the present study, a real-time PCR protocok vdgveloped, allowing the
unequivocal identification d?. larvae The results of PCR reactions also demonstrated t
high sensitivity of the protocol developed for deien of P. larvae since amplification of
chromosomal DNA was observed in all dilutions tdste

The results agreed with those observed by convaailtidiagnosis, confirming the
expected observations fé. larvae[19]. The real-time PCR protocol developed for the
detection ofP. larvae adjusted to allow its maximum performance, intisahat the time
for diagnosis of AFB could be reduced as comparngia eonventional PCR methodologies
(Table 3). In addition, real-time PCR is about 1@des more sensitive than conventional
PCR methods [16,22], which need post-PCR steps pimduct evaluation. Some
conventional PCR protocols for identification [ef larvaehave been described in the past

decade. Those methods are often based on deteaxftit6S rDNA sequences, usirg)
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larvae from pure cultures, larvae, adult bees and indedldoney [2,5]. Some protocols
shown elevated specificity and allow detectiorPoflarvaebelow pathogenic levels [10].
The PCR protocol using the primd?8t andPI5, which amplify a 700 bp sequence of 16S
rDNA, allows the detection of the PCR product 402 dilution of template DNA obtained
from 32 spores [15]. However, no similar study &tedtP. larvaeby real-time PCR was
conducted to date. Recently, a microchip-basedti@a PCR technique, using a thermal
cycler specially designed to withstand microvolureaction and conducted in glass and
silicon microchips, was effectively used to detectarvae[8] in 8 minutes in a volume of
6.0uL. These are some fundamental differences in cosgawith the protocol presented
in this work, which used standard real-time PCRigment.

The ability to test real-time PCR to determine pinecise number of copies of DNA
present in the sample depends on the linearityefficdency of the test. The values &f =
0.9982 obtained with SYBR Green indicates thattést is highly linear. In addition, the
estimated value of the slope of the linear regoesgslope -3.2509) is similar to the
theoretical optimum of -3.32 using purified DNA acalibrated cell suspensions [11].

The regression analysis of the @lues from the products of real-time PCR shows
a linear relationship between the initial amountgemplate and the values of, QR =
0.9982), which increased as the DNA concentratecrehsed. All products are considered
identical, as can be evidenced by analysis of ngeliemperature, because the temperature
variation between them is small and there are nticpéar products [22]. The lowest
amount of analyte that can be detected (LOD), lbtitnecessarily quantified, was set as 6
pg of DNA template. Since the infected larvae usudie from the AFB disease with about

10° bacterial spores/ml [6], this LOD value might beceptable for the application on



52

environmental honeybee larva samples and the metibgyl might be capable to detect the

pathogen in the early stage of the infection.

CONCLUSIONS
The real-time PCR protocol developed in this gtpdoved to be sensitive and
specific, providing a rapid and accurate diagnosia. The primersltr F/R enable the
specific amplification of a 16S rDNA sequencePoflarvaein 54 minutes, with a detection
limit of 6 pg of chromosomal DNA per reaction. Thigethodology may be useful to a
rapid confirmation of the presence Bf larvae allowing the adoption of prophylactic

control measures against AFB, that can avoid gsathination in Brazilian territory.

INFORMATIVE NOTES
'Applied Biosystems, Foster City, CA, USA.

Specord 40, Analytik Jena, Jena, Germany.
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Table 1. Sequences of 16S rDNA used to confirm the sptsifof primersPItr F/R by

means of BLAST algorithm.

Organism GenBank accession number  16S rDNA lergih (
Paenibacillus larvae AY030079 1389
Paenibacillus peoriae D78476 1437
Paenibacillus glucanolyticus D88514 1414
Paenibacillus alvei X60604 1434
Paenibacillus koreensis AF130254 1536
Paenibacillus aliginolyticus | D78465 1424
Paenibacillus azotofixans | AJ251192 1484
Paenibacillus polymyxa AY359637 1440
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Table 2 Sensitivity of the primer®lItr F/R for detection oPaenibacillus larvady real-

time PCR.

DNA amount (ng) G (cyclef Tm (°C)°
60 18 83.3

6 21 83.6
0.6 24 83.6
0.06 27 83.2
0.006 30 83.9

@The threshold cycle.

® The melting temperature of amplicon.



58

Table 3. Comparison of detection é¢faenibacillus larvady conventional PCR and real-

time PCR based on amplification of 16S rDNA seqesnc

Primef  Sequence 553’ Amplicon PCR type Running Reference
time
(min)
Priml,2= AAGTCGAGCGGACCTTGTGTTTC 973 Conventiondl 86 [7]
Prim1,2R GGAGACTGGCCAAAACTCTATCT
PleF TCGAGCGGACCTTGTGT 969 Nested-PCR 160 [10]
PleR CTATCTCAAAACCGCTCAGAG
PliF CTTCGCATGAAGAAGTCATC 572
PIiR TCAGTTATAGGCCAGAAAGC
PltrF GGAGTGACGGTACTTGAGAAGAAAG 74 Real-timé 54 Present
PltrR CGCTTGCCCCCTACGTATTA article

% F and R correspond to the forward and reversegusymespectively.

P The PCR conditions were 95°C (1 min), 30 cycle¥C9@& min), 55C (30 s), 72C (1

min), and 72C (5 min).

¢ For the amplification of external primeRle the annealing temperature was lowered

0.5°Clcycle, from 69 to 5%, with each annealing step lasting 30 s. Denaturaind

extension steps were all executed atC9430 s) and 7Z (45 s), respectively. Cycling

conditions for internal primeli were 94C (30 s), 58C (30 s), 72C (45 s) for 30 cycles

followed by 5 min at 7.

4 The PCR conditions were %D (2 min), 98C (2 min), 40 cycles 98 (15 s), 66C (1

min).
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Log,, DNA concentration (ng)

CT value

Figure 1. Relationship between serial dilutions of chronroabDNA from Paenibacillus
larvae ATCC 9545 and the threshold cycle. Thew@lues increased in proportion to initial
DNA template quantities in the range of 60 ng - & Pata were subjected to linear

regression analysis. The correlation coefficiéf) (vas 0.9982.
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4. DISCUSSAO

Devido & escassa informacdo sobre a presenda. darvae no Brasil (MAPA,
2006); uma vez que os dados existentes estavaritoest relatos de suspeita de focos de
CPA e a avaliagédo de produtos apicolas (SATTLE&.etl993; SCHUCH et al., 2002), e
pela impossibilidade de obter novos isolamentosstodo foi concentrado em amostras

coletadas anteriormente e com resultado confirmado.

Neste trabalho foram reavaliadas as caracterigticafologicas e fisioldgicas de.

larvae e estudadas algumas caracteristicas genotimedsalados disponiveis.

Andlises microbiolégicas e por PCR

As caracteristicas evidenciadas pela coloracdo den@stao de acordo com o
estabelecido por Bailey (1984) e Gordon et al. 8)97Todas as amostras apresentaram-se
como bastonetes Gram-positivos, com esporos subrgis deformando o corpo bacilar,
com escassos esporos livres, corados fracamenigundiisolados produziram catalase,
degradando o peréxido de hidrogénio, e confundodi@agndstico. Tal fato concorda com
o que foi referido por Ash et al. (1993) e Kilvigsk2004), ao solicitar a reclassificacao de
P. larvae No presente estudo, 1,2% das amostras manifestasia caracteristica,
apresentando atividade da catalase em difererttessidades (de forte a muito fraca).

Também foram obervadas colénias com morfologiaicajpo que sugere
variabilidade, uma vez que diferentes genotipo® diarvaepodem apresentar diferencas
em suas caracteristicas fenotipicas (GENERSCH,)20L0dos os isolados apresentaram
halo de protedlise em agar leite suplementado cm@mirta, concordando com o
estabelecido por Neuendorf et al. (2004).

Normalmente isolados de. larvaelevam pelo menos 48 horas para degradar a

caseina, mas alguns isolados ja apresentavam laloradedlise a partir de 18 h de
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incubacdo, o que pode indicar uma maior capacidigleagressdo por parte destas

linhagens.

No Brasil ndo houve novas ocorréncias de CPA al@ésnddis casos reportados: um
caso de presenca de esporos em colméias com glimai®s da doenca (MAPA, 2006) e
outro caso de presenca de esporos em colméiasisais dinicos da doenca (SCHUCH,
2003). Diferentes fatores, como as linhagens dathas rainhas brasileiras podem estar
envolvidos na resisténcia ao patdogeno. Faltandestpara confirmar esta possibilidade,
apesar de claros indicios de que um dos fatoressiténcia contra CPA € a variabilidade
genética da larva (BEHRENS et al., 2007).

Ja foi demonstrado que produtos apicolas com basatagens de esporos nao
conferem seguranca quanto ao controle da bact&éh.Hoyo (1996), Genersch (2005) e
Godwin & Haine (1998) indicam que pode levar anasesa introducéo de esporos e
larvae na colméia e a identificacdo dos primeiros siohiscos (SANFORD, 1996), e que
a relacao entre carga bacteriana e expressédo dgaddeve-se principalmente a fatores
como viruléncia da linhagem dre larvaee resisténcia da colméia, dentre outros (EVANS
& ARMSTRONG, 2006; HANSEN, 1986).

A identificacdo microbiolégica € o padrao reconau pela OIE (2009) para a
deteccdo d®. larvae.Como o critério de aceitacdo brasileiro para mgloglutos apicolas
€ a auséncia de. larvaena amostra, e os resultados sdo expressos enstquralitativos,
existe pouca informacdo disponivel sobre este &smpedleste trabalho, as amostras
estudadas apresentavam resultado positivo paesamnga de esporos Belarvae,e foram

reavaliadas, sendo determinado o nimero de URZ Bevaepor grama de amostra.

Em estudos conduzidos por lurlina & Fritz (2005)L.auro et al. (2003), havia a
indicagédo de que apenas em aproximadamente 60%edeasP. larvaeera detectado por
métodos microbioldgicos. Estas observacdes sadmtente divergentes do observado
neste trabalho, provavelmente em funcdo da metgiolotiizada (NORDSTRON &
FRIES, 1995) por eles, e da maior sensibilidadmétodo utilizado neste estudo, capaz de

detectar 5,5 esporos por grama de mel.
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Neste estudo, apds a realizacdo da etapa de @mliaicrobioldgica, todas as
amostras foram submetidas a andlises moleculateggumica da PCR. A indicacdo das
vantagens na utilizacdo da PCR convencional, empamgdo com o0s métodos
microbiol6gicos e bioquimicos classicos, foram gomddas. Sua precisédo e sensibilidade
confere seguranca ao diagnostico; concordando sambservacdes de Korimbocus (2002)
e Munford (2000).

No protocolo utilizado na PCR convencional, um dgnes alvo era o da
metaloprotease. Todas as linhagens brasileirasmdepam a amplificacdo deste gene, com
a producdo de um fragmento com 271 pares de besesprdando com o tamanho do
fragmento descrito por Kilwinski (2004). Num estudecente, Antunez et al. (2009),
descrevem diferentes proteinas secretadasPpolarvag e entre elas a presenca de
metaloproteases, que € uma protease relacionada stmuéncia da bactéria e a infecgcéo
da larva, sugerindo a existéncia de um complexoanismo de interacdo patégeno-

hospedeiro na instalacdo da doenca CPA.

Como segunda parte deste trabalho, foi desenvolu@rotocolo de diagnéstico
deP. larvaebaseado na deteccdo do gene 16S rDNA por PCR sipolBeal.

Utilizando um equipamento standard de PCR em TeReal obtivemos uma
reducdo de 66,25% no tempo de diagnostico, em aagia com as metodologias para
PCR convencional propostas por Govan et al. (1€98auro et al. (2003); enquanto a
sensibilidade da reacdo pode ser até 100 vezes, magundo Rebrikov & Trofinov (2006)
e Sun et al. (2010).

Os resultados obtidos foram comparados com o @ilmtapresentado por Han et
al. (2008), que utilizou técnicas de microship &R em Tempo Real num termociclador
especialmente desenvolvido para microvolumes dgoeabtendo a deteccéol@elarvae
em 8 minutos; e indicando que a otimizacdo do pody o volume da reacdo e o
equipamento utilizado sdo alguns dos fatores querrdmam o tempo de corrida e a

deteccéo de. larvae concordando com trabalhos de Wherle et al. (2009)
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Apés a amplificacdo pela PCR em tempo real, a ss@e dissociacdo \J dos

produtos obtidos foi realizada, confirmando a esigetade da reacéo.

Os valores da temperatura de “melting” estiverarnee@3,2°C e 83,9°C. Como
todos os fragmentos do gene 16S rDNA dissociaramasmesma faixa de temperatura,
comprovou-se que ndo ha produtos inespecificosdestms fragmentos podem ser
considerados idénticos, concordando com os trabalaoMartinez-Blanch et al. (2009) e
Sun et al. (2010).

Andlise filogenética

A analise filogenética foi realizada com as seqi@@nd6S rDNA obtidas de
isolados brasileiros, e estas apresentaram 100@%ededade com a sequéncia parcial 16S
rDNA de P. larvae depositada no banco de dados GenBank (n° de aé&s320079)
(BAKONY!I et al., 2003).

Os resultados, que confirmam a identificacadPdéarvaeno pais (MAPA, 2006;
SCHUCH et al., 2003), sdo o primeiro sequenciameéat linhagens que circularam no

Brasil, e demonstram que estas sao altamente acioeadas.

Ao contrario do observado neste trabalho, estudatizados por autores como
Genersch (2005) tem evidenciado a diversidade ddsagdens européias, as quais
apresentam diferentes viruléncias; informando quese estabelecer a doenca existe a
tendéncia de que a linhagem mais virulenta acaleeloprinando sobre as demais.
Recentemente, Longaric et al. (2009) relataramesgnca de diferentes genotipos em

colméias doentes, contrariando as observacfesaaater

Para completar este estudo, e aumentar as infoevaeferentes a genotipificacdo
das linhagens brasileiras, foi avaliado o perfilgdme 16S rDNA submetido a diferentes
enzimas de restricdo, que € uma ferramenta dedgeducdo e baixo custo operacional,

apresentando satisfatorio indice de discriminagao.
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Avaliacdo deP. larvaeutilizando enzimas de restricao

Como os isolados d®. larvae apresentaram grande similaridade nos ensaios
anteriores, diferentes enzimas de restricdo fortilzagdas para prospectar um possivel
polimorfismo dos fragmentos resultantes da amplfio do gene parcial 16S rDNA, e

realizar a discriminacdo necessaria.

Entretanto, pouca diversidade foi encontrada, uezague um numero reduzido de
fragmentos de restricdo foi verificado (APENDICEWgerindo que provavelmente uma
Unica linhagem clonal dB. larvaetenha circulado no pais. Torpdahl & Ahrens (2004)
alertam para o fato de que a observacéo de resslsmelhantes, contendo um namero
reduzido de fragmentos de restricdo, apesar détda@ analise pode equivocadamente

sugerir a presenca de linhagens clonais.

Os estudos realizados com diferentes enzimas t&é@es e a comparagdo com o
gene 16S rDNA sugerem que os isolados sdo fortenrefacionados, e que houve a

circulacdo de um genétipo predominantéPdéarvaeno Brasil.

Ao contrario de trabalhos anteriores (ALIPPI et 2002; ANTUNEZ et al., 2004;
NEUENDOREF et al., 2004) que estudaram um fragmdat669 pares de bases (GOVAN
et al., 1999), neste estudo avaliou-se o perfitedtricdo sobre o produto de 572 pares de

bases, localizado internamente ao fragmento estyslardaqueles pesquisadores.

O uso das enzimas de restrigdzal, Hindlll, EcoRl, Ncd, BarHI, Bgll, Pst, Sal
(Invitrogen), gerou fragmentos semelhantes, compt0@s de bases (APENDICE). Estes
diferem dos obtidos com as enzimamabe EcoRV, as quais diferem entre si. A restricdo
com a enzima 1@a gerou um fragmento com 260 pares de bases, eacemzima EORV,

um fragmento com 320 pares de bases.

Os fragmentos gerados pelas enzirklisdlll (ALIPPI et al., 2002) eEcdRl
apresentam concordancia com resultados anteriD@sl (et al., 1991). A regido do gene
16S rDNA, digerida separadamente com as 10 difeseBhzimas, gerou apenas um

fragmento; sendo que oito enzimas de restricAdaayarfragmentos idénticos, ao contrario
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do demonstrado por Neuendorf et al. (2004). Estaergacdes ndo sao suficientes para
indicar a presenca de polimorfismo, pois todasrmagstras apresentaram o mesmo perfil
considerando cada enzima de restricdo utilizadaa @lternativa seria utilizar técnicas
como ERIC-, REP- e BOX-PCR, ou avaliar uma regi&omdo gene parcial 16S rDNA.
O uso de outras enzimas de restricdo pode colabardiferenciacdo entre as linhagens de
P. larvae(ALIPPI, 1992).

Considerag0es finais

Por ser um patdgeno amplamente distribuido, é ildidentificar a fonte de
contaminacdo poP. larvae. A aplicacdo de técnicas fenotipicas e genotipiaade p
permitir acompanhar a disseminacéo da bactériactmaizar linhagens virulentas e buscar
possiveis reservatorios naturais. Indicacdes tiade disseminacdo da doenca no Cone
Sul, a partir do Rio da Prata, foram apontadasiptunez et al. (2004).

A escassa circulagdo ¢ larvaeno Brasil, a grande similaridade observada entre
as caracteristicas dos isolados estudados, adsitalbgia na regido do gene 16S rDNA e a
auséncia de novas notificagbes sugerem que a ddengacentemente introduzida e

rapidamente controlada, e que a bactéria foi extintpais.
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5. CONCLUSOES

- Nas condi¢fes avaliadas neste trabalho verifsogrande similaridade fenotipica

e genotipica entre as linhagenddéarvaeque circularam no Brasil.

- A técnica de PCR em Tempo Real possibilita actéie deP. larvaea partir de
6,0 ng de DNA cromossomal, reduzindo em 66,25%ntgptede reacdo, em comparacao
com a PCR convencional.

- A capacidade de deteccao elarvaepor PCR em Tempo Real foi superior as
técnicas de PCR convencional e caracterizacéo biatégica.

- A presenca de um genotipo predominante, prowsemie originado de uma

linhagem clonal, sugere pontos comuns na cadeiademissao de. larvae.
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APENDICE

APENDICE - AVALIACAO DE P. larvaeUTILIZANDO ENZIMAS DE RESTRICAO

Ncol Smal Xbal Hindlll EcoRV EcoRlI BamHI Bgll Pstl Sall Ladder

Figura 1: Fragmentos gerados com as diferentes enzimastligde

Obtencéo do produto de PCR para analise de restrigd

Para amplificacdo do gene 16S rDNA foi utilizado protocolo de nested PCR
(LAURO et. al., 2003), conduzido num termocicladéene-Amp PCR System 2400
(APPLIED BIOSYSTEMS).

Uma primeira amplificagdo foi realizada utilizand@s primers Ple
F5'TCGAGCGGACCTTGTGT3' ePle RS’CTATCTCAAAACCGCTCAGAGS3' e DNA
cromossomal. Utillzando como molde o produto Mesiie desta amplificagdo, uma
segunda racao foi realizada, com os priflird=5’CTTCGCATGAAGAAGTCATC3 e
Pli RS TCAGTTATAGGCCAGAAAGCS3'. As concentragOes deagentes utilizados nas
duas reacdes foram as mesmas: 0,2 mM de cada ptijp&rU de TAQ DNA polimerase e
tampéo especifico; 0M de dNTPs; 1,5 mM de Mggé 5uL de DNA (nha concentragédo

de 20 ngilL), num volume de reacgao de gb.
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Ao término da segunda reacgédo, dl0 de cada produto de PCR foi usado para a
andlise de restricdo. A reacdo de restricao fdizema em triplicata, num volume final de
20 uL, contendo 5 U das enzimzba, Hindlll, EcoRI, EcaRV, Smd, Ncd, BarHl, Bgll,

Pst e Sal (INVITROGEN), com o correspondente tamp&do de deag@ incubadas
individualmente a 37°C durante 1 hora. Posteriatme5 L de cada reagdo, e um
marcador de peso molecular de 100 pares de basas tonpregados na eletroforese em
gel de agarose a 2%, corado com brometo de etidgualizado em luz UV; utilizando-se
um transluminador marca Vilber Lourmat, modelo TZP:C.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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