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Padronizagdo de extragdo de DNA a partir de intestino delgado de bezerros para
futuros estudos da composigdo microbiota intestinal

Bruna Moraes Estella’, Lea Chapaval Andri?, Wilson Malagé Junior?, Teresa Cristina Alves?,
Talita Barban Bilhassi®

'Aluno de graduacdo em Medicina Veterindria, Centro Universitario Central Paulista - UNICEP, Sdo Carlos, SP.
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A diarreia de bezerros é a principal causa de perdas econémicas e acarreta cerca de 2% de
mortalidade em bezerros. Enteropatégenos de origem bacteriana, viral e parasitdria
(protozodrios) podem estar envolvidos, isolados ou em associagdo, na causa de diarreia em
bezerros, com destaque para Escherichia coli, Salmonella spp., rotavirus, coronavirus e
protozodrios dos géneros Eimeria spp. e Cryptosporidium spp. Este projeto teve por objetivo
padronizar a extragdo de DNA de amostras de intestino delgado destes mesmos bezerros para
futuros ensaios de PCR quantitativo, com a finalidade de mapear a presenca de agentes
infeciosos em bezerros de leite, afetados pela diarreia. A técnica de PCR quantitativo permite
identificar e quantificar cada um dos patégenos envolvidos na diarreia bovina, e ainda, abordar
simultaneamente a presenca de mais de um patégeno. Segmentos de dois centimetros de
comprimento foram retirados das trés regides do intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) de
bezerros machos da raca Holandesa, com sintomas de diarreia, oriundos do rebanho da
Fazenda Canchim. O DNA dos trés segmentos intestinais foi extraido a partir de 25 mg de
tecido, néo lavado, utilizando o “DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen Group)”. Foram testados
dois tempos de incubagéo para a etapa de lise celular, 6 horas e 16 horas. O DNA foi avaliado
em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etideo e quantificado no “Nano Drop™
ND1000 Spectrophotometer - ThermoFischer Scientific”. Observou-se maior rendimento nas
extragdes das amostras com tempo de incubacéo de 16 horas. Para a avaliacéo da viabilidade
da amplificacdo foi utilizada a PCR convencional com primers para GAPDH de bovinos (Perecin
et al, 2007), FW 5 - GCGTGAACCACGAGAAGTATAA - 3 e RV 5 -
CCCTCCACGATGCCAAAGT - 3’ e DNA 16s ribossomal bacteriano (Klindworth et al., 2013),
“S-D-Bact-0341-b-S-17" e “S-D-Bact-0785-a-A-21", respectivamente FW 5'-
CCTACGGGNGGCWGCAG - 3’ e RV 5'- GACTACHVGGGTATCTAATCC - 3'. Uma das
amostras com aparéncia de degradacdo “smear”, mas com material visivel na altura da banda
de DNA gendmico, 69-jejuno; outra com forte banda de DNA genémico e sem aparéncia de
degradacgéo, 77-ileo, e a Gltima com banda de intensidade moderada de DNA gendmico e sem
aparéncia de degradacdo “smear”, 93-jejuno. A reacdo foi realizada em volume final de 25 ul,
contendo 200 ng de DNA, 12,5 uL do tampéo tag DNA polimerase “Master Mix Red
(Ampligon)” e 10 pMol de cada primer. O ensaio se mostrou promissor para a obtencGo de
DNA gendmico de boa qualidade a partir destes tecidos. Os ensaios de PCR do GAPDH bovino
e do 16s bacteriano validaram a utilizagdo do kit para a extragéo simulténea de DNA de
intestino e de bactérias. O método de extragdo usado permitiu o isolamento de um DNA livre de
contaminagdes que poderiam inibir a reagdo de PCR. Cadastro SisGen n° A4AFOD5.
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