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Deteccao do fungo Batrachochytrium dendrobatidis
por meio de nested PCR
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INTRODUCAO

A quitridiomicose é uma doenca causada pelo fungo Batra-
chochytrium dendrobatidis (Bd) e é severa para anfibios de todo
o mundo, tendo sido responsavel por diversos epis6dios de de-
clinio populacionas (Olson & Ronnenberg 2014, James et al.
2015). As técnicas utilizadas para a deteccdo de Bd nos anfibios
vio desde exames histopatolégicos e identificacio visual (Ber-
ger et al. 1998, Longcore et al. 1999, Vieira & Toledo 2002), até
técnicas de biologia molecular, como PCR (do inglés Polymera-
se Chain Reaction). Atualmente, o PCR quantitativo (QPCR ou
PCR em tempo real), apesar de caro, é o método mais utiliza-
do, por ser rapido, nio invasivo (permite deteccdo multipla de
animais vivos), altamente sensivel e por possuir especificidade
maior do que qualquer outro método de diagndstico disponivel
(Hyatt et al. 2007). Apesar dos métodos para detec¢io do Bd
terem sido recentemente revisados (Lambertini et al., 2013), a
utiliza¢do do nested PCR ainda n&o foi avaliada pela literatura.

Dessa forma, apresentamos aqui um protocolo da técnica
de nested PCR para detec¢io de Bd, e comparamos sua sensibi-
lidade com as técnicas de PCR convencional e qPCR.

METODOLOGIA
Procedimento para coleta das amostras

A coleta do material clinico dos anfibios é realizada através
da técnica de swabbing, que consiste na utilizacdo de cotonetes
estéreis secos, de hastes plésticas, para friccionar a pele dos an-
fibios (Figura 1). Como ja descrito por Lambertini et al. (2013),
o swab deve ser passado 5 vezes na regido inguinal, 5 vezes nas
regides interdigitais dos membros inferiores e 5 vezes nas re-
gides interdigitais dos membros superiores (Figura 1). Todo
procedimento deve ser realizado utilizando-se luvas, que sio
descartadas apds a manipulacio de cada espécime, para evitar

Figura 1: A: Swabbing do membro anterior de adulto de Aplastodiscus perviridis; B: Swabbing da regido inguinal de adulto de Aplastodiscus perviridis.
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contaminacio cruzada. Apéds a coleta do material, cada swab
deve ser acondicionado em criotubos de 1,5 mL secos ou con-
tendo 4lcool PA. e estocado em freezer a -20°C até a realizacio
da extracio de DNA.

Extracido DNA do controle positivo para Bd

A fim de padronizar as reacdes de PCR, deve-se realizar a
extracio de DNA da cultura pura do fungo Bd. Para isso, deve-se
preparar in6culos de Bd em placas de dgar Triptona 1% (Longco-
reetal. 1999). As culturas devem ser mantidas em estufa a 21°C
por aproximadamente 7 dias. A extracdo de DNA do fungo pode
ser realizada utilizando o protocolo descrito por McCullough
et al. (2000) ou de acordo com Lambertini et al. (2013).

Extracio de DNA das amostras

As amostras coletadas de swabs de pele devem ser subme-
tidas a extracdo de DNA. A extragdo pode ser feita utilizando
o kit comercial (GFX™ Genomic and Blood DNA Purification
Kit, GE Healthcare) de acordo com o protocolo do fabricante,
sendo dividida em quatro etapas: (i) extracio; (if) DNA Binding,
(iii) lavagem e (iv) elui¢do. Outra possibilidade é a utilizagdo de
um método descrito por Lambertini et al. (2013).

Nested PCR

A realizagio da técnica de nested PCR é formada por dois
ciclos de PCR utilizando-se pares de primers distintos para cada
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ciclo. Na primeira reagio sio empregados os outer primers, que
no presente estudo foram os primers universais para fungos,
descritos por White et al. (1990), ITS4 (5-TCCTCCGCTTATT-
GATATGC-3") e ITS5 (5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3)), e
na segunda etapa os inner primers usados foram Bdla (5’-CAG-
TGTGCCATATGTCACG-3) e Bd2a (5-CATGGTTCATATCTG-
TCCAG-3’), conforme o protocolo de Annis et al. (2004). Para
ambos ciclos de PCR, para cada rea¢io deve-se preparar uma
mistura com volume final de 13 pL, contendo 0,7 pL de cada
primer, 6,25 pL de GoTaq Master Mix (Promega), 3,35 pL de
dgua ultrapura (Nuclease free, Sigma-Aldrich) e 2 pL de DNA
extraido. Um controle negativo de 4gua ultrapura estéril deve
ser adicionado a reagdo para certificar que nio houve contami-
nacdo. Deve-se adicionar marcadores moleculares de 100 pares
de base (pb) (Promega) como um padrio de tamanho de DNA.
Além disso, um controle positivo contendo DNA de Bd extraido
deve também ser empregado.

O perfil de ciclagem para o primeiro ciclo de PCR (ITS4 e
ITS5) é a 94°C/5 min, seguido de 30 ciclos na configuragio:
94°C/1 min, 60°C/1 min e 72°C/1 min. Apés os 30 ciclos, uma
extensio final de 72°C/10 min. O produto final do primeiro ci-
clo de PCR com os primers ITS4 e ITS5 é submetido a segunda
etapa da técnica. O perfil de ciclagem para o segundo ciclo de
PCR (Bdla e Bd2a) é a 94°C/5 min, seguido de 30 ciclos na con-
figuracdo: 94°C/1 min, 58°C/1 min, 72°C/1 min, seguidos de
uma extensao final de 72°C/10 min. Os produtos da amplifica-
¢ao gerados ap6s os dois ciclos de PCR devem ser analisados em
gel de agarose 1% corados com SYBR Safe DNA gel stain (Invi-
trogen). As imagens dos géis de agarose sdo obtidas e visualiza-
das pelo programa GeneSnap (SynGene) (Figura 2). O resultado
é considerado positivo para presenca de Bd quando forem visu-
alizadas bandas de amplificacio de aproximadamente 300 pb.

Figura 2: Eletroforese em gel de agarose, ap6s a amplificacio pela técnica de nested PCR. M = marcadores moleculares de 100 pb (Promega); C* = controle positivo para
Bd; C = controle negativo; Bd* = amostra positiva para Bd; Demais amostras = amostras negativas para Bd.
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Teste de sensibilidade

Foi realizado um teste de sensibilidade entre as trés técni-
cas de PCR, convencional, nested e real time, com o objetivo
de determinar a menor concentracdo de DNA que cada técnica
foi capaz de detectar. Assim, foram realizadas dilui¢ces seria-
das de DNA de Bd, variando de 100 ng/uL a 0,0001 ng/pL. Para
realizagdo da técnica de PCR convencional foram empregados
os primers especificos de Bd propostos por Annis et al. (2004):
Bdla (5-CAGTGTGCCATATGTCACG-3’) e Bd2a (5-CATGG-
TTCATATCTGTCCAG-3’). Para cada rea¢ido foram utilizados
0,7 pL de cada primer, 6,25 pL de GoTaq Master Mix (Promega),
3,35 uL de dgua ultrapura (Nuclease free, Sigma-Aldrich) e 2 uL
de DNA, totalizando 13 pL de volume final. As condi¢ées da
amplificacio seguiram o perfil de ciclagem inicial a 94°C/5 min,
30 ciclos: 94°C/1 min, 58°C/1 min, 72°C/1 min e uma exten-
sdo final de 72°C/10 min. Os produtos de amplifica¢io foram
analisados em gel de agarose 1% corados com SYBR Safe DNA
gel stain (Invitrogen). As imagens dos géis de agarose foram
obtidas e visualizadas pelo programa GeneSnap (SynGene) e
o resultado considerado positivo para Bd quando as bandas de
amplificacdo apresentaram aproximadamente 300 pb. Para as
reacdes de qPCR foram empregados os primers descritos por
Boyle et al. (2004) e a amplificagdo seguiu o protocolo de Lam-
bertini et al. (2013). A realizacido de nested PCR foi realizada
segundo descrito acima.

RESULTADOS

A reagido de PCR convencional foi a menos sensivel entre
as trés, sendo capaz de detectar 0,1 ng/pL de Bd. As rea¢des de
qPCR e Nested PCR foram igualmente sensiveis na detec¢do de
Bd, detectando 0,0001 ng/pL de DNA do patégeno (Tabela 1).

CONSIDERACOES FINAIS

A escolha do método utilizado para deteccio de Bd pode va-
riar de acordo com o objetivo do trabalho. Técnicas molecula-
res, como o PCR, sdo bastante sensiveis e capazes de detectar
baixas cargas de infec¢do (Pessier & Mendelson, 2009). Através
do teste de sensibilidade realizado no presente estudo, conclui-
mos que o PCR convencional foi bem menos sensivel do que as
outras duas técnicas, as quais obtiveram a mesma sensibilidade
na detec¢io do fungo.

A maioria dos trabalhos atuais que realizaram a detec¢io do
Bd em anfibios utilizaram a técnica de qPCR (Boyle et al., 2004;
Rodriguez et al., 2014; Becker et al., 2015; Lambertini et al.,
2016), sendo a utilizacido do nested PCR mais ocasional (Goka
et al. 2009; De Paula & Catao-Dias 2011; Coutinho et al. 2015).
Contudo, a técnica de nested PCR se mostrou igualmente sen-
sivel em rela¢do a detec¢io do patégeno quando comparada ao
qPCR, porém, com custo mais baixo. Por outro lado, o nested
PCR ndo é capaz de quantificar a carga de infeccio, apenas for-
necendo dados de presenca ou auséncia do Bd. Assim, tendo em
vista a ampla utilizacdo de métodos moleculares, apresentamos
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Tabela 1: Comparacio entre os métodos moleculares para diagnéstico de Ba-
trachochytrium dendrobatidis incluindo o custo comparativo, a sensibilidade e se
o método permite quantificar a carga de infeccio.

Método Custo Sensibilidade = Quantificacio
PCR convencional $ 10 ng/pL Nio
Nested PCR $$ 10 ng/pL Nio
qPCR $$3% 10 ng/pL Sim

aqui uma técnica alternativa pouco explorada, com alta sensi-
bilidade e custo relativamente baixo, a qual pode ser interes-
sante para aqueles que pretendem apenas detectar a presenca
do fungo.
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Bothrops atrox, Cacoal, RO. Foto: Paulo Bernarde.
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