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RESUMO GERAL

As enfermidades do casco bovino constituem um conjunto de afec¢cbes causadoras de
grandes perdas econ6micas mundiais. A dermatite digital bovina (DDB) é considerada
a principal doenca contagiosa do casco bovino. O objetivo deste trabalho foi avaliar
pela primeira vez em condi¢Bes brasileiras através de biologia molecular a presenca de
Treponema sp. em lesdes de DDB clinicamente diagnosticadas, associados a trés
filogrupos de treponema: Tmv (T. medium/T. vincentii-like), Tph (T. phagedenis-like),
Tdp (T. denticola/T. putidum-like). Inspecionaram-se 200 bovinos leiteiros de racas
variadas em 28 rebanhos distintos, dos quais foram colhidas cirurgicamente 22 lesdes
de DDB, classificadas clinicamente em estagios que vao do M1 ao M4 e registradas
fotograficamente. Para o transporte e acondicionamento das lesdes até o laboratorio,
utilizaram-se dois meios distintos (a fresco e imerso em PBS). As espiroquetas
encontradas nas lesbes de DDB através de PCR foram classificadas usando
fragmentos do gene 16S rRNA especificos para os grupos de treponema e para o
género Treponema. O estudo revelou que das 22 lesdes colhidas e acondicionadas em
PBS, 95,45%, 100% e 86,36% obtiveram o DNA bacteriano amplificado para o grupo
Tmv, Tph e Tdp respectivamente, enquanto que das 20 lesbes colhidas e mantidas a
fresco, 100%, 100% e 75%, obtiveram o DNA bacteriano amplificado para os grupos
Tmv, Tph e Tdp, respectivamente. Todas as amostras foram positivas para o género
Treponema. Das 22 lesGes avaliadas e classificadas clinicamente, 13,64% foram M1;
45,45% M2; 22,73% M3 e 18,18% M4. Pela primeira vez no Brasil evidenciaram-se
diferentes filogrupos de Treponema spp. em lesées de DDB. O isolamento de pelo
menos duas espécies de treponema por lesdo sugere que mais de uma espécie de
treponema tem que estar presente para que ocorra a lesdo clinica. Novos estudos
serdo necessarios para identificar a acdo dos diferentes grupos de treponema na
patogenia da DDB.

Palavras-chave: Dermatite digital bovina. Treponema. Casco. PCR. Classificacdo
clinica.
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ABSTRACT

The bovine foot disorders are a group of diseases that cause great economic losses
worldwide. Bovine digital dermatitis (BDD) is considered the main contagious bovine
foot lesion. The aim of this study was, for the first time under Brazilian conditions,
identify the presence of Treponema spp. associated with three treponeme phylogroups
Tmv (T. medium /T. vincentii-like), Tph (T. phagedenis-like), Tdp (T. denticola/T.
putidum-like), applying molecular biology upon bovine digital dermatitis lesions clinical
diagnosed.. We examined approximately 200 dairy cattle of various breeds from 28
different herds, removing surgically 22 digital dermatitis lesions clinically classified
(stages M1 to M4) and recorded photographically. For the transport to the laboratory,
two different ways were chosen (fresh or in PBS). The spirochetes found in the lesions
of BDD by PCR were classified using specific group gene fragments of the 16S rRNA
gene specific for treponeme phylogroups or for the genus Treponema. The study
revealed that of the 22 lesions in PBS, 95,45%, 100% and 86,36% had bacterial DNA
amplified for the group Tmv, Tph and Tdp respectively. For the 20 lesions transported
without fresh 100%, 100% and 75% obtained bacterial DNA amplified for groups Tmv,
Tph and Tdp, respectively. All lesions were positive for the presence of Treponema spp.
Of the 22 lesions evaluated and classified clinically, 13,64% were M1, 45,45% M2,
22,73% M3 and 18,18 M4. For the first time in Brazil different phylogroups of
treponemes were described in lesions of BDD. The isolation of at least two species of
treponeme each lesion suggests that more than one kind of treponeme must be present
for the occurrence of clinical lesions. Further studies are needed to identify the action of
different groups of treponeme in the pathogenesis of BDD.

Keywords: Bovine digital dermatitis. Treponeme. Claw. PCR. Clinical classification.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

As enfermidades do casco bovino constituem um conjunto de afeccgbes
causadoras de grandes perdas econdomicas mundiais. As afec¢des do aparelho
locomotor no bovino representam a terceira causa de problemas em bovinos leiteiros
mais importantes economicamente, apds problemas reprodutivos e mastite (Miller e
Dorn, 1990). O Brasil, por possuir um rebanho bovino leiteiro em crescente tecnificagdo
e consequentemente, produtividade, esta inserido nesse panorama mundial. Apesar
dessa realidade, o estudo das doencas que acometem o aparelho locomotor distal dos
bovinos, sua etiopatogenia, as formas de tratamento e as possiveis profilaxias, ainda
nao acompanha o ritmo de desenvolvimento dos nossos rebanhos.

Existem no Brasil todas as enfermidades podais encontradas mundialmente
devido as diferencas de ambientes e manejos. Suas incidéncias e prevaléncias sao
variaveis ao longo do territorio. Molina et al. (1999) em estudo realizado em Minas
Gerais detectaram a prevaléncia de 30,3% de disturbios podais em vacas leiteiras,
dessas, 48,5% apresentaram erosao de taldo, 13,5% dermatite interdigital e 9,6%
pododermatite séptica. Quando observado somente a dermatite digital bovina, diversos
pesquisadores brasileiros encontraram prevaléncias que variaram de 5,95 %' em
Minas Gerais (Molina et al.,1999) a 24,4% em Goias (Silva et al.,2001) e 29,9% no Rio
Grande do Sul (Cruz et al.,2001).

A DDB ou doenca de Mortellaro € uma inflamacdo contagiosa da epiderme
préxima ao espaco interdigital ou a banda coronaria com erosao, muitas vezes extensa
e dolorosa. No inicio, os pélos no local estdo ericados, posteriormente tomando um
aspecto granuloso, podendo também adquirir forma erosiva/ulcerativa. Neste estagio,
caracteriza como doenca do morango, devido ao seu aspecto macroscépio, ou
proliferativo, com projecdes papilomatosas semelhantes a verrugas, também chamadas
verrugas podais, ou papilomas podais (Dopfer et al., 1997; Demirkan et al., 2000).

Entre os fatores predisponentes estdo a ma higiene e umidade (Rodriguez-Lainz et al.

1 0 valor de 5,95 % foi obtido somando-se os valores referentes a dermatite digital classica e sua forma cronica
(verrucosa).



1996), pois 0 material organico como fezes e urina favorecem a proliferacdo do agente
etiologico, assim como outros microrganismos que contribuem como porta de entrada
para proliferacdo do agente etioldgico (Dopfer et al., 1997; Borges, 2003; Ledo et al.,
2009). Entre os principais microrganismos envolvidos estdo o Dichelobacter nodosus,
Fusobacterium necrophorum, Campylobacter spp., espiroquetas do género Treponema
e Borrelia spp. (Blowey e Sharp, 1988; Collighan e Woodwarn, 1997; Silva, 1997;
Demirkan et al., 2000; Cruz et al., 2001; Borges, 2003). Porém, principalmente na
ultima década, existe uma convergéncia de conceito mundial entre os autores, de que o
treponema seja o principal agente etioldgico da DDB (Borges, 2003; Cruz et al., 2005;
Pringle et al., 2008; Evans et al., 2009), inclusive existe uma semelhanca da DDB com
o Foot root, doenca encontrada em ovinos, sendo discutido também o treponema como
agente etiologico nesta espécie de ruminante (Moore et al., 2005). A evidéncia da
necessidade de Treponema sp. para causar a lesdo € confirmada pelo cultivo destas a
partir de lesées da DDB (Walker et al., 1995; Dopfer et al., 1997, Dopfer et al., 2012),
pela identificacdo por imunohistoquimica (Demirkan et al., 1998; Cruz et al., 2005) ou
técnicas de biologia molecular (Demirkan et al., 2006; Pringle et al., 2008; Evans et al.,
2009; Yano et al., 2010 a, b) .

A vantagem da identificacdo microbiologica através da biologia molecular é
dispensar o cultivo, essencial principalmente quando investiga-se agentes, como
algumas treponemas de dificil cultivo ou ndo cultivaveis em laboratorio (Stamm et al.,
2002). Utillizando as técnicas PCR, hibridizac&o in situ, e RAPD consistentemente os
autores Klitgaard et al. (2008), Pringle et al. (2008) e Evans et al. (2009) identificaram
espiroquetas advindas de lesdes de dermatite digital pertencentes as espécies T.
phagedenis, T. medium, T. vicentii, T. denticola e T.putidum. No Brasil, desconhecem-
se quais os tipos de treponema que ocorrem nas lesfes de dermatite digital, pois nao
houve nem cultivo nem identificacdo molecular destas bactérias provenientes de lesdes
do casco bovino até o presente momento. Com isso, 0 objetivo deste trabalho é
identificar biomolecularmente a presenca de espiroquetas do género Treponema
oriundas de lesbes de dermatite digital bovina, de animais clinicamente diagnosticados

em condicOes brasileiras.



CAPITULO 2

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DERMATITE DIGITAL BOVINA NO BRASIL E NO MUNDO

Dentre as principais enfermidades digitais infecciosas de grande importancia
econOmica e produtiva, destaca-se a dermatite digital bovina. Relatada pela primeira
vez por Cheli e Mortellaro em 1974 ao longo do Vale do Rio P6 na lItalia, no qual
encontraram um rebanho com lesfes extensas e dolorosas na epiderme proximo ao
espaco interdigital do casco afetando cerca de 70% do rebanho. Descri¢cdes
semelhantes foram realizadas de lesbes em bovinos desde o final de 1980 nos Estados
Unidos da América (Rebhun et al., 1980) e no Reino Unido (Blowey e Sharp, 1988).

Existem no Brasil todas as enfermidades podais encontradas mundialmente
devido a diversidade de ambientes e manejos. Suas incidéncias e prevaléncias séo
variaveis ao longo do territério.

A primeira publicacdo mencionando a presenca de DDB no Brasil cabe a Ribeiro
et al. (1992) em um estudo realizado num abatedouro com bovinos de corte e a Borges
et al. (1992) avaliando a incidéncia de afeccdes podais de bovinos leiteiros em
propriedades no Rio de Janeiro.

Seguindo a classsificacdo de Greenough et al. (1983), outros pesquisadores
brasileiros Silva et al. (1997) e Ramos (1999), encontraram uma prevaléncia de 29,67%
de afeccbBes podais, destas, 87,60% em membros pélvicos e 12,40% em membros
toracicos, tendo como lesdes mais frequentes com 24,36% a dermatite digital, 14,53%
a dermatite verrucosa, além de outras como a de pododermatite necrosante (13,68%) e
a dermatite interdigital (10,26%). Também Cruz et al. (2001) em um estudo realizado
no Rio Grande do Sul, observaram a dermatite digital com 29,9 % preponderando
sobre outras causas de claudicacdo como a Ulcera de sola (18,3%) e a dermatite
interdigital(17,8%). Em Goias, Ledo et al. (2009), avaliando duas propriedades de
bovino leiteiro, de racas, sistema de manejo, alimentacdo e forma de criacéo
semelhantes, encontraram 3,85% de animais acometidos com a DDB na propriedade A

e 2,66% na propriedade B, numeros relativamente baixos, mas enfatizados pelos



autores, que a obtengdo de prevaléncias menores ndo minimiza a gravidade da
doenca, desencadeando diferentes graus de claudicacdo e portanto perdas
econOmicas.

Mortellaro et al. (1994), Bergsten (1997) e Nicoletti (2004) caracterizam a DDB
como sendo uma inflamac&o na pele proximo ao espaco interdigital palmar/plantar ou
dorsal, podendo ocorrer também na regido limitrofe entre o cério coronério e o taldo. A
leséo pode adquirir aspecto erosivo ou ulcerativo, comumente chamada de doenga do
morango, ou em lesdes proliferativas, também denominada papilomatosa ou verrucosa.
Os mesmo autores descrevem uma lesdo na fase inicial da doenga como uma
inflamacédo altamente infecciosa, seguida por ulceracdo na epiderme, préxima a
margem coronaria, evoluindo para a forma erosiva. Segundo Blowey (1993),
Greenough e Weaver (1997), essa apresentacao clinica é caracterizada por uma leséo
circular irregular variando de um a quatro centimetros de diametro, coberta por debris
celulares, com visivel tecido de granulacdo, podendo, em alguns casos, apresentar
pélos com crescimento de duas a trés vezes maiores que o normal. A leséo inicia-se
com hiperemia e eczema umido dorsal ou palmar/plantar no espaco préximo ao espaco
interdigital (Weaver et al., 1981; Blowey, 1993). Nicoletti (2004) afirmou que a leséao é
circunscrita por uma borda epitelial branca, de centro avermelhado, com inimeras
papilas corneas brancas, dando a ferida um aspecto de morango.

Para Weaver et al. (1981) a forma verrucosa € uma inflamacao proliferativa
decorrente da cronicidade do processo, podendo ser uma evolucdo da leséo erosiva.
Possui aspecto hiperplasico de couve-flor, com presenca de pélos na periferia da lesao
e descarga serosa nas proximidades do bulbo dos taldes. A forma erosiva,
freqientemente, acomete a pele entre os taldes e as sobre unhas (Rodrigues-Argaez et
al. 1997). Em 1998 Dopfer e Willemen tentaram padronizar a nomenclatura para a
dermatite digital, considerando que as formas que apresentam aspectos proliferativos e
hiperqueratoticos, denominados de dermatite papilomatosa, nada mais sdo que uma
forma de evolucao da lesdo da dermatite digital classica.

Os sinais clinicos inespecificos da DDB compreendem a claudicacdo de
intensidade variada, relutancia em se locomover, posturas antidlgicas como a xifose

para distribuir melhor o peso do corpo e a marcha em passadas curtas (Nocek, 1993).



Uma tentativa de classificar e descrever nosograficamente os diferentes estagios
de evolucdo da DDB foi realizada por Dopfer et al. (1997), que a classificou em 5
estagios, sendo: M@ — animal saudavel; M1 — animal com inicio de lesGes com areas
circunscrita granulomatosa, variando de 0,5 a 4 cm de diametro; M2 — fase dolorosa e
erosiva, fase ulcerativa classica da dermatite digital bovina; M3 — formacdo de crosta
por cima da lesdo, comumente vista quando se iniciam tratamentos; M4 — forma
cronica, proliferativa, apresentando proje¢cfes papilomatosas. Esta classificacdo tem
sido adotada por outros autores como Somers et al. (2003), Holzhauer et al. (2008),
Mumba et al. (2011) e Berry et al. (2012).

As lesbes acarretam grandes perdas econdmicas, devido a queda na producéo
leiteira, perda de peso, problemas reprodutivos, gastos com médicos veterinarios e
protocolos terapéuticos, podendo em alguns casos levar o animal ao descarte
prematuro, (Collick et al., 1989; Barkema et al., 1994; Britt et al., 1996; Coberllini, 1994;
Rodriguez- Lainz et al., 1999; Ramos et al., 2001). No Brasil a DDB foi descrita também
em racas de bovinos de corte como a Nelore (Moura et al., 2010).

Com uma tendéncia de produzir-se de forma cada vez mais intensificada (maior
producéo por area) e um aumento do custo de areas ao redor dos grandes centros
urbanos brasileiros (IBGE, 2009), em futuro proximo a expectativa € que havera um
aumento da prevaléncia das principais enfermidades do bovino, principalmente em
bovinos leiteiros, devido a sua forma de producdo, manejo intensivo em confinamento
ou semi-confinamento.

Mundialmente a busca por formas de controle e tratamento da DDB é intenso,
sendo que substancias com consideravel impacto ambiental como metais pesados
(cobre e zinco) (Holzhauer et al., 2012; Relun et al., 2013) ou com restricdes para uso
em animais em lactacdo como os antibiéticos (Evans et al., 2012; Relun et al., 2013)
continuam apresentando os melhores resultados, portanto existe nesta area uma janela

de oportunidades para a pesquisa brasileira apresentar alternativas.



2.2. TECNICAS DE IDENTIFICACAO ETIOLOGICA DA DERMATITE DIGITAL
BOVINA

A DDB pode ser considerada uma enfermidade de origem multifatorial. Entre os
fatores que podem influenciar em sua instalagéo relacionam-se:

- 0 ambiente: como clima e umidade (Molina et al.,1999; Silva et al., 2004;),
instalacdes (Demirkan et al., 2000; Albuquerque et al., 2009);

- a nutricdo: através de alimentacdo desequilibrada, minerais, excesso de
proteina (Somers et al., 2005).

Tanto o ambiente quanto a nutricdo agem sobre o bovino influenciando as suas
defesas, compostas entre outros, pelo seu sistema imune humoral e celular. Apesar
destas evidéncias o estudo da imunidade do bovino principalmente a campo com
relacdo a DDB ainda é incipiente (Moe et al.,2010), havendo no entanto indicios que
com a continua exposi¢cdo ao patégeno a ocorréncia de lesdes de DDB diminui (Logue
et al., 2012).

O fator determinante para a sua contagiosidade, no entanto, reside em sua
etiologia microbiana (Yano et al., 2010 a, b).

Entre os microorganismos que foram relacionados na década de 1980, estéo,
Bacteroides fragilis, Fusobacterium nucleatum e a presenca de bactérias espiraladas
semelhantes a Treponema sp. (Sabo et al., 1988; Blowey e Sharp, 1988), na década de
1990, Dichelobacter nodosus, Fusobacterium necrophorum e algumas espiroquetas,
tais como Treponema sp. e Borrelia sp. (Collighan e Woodwar, 1997; Doépfer et al.,
1997) e na virada e inicio deste século, os seguintes agentes Dichelobacter nodosus,
espiroquetas do género Treponema sp., tais como T. phagedenis, T. medium e T.
denticola, (Demirkan et al., 2000; Moore et al., 2005; Demirkan et al., 2006; Evans et
al.,2009).

Como a descricdo clinica das lesfes estd sujeita a um certo grau de
subjetividade e o cultivo de diferentes espiroquetas, € dificil ou ainda néo foi
conseguido (Stamm et al., 2002) foram desenvolvidas técnicas sorolédgicas (Vink et al.,
2009) para uma tentativa de diagnostico. Moe et al. (2010) trabalhando com a técnica

de “Western blot” e ELISA e a IgG, relatam que apesar de terem isolado somente o



treponema T. phagedenis, havia uma grande diversidade antigénica na populacéo
estudada. Também usaram-se técnicas de histopatologia com coloracéo de prata (Cruz
et al., 2005) e de imunohistoquimica (Demirkan et al., 2000). Por constituirem técnicas
com alta sensibilidade e especificidade, técnicas moleculares tem sido mais
comumente utilizadas para o diagnéstico, tais como, PCR (Demirkan et al., 2008;
Evans et al., 2009); PFGE (eletroforese de gel em campo pulsado) (Trott et al.,2003),
hibridizacao in situ (Klitgaard et al., 2008) e FISH — hibridizac&o fluorescente in situ
(Nordhoff et al., 2008).

A necessidade de diagnosticar rapidamente um grande namero de animais em
rebanhos cada vez mais tecnificados, impulsiona a adocdo de técnicas diagndésticas
precisas, rapidas e adaptadas para uso em grandes rebanhos, considerando-se
igualmente a facilidade de colheita de amostras, transporte e armazenagem. As
técnicas moleculares caminham para suprir esta necessidade, auxiliando no aumento
da produtividade do rebanho bovino brasileiro, somente possivel nas proximas décadas
melhorando a saude deste rebanho, diminuindo custos para o produtor e melhorando a

gualidade do produto para o consumidor.

2.3 ESTABELECIMENTO DA ETIOPATOGENIA: PERSPECTIVAS E
IMPORTANCIA

Apesar das evidéncias fortes correlacionando as espiroquetas como sendo o
agente etiologico da DDB, os postulados de Koch ainda ndo foram totalmente
preenchidos utilizando cepas purificadas em infec¢cdes experimentais. Read e Walker
(1996) conseguiram reproduzir a doenca em bezerros utilizando material lesional. Elliott
et al. (2007) utilizaram um modelo murino para induzir uma resposta imune ao
treponema e conseguiram, com uma cepa de seis testadas, reproduzir lesdes
ulcerativas. Gomez et al. (2012) conseguiram reproduzir em um modelo bovino em
67% dos casos lesdes a partir de material lesional, decrescendo para 25% dos casos
guando usavam cultura pura de Treponema sp. A dificuldade existente em isolar esses
agentes a partir de material clinico e a escassez de laboratérios veterinarios
especializados na realizacdo do isolamento e cultivo, assim como, a grande

diversidade genética observada nas cepas estudadas, faz com que a etiologia precisa



ainda permaneca obscura (Choi et al., 1997; Walker et al., 1995; Trott et al., 2003).
Apesar disto, os métodos para isolar e caracterizar anaerdbios existentes foram
consideravelmente melhorados, conforme relatado por Wyss et al. (2001) em um

estudo no qual realizaram o isolamento de treponemas a partir de lesdes periodontais.

Diversos estudos fazem uma correlagcéo entre filotipos distintos de treponemas
e 0 aparecimento das lesbes de DDB (Walker et al., 1997; Demirkan et al., 1999; Trott
et al., 2003; Dhawi et al., 2005).

A dificuldade em isolar anaerébios exigentes, de lesdes de DDB, favorece a
utilizacdo de técnicas moleculares para identificar esses organismos, sem isolamento.
O método molecular mais utilizado, envolve a comparacdo das sequéncias do gene
16S rRNA. O gene 16S rRNA possui regides conservadas alternando com regides
variaveis. A PCR com primers complementares, as regifes de interesse vao sendo
amplificadas (Woese, 1987). O objetivo da PCR & multiplicar um trecho especifico do
DNA (gene ou parte dele) utilizando desoxinucleotideos como mondémeros até um
ponto em que sua concentracdo em dada solucdo seja tdo alta, que possa ser
facilmente detectavel por métodos simples e classicos de separacédo e identificacao de
substancias. A multiplicacdo desses trechos especificos se da alternando-se a
temperatura entre desnaturacdo das cadeias do DNA gendmico, anelamento dos
primers, usados para delimitar a sequéncia a ser amplificada, e a temperatura
especifica de funcionamento da enzima (72°C) e o reinicio do ciclo (Watson et
al.,2009).

Andlises anteriores de treponema utilizando PCR para o sequenciamento do
gene 16S rRNA, com lesbes diretas de DDB, identificaram pelo menos cinco filotipos
diferentes de treponema nos bovinos, dos quais dois destes possuiam uma relacéo
filogenética com os treponemas orais T. denticola e T. vincentii, que sédo suspeitos de
estarem envolvidos em casos de periodontites em seres humanos (Klitgaard et al.,
2008). Tendo em conta a exposi¢cdo constante dos cascos com fezes e urina, ndo é
surpreendente de que lesdes de DDB sejam infec¢des polimicrobianas, com dificuldade
de estabelecermos uma relacdo causal direta entre a lesdo e um Unico microrganismo.
Shibahara et al. (2002) relata a presenca de treponema no trato gastrintestinal e o
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aparecimento de lesbes epiteliais. Em um estudo realizado com equinos, relata a
presenca de treponemas no ceco e estas sendo responsaveis por diversos disturbios,
incluindo diarréias. Ha a possibilidade de tais treponemas estarem passando pelo trato
gastrintestinal e serem eliminados ativos nas fezes, podendo, serem assim 0s

responsaveis pelos aparecimentos de lesdes epiteliais.

O trato gastrointestinal de bovinos, em especial os pré-estbmagos, séo ricos em
diferentes espécies de treponemas. Apesar de parecer plausivel que ocorra uma
contaminacao através das fezes e colonizacéo subsequente principalmente dos digitos
pélvicos, Evans et al. (2011) ndo conseguiram encontrar uma relacao filogenética direta
entre as espécies isoladas de lesdes de DDB e aquelas encontradas no rimen.

Portanto, as técnicas biomoleculares sdo fundamentais no estabelecimento da
etiopatogenia, pois podem ser aplicadas em diferentes tecidos e resultaram na
descoberta de novas espécies de espiroquetas de lesdbes de DDB como a
Guggenheimella bovis (Wyss et al.,2001) e a T. brennaborense (Klitgaard et al., 2008)



CAPITULO 3

3 IDENTIFICACAO MOLECULAR DOS PRINCIPAIS TREPONEMAS
PATOGENICOS PROVENIENTES DE LESOES DE DERMATITE DIGITAL BOVINA
(Molecular identification of the main pathogenic treponemes from bovine digital

dermatitis lesions)

RESUMO

Examinaram-se 200 bovinos leiteiros de racas variadas de 28 rebanhos brasileiros
diferentes, identificando-se 11% de bovinos com dermatite digital bovina (DDB). As
lesdes foram classificadas segundo seu estagio clinico, do inicial ao crénico, em M1 a
M4. Colheram-se 22 lesdes de DDB acondicionadas em dois meios distintos (fresco e
PBS) e extraido seu DNA bacteriano para analise por Nested-PCR. Foram utilizados
cinco pares de primers diferentes, respectivamente para 0S grupos gene 16S,
Treponema sp., Tmv (Treponema medium/ Treponema vincentii-like), Tph (Treponema
phagedenis-like) e Tdp (Treponema denticola/ Treponema putidum-like). 13,64% das
lesbes encontravam-se em estagio inicial M1, 45,45% em M2, 22,73% em M3 e
18,18% em M4. Em ambos os meios de acondicionamento das lesdes foi possivel
identificar o Treponema sp. e seus filogrupos, tendo sido identificado em todas as
analises de 2 a 3 filogrupos de treponema por lesdo. 100% da lesGes foram positivas
para os filogrupos Tmv e Tph e 90,91% para o Tdp. Este estudo evidencia a
importancia destes trés filogrupos de treponemas na etiologia da DDB, além de
identificar pela primeira vez estes treponemas de lesbes de DDB no Brasil e no

subcontinente sul-americano.

Palavras-chave: Dermatite digital bovina. Espiroqueta. Nested-PCR.
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ABSTRACT

200 cows of different breeds of dairy cattle from 28 brazilian herds were examined,
identifying 11% of cattle with bovine digital dermatitis (BDD). The lesions were classified
according to their clinical stage, initial to chronic, from M1 to M4. 22 lesions of BDD
were collected and transported in two distinct ways (fresh and PBS) and their bacterial
DNA extracted for analysis by Nested- PCR. Five different pairs of primers were used,
for groups 16S gene, Treponema sp., Tmv (Treponema medium/ Treponema vincentii-
like), Tph (Treponema phagedenis-like) and Tdp (Treponema denticola/ Treponema
putidum-like). 13.64% of the lesions were in the initial stage M1, 45,45% in M2, 22.73%
in M3 and 18.18 in M4. With both transport media Treponema sp. and their phylogroups
were identified, having been identified in all samples 2-3 phylogroups per lesion. 100%
of the lesions were positive for Tmv and Tph and 90.91% for Tdp. This study highlights
the importance of these three phylogroups of treponemes in the etiology of BDD,
besides identifying for the first time these treponemes from lesions of BDD in Brazil and

the South American subcontinent.

Keywords: Bovine digital dermatitis. Spirochete. Nested-PCR.

3.1 INTRODUCAO

A dermatite digital bovina (DDB) é uma inflamacdo contagiosa da epiderme
préxima ao espaco interdigital ou a banda coronaria com erosdo. A campo, o médico
veterinario utiliza somente o quadro clinico para diagnosticar a enfermidade, recorrendo
a manuais e livros como os de Acuiia (2004) e de Nicoletti (2004). A enfermidade
possui distribuicdo mundial e é endémica no Brasil (Borges et al., 1992; Rodriguez-
Argéez et al., 1997; Cruz et al. 2001). A enfermidade causa claudicacdo (Bergsten,
1997) e portanto prejuizos econémicos consideraveis (Miller e Dorn, 1990; Kossaibati e
Esslemont, 1997; Losinger, 2006). O primeiro relato publicado da DDB foi feito por
Cheli e Mortellaro (1974), porém nas Américas a primeira publicacdo sob o nome de
papilomatose interdigital da vaca leiteira foi realizada por Rebhun et al. (1980), o que
hoje é considerada a forma cronica da DDB. Os tratamentos e as medidas preventivas

sdo variaveis em sua eficacia (Manske et al., 2002; Laven e Logue, 2006; Silva, 2007)
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necessitando-se melhorar o conhecimento sobre a etiopatogenia desta enfermidade.
Existem evidéncias consistentes de que 0s principais microrganismos envolvidos na
etiologia da DDB sao espiroquetas do género treponema (Blowey e Sharp, 1988;
Dopfer et al.,1997; Demirkan et al., 1999; Demirkan et al., 2000; Cruz et al., 2005;
Evans et al., 2009; Brandt et al., 2011).

Os Treponemas isolados de lesbes de DDB podem ser agrupadas
filogeneticamente e taxonomicamente em trés grandes grupos: Treponema
medium/Treponema vincentii-like identificados por Stamm et al. (2002); Evans et al.
(2008) e Evans et al. (2009), Treponema phagedenis-like identifcados por Trott et al.
(2003); Evans et al. (2008); Pringle et al. (2008); e Treponema putidum/Treponema
denticola-like identificados por Stamm et al. (2002).

Foram descritos na Alemanha espécies diferentes de espiroquetas isoladas de
lesdes de DDB, que no entanto, parecem caracterizar eventos raros (Nordhoff et al.,
2008).

No Brasil, até o presente momento, ndo se identificou, nem por cultivo e nem
molecularmente, as espiroquetas provenientes de lesdes de DDB. O objetivo deste
trabalho foi identificar a presenca ou auséncia destes trés principais grupos de

treponemas em lesdes de DDB em diferentes estagios de evolucéo clinica.

3.2 MATERIAIS E METODOS

Foram incluidas no estudo propriedades de bovinos leiteiros no Estado do
Parana, contatadas através de médicos veterinarios e consultores das mesmas,
relatando a presenca de DDB.

Apoés identificacdo e contencdo do bovino, realizou-se a inspecao do digito para
verificar a presenca ou auséncia de lesdo. Confirmado o diagnéstico clinico de DDB,
realizou-se uma higienizacéo prévia do membro, com agua e sabao, para remocéao de
sujidades e com isso uma prévia reducdo microbiana foi realizada, com o intuito de
reduzir possiveis fatores que venham a interferir na extracdo do DNA bacteriano. O
digito limpo era registrado por meio fotograficamente como sugerido por Bergsten

(1993) com uma modificacédo através do auxilio de uma placa metélica com régua de 1
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cm de espacamento. A placa era de facil higienizacdo e recebia a identificagdo do

animal (Figura 1).

Figura 1. Régua metalica sendo utilizada para registro individual do digito bovino

s ~'..‘\1 San: 8

Uma vez classificada a leséao clinicamente segundo Doépfer et al. (1997) e Holzhauer et
al. (2008) (tabela 1), retirou-se a lesédo cirurgicamente sob anestesia de Bier com
lidocaina 2%. O tecido retirado foi acondicionado de duas formas distintas, um
fragmento foi acondicionado em PBS e o outro mantido somente refrigerado. O digito
foi tratado topicamente com antibidtico (oxitetraciclina) e enfaixado. O transporte das
amostras foi realizado em caixas de isopor com temperatura interna de 4° a 8°C até o

seu processamento laboratorial.
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Tabela 1: Descricdo das quatro classificagdes da lesao clinica com o desenvolvimento
de dermatite digital bovina, Segundo Dopfer et al., 1997; Holzhauer et al., 2008.

Classificacdo da leséo | Descricéo

M1 Dermatite digital bovina em fase inicial, com &rea circunscrita
granulomatosa de 0,5 a 4cm de didametro na superficie
epitelial ou até 2mm de profundidade

M2 Ulceracao classica de dermatite digital bovina, area afetada
proxima a banda coronaria, com até 7 cm de diametro e
tecido granulomatoso quando a lesdo tem mais de 2mm

abaixo do epitélio

M3 Ulceracgao classica de dermatite digital bovina no processo de
cicatrizacao coberta por crostas

M4 Alteracdo proxima a banda coronaria. As lesGes cutaneas sao

hiperqueratoticas podendo apresentar aspectos proliferativo

No laboratorio, apds fragmentacdo minuciosa da amostra e a extracdo do DNA
bacteriano segundo Sambrook et al. (1989) e Zhu et al. (2002), com modificacdes
(apéndice 1). Para a identificacdo das bactérias em interesse foram utilizados cinco
pares de primers: primer do gene 16S, Treponema sp., Tmv- Treponema medium/
Treponema vincentii-like, Tph- Treponema phagedenis-like e Tdp- Treponema
denticola/ Treponema putidum-like, em concordancia com Moore et al. (2005) e Evans
et al. (2009) visualizavel na tabela 2. A primeira PCR foi realizada com o gene 16S
rRNA, e colocados no termociclador, no qual seguiu-se o respectivo programa, 95°C
por 5 min, 25 ciclos de 94°C durante 1 min, 55°C durante 3 min e 72°C durante 3min,
com etapa de extensao final de 72°C durante 7 min, para os demais fez-se Nested-
PCR, utilizando o ciclo de temperatura de 95 ° C, durante 5 min, seguido por 40 ciclos

de 95 ° C durante 1 min; 68°C por 2 min , para o0 Tmv com temperature de extensao de
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72°C por 10 min. Para o Tph utilizou 1min a 64°C, 30s a 68°C para o Tdp, com
temperaturas de extensdo a 72°C durante 2 min e em seguida etapa final de
alongamento com temperatura de 72°C por 10 min, para o Treponema sp. utilizou-se
34 ciclos de 95°C por 15s, 53°C por 30s, 72°C por 30s, seguido por 72°C durante 5min
(Moore et al., 2005; Evans et al., 2009).

Os produtos de amplificacdo foram analisados em gel de agarose a 1%,
colocados em cubas de eletroforese a 100-110 volts, corados com brometo de etideo e
visualizados em luz ultra violeta. O produto de amplificacéo restante foi armazenado a

-20°C

Tabela 2: Primers utilizados para a detecc¢ao de treponema e trés filogrupos de em
lesGes de dermatite digital bovina. Adaptado de Evans et al. (2009).

Primer Sequéncia do primer Pares de
base (pb)
Universal gene 16S | 16S F (5-AGAGTTTGATCCTGG-3’) 1,526

16S R (5-TACCTTGTTACGACTT-3)
Tmv (T. medium/ | Tmv F (5- GAATGCTCATCTGATGACGGTAATCGACG-3) 475

T.vincentii-like) Tmv R (5'- CCGGCCTTATCTAAGACCTTCTACTAG-3’)

Tph (T. phagedenis- | Tph F(5-GAAATACTCAAGCTTAACTTGAGAATTGC-3’) 400
like) Tph R (5’-CTACGCTACCATATCTCTATAATATTGC-3’)

Tdp (T. denticola/ T. | Tdp F (5-GGAGATGAGGGAATGCGTCTTCGATG-3’) 475
putidum-like) Tdp R (5’-CAAGAGTCGTATTGCTACGCTGATATATC-3’)
Treponema sp. Tsp F (5°-AARCATGCAAGTCGARCGGCAAG-3) 335

Tsp R (6-TCCATTGCGGAATATTCTTA-3)

A pesquisa foi submetida ao e aprovada pelo Comité de Etica em Uso Animal da
PUCPR registro n°: 646 de 2011.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram inspecionados 200 bovinos de 28 rebanhos visitados. Confirmou-se a
presenca da DDB em 17 rebanhos, 22 vacas apresentavam lesdes de DDB, sendo
colhidas amostras para andlise laboratorial. Observou-se que das 22 amostras
mantidas a fresco colhidas e analisadas em gel de agarose (figura 2) todas obtiveram
seu DNA bacteriano amplificado para o gene 16S, Treponema sp.,Tmv e Tph,
representando 100%, sendo o Tdp com 25% de amostras ndo amplificadas (tabela 3),
0 que condiz com dados encontrados por Evans et al. (2009), que em suas pesquisas
obteve maior variacdo de resultados para o grupo correspondente ao primer T.
denticola/ T. putidum-like, aqui representado pelo grupo Tdp. No entanto, amostras que
nao obtiveram seu DNA bacteriano amplificadas no Tdp fresco, obtiveram sua
amplificagdo em amostras acondicionadas em PBS, que das 22 amostras colhidas,
todas obtiveram seu DNA bacteriano amplificado para o gene 16S, Treponema sp. e
Tph, representando 100%, sendo o Tmv e o Tdp, com 9545% e 86,36%

respectivamente, da amplificacdo do DNA bacteriano.
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Figura 2: Gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo, demonstrando protocolo
de PCR para deteccgéo do gene 16S, Treponema sp. e para os filogrupos Tmv,Tph,Tdp,
dos animais 1,19,51 e 63 separados pelo marcador de peso molecular (centro do gel),

tendo sido identificado por setas os diferentes pesos moleculares

16S

1526 bp Gene 16S 1526 bp
475bp
400 bp

Animal 51 .
| Animal 51| Animal 63
Gene 16S
335bp 335bp
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Tabela 3: Comparagédo entre os meios de acondicionamento das amostras (fresco e
PBS), para aos grupos: gene 16S, Tmv (T.medium/T.vincentii-like), Tph (T.
phagedenis-like), Tdp (T. denticola/T. putidum-like) e Treponema sp.

Animal | Fresco PBS

16S Tsp Tmv Tph Tdp 16S Tsp Tmv Tph  Tdp
665

764

765

779

821

1127
1685
2596
2645
2665
2669
2677
2683
2696
2700
2703
2716
318 a
355a
39m
811lm + +

frida a (1) [0) [0) )] )] + + + + -

+ + + + 4+ + + + + + o+ o+ o+

+ + 4+ + + + + + + + + o+

+ 4+ + 4+ + + + + F + F F o+ F o+ o+ o+ o+ o+ o+
+ 4+ 4+ o+

+ 4+ + + + + + + + + + + + + + + + + + +Q
+ 4+ + + + + + + + + F + + + + + + + + +Q
+ 4+ + + + + + + + + F + + + + + + + + +Q
+ 4+ + + + F + F F + F o+ o+ o+ o+ o+ o+ + +Q
+ 4+ 4+ + + + + F + + F o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
+ 4+ 4+ + + + + F + F F o+ F o+ F o+ o+ o+ o+ o+ o+
+ 4+ 4+ + + F + F + F o+ o+ F o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

Total 100% 100%  100% 100% 5% 100%  100% 95,45% 100%  86,36%
Classificando as lesGes conforme seu grau de evolucdo segundo Dopfer et al.,

1997; Holzhauer et al., 2007 (figura 3), representados aqui na tabela 3, observa-se que
um maior numero de lesbes clinicas encontradas foram M2, sendo estas lesfes
caracterizadas como infeccdo ativa, em sua fase classica ulcerativa, muitas vezes
dolorosas na palpacéo, no entanto foi possivel observar animais que continham lesfes
classificadas aqui M2 e M3, mas que continham areas M1 e M4 em uma mesma leséo
(figuras, 4, 5 e 6 ), caracterizando um quadro crénico e de reagudizacdo da doenca,
demonstrando que ciclos de erosdo e proliferacdo de tecido podem se suceder na
DDB. A prépria autora da classificacdo original em conferéncia mais recente realizada
no Canadd, descreve a possibilidade de lesdes concomitantes M1 e M4, denominando-
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as de M4.1 (Dopfer 2009), porém lesdes em estagio M2 com M4 e M1 com M3, como
0s 3 casos aqui encontrados aparentemente nao foram ainda descritas. Este também é
o primeiro relato brasileiro de casos mistos de lesdo de DDB em diferentes estagios de
desenvolvimento. Gomez et al. (2012) trabalhando com uma infecgdo experimental
somente conseguiram produzir uma lesdo clinica em novilhas em estagio até M2,
sugerindo que a lesdo tenha que permanecer por mais que 60 dias ou outros fatores
concomitantes, de natureza ambiental, microrganismos ou intrinsecos do proprio
animal tenham papel no desenvolvimento de lesbes de estdgios mais avancados M3 e
M4. O quanto processos imunoldgicos estdo envolvidos na patogenia e portanto na
aparéncia clinica das lesbBes, neste momento ndo nos é possivel afirmar,
principalmente devido a grande diversidade antigénica e de provavel viruléncia das
treponemas envolvidas (Moe et al. 2010).
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Figura 3: Fotografados quatro estagios lesionais de dermatite digital bovina (M1 a M4)
o do Parana (2012)

propostos por Dopfer et al.(1997) em bovinos do Estad

{ g e 3 %

TSR
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Figura 4: Estagio clinico misto de uma lesédo de dermatite digital classificada como M2,
com regido ulcerativa avermelhada ativa no centro, porém com grandes areas de
hiperqueratose e tecido proliferativo aproximadamente 2 cm ao redor, caracteristico de
fase M4

Figura 5: Estagio clinico misto de lesdo de dermatite digital M2, com extensa area a
direita do sulco interdigital apresentando tecido proliferativo e projecdes papilomatosas

caracteristicas de estagio M4
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Figura 6: Estagio clinico misto de lesdo de dermatite digital classificada M3, com focos
erosivos da epiderme proximos ao perioplio & esquerda do sulco digital caracteristicos
de estagio inicial M1

Conforme pode ser extraido da tabela 3, 100 % da lesdes foram positivas para
os filogrupos Tmv e Tph e 90,91 % para o Tdp.

Etiopatogenicamente estes resultados sugerem que nos bovinos analisados, em
lesbes de DDB sempre bactérias do grupo T. medium/ T. vicentii-like e T. phagedenis-
like estardo envolvidos. O grupo T. phagedenis-like parece ser igualmente o mais
isolado mundialmente de DDB (Demirkan et al., 2000; Moore et al., 2005; Demirkan et
al., 2006; Evans et al.,2009). O numero de lesfes restrito, ndo nos permitiu estabelecer
correlacdes seguras entre a presenca ou auséncia de determinadas treponemas e o
estagio lesional, no entanto isto poderia ser um ponto de partida para estudos futuros,
tendo como intuito desvendar melhor a patogenia desta enfermidade. Moter et al.
(1998) trabalhando com a identificacdo e localizacdo espacial de espiroquetas no
tecido de lesGes de DDB, verificou que T. phagedenis localiza-se mais profundamente,
0 que pode denotar uma maior capacidade de agresséo ao tecido. Evans et al. (2009)

sugere gue as treponemas penetrem pelos foliculos pilosos para atingir tecidos mais
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profundos. Para o desenvolvimento do aspecto classico da lesdo de DDB e
principalmente para as sucessivas respostas proliferativas parece haver a colaboracao
de ao menos dois grupos de treponemas, Tmv (T.medium/T.vincentii-like) e Tph (T.
phagedenis-like), pois estes grupos obtivemos 100% do DNA bacteriano amplificado. A
igual origem do T. medium patogénico tanto da cavidade oral (Brandt et al., 2011)
quanto do rumen (Evans et. al.,, 2011) instiga a possibilidade de um acumulo de
bactérias potencialmente patogénicas no ambiente e causando a DDB advindas do
trato gastrointestinal. Outros treponemas de origem da cavidade oral como o grupo T.
denticola/ T. phagedenis, também puderam ser identificados. Especula-se que como os
treponemas patogénicos conviveriam juntamente com uma grande maioria de
treponemas nao patogénicos da flora residente ruminal (Bekele et al., 2011) sem
causar lesbes no rumen, necessita de um maior aprofundamento da compreensao
tanto dos mecanismos usados pelos treponemas para invadir o tecido do casco, quanto
da ecologia ruminal. A possibilidade de flora do rumen ou da cavidade bucal
contaminar o meio ambiente, é conhecida desde a década de 1960 (Eadie, 1962) e
poderia ser a possivel via de contaminacdo do meio ambiente com treponemas
patogénicos.

O isolamento de varias cepas de treponema de uma mesma lesdo (animal)
foram anteriormente observados por Evans et al. (2008). Os mesmos autores em
pesquisa publicada posteriormente (Evans et al., 2009), no entanto, verificaram a
presenca igualmente de T.medium/T.vincentii-like e T. phagedenis-like em lesGes de
DDB. Um efeito simbi6tico ainda desconhecido entre as cepas de treponemas tem sido
sugerido por Klitgaard et al. (2008), Nordhoff et al. (2008) e Evans et al. (2009). A
existéncia no Brasil dos principais grupos de treponemas isolados mundialmente de
lesdes de DDB, encontrados no presente estudo, reitera o conceito consensual de que
a maioria das enfermidades bovinas existentes nos rebanhos brasileiros foram
introduzidas juntamente com a aquisicao original destes animais. Novos estudos seréo
necessarios para elucidar a etiopatogenia da DDB, principalmente com relacdo a
interacdo das treponemas entre si e com o tecido animal e a identificacdo do
reservatério das treponemas fora da lesdo para poder desenvolver-se medidas

profilaticas e terapéuticas eficazes.
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3.4 CONCLUSAO

Em condicdes brasileiras observaram-se trés grupos de espiroquetas em lesdes
de dermatite digital bovina: T.medium/ T. vincentii-like; T. phagedenis-like;T.
denticola/T. putidum-like. T. medium/ T. vincentii-like e T. phagedenis-like s&o os
principais causadores de DDB presente em todos 0s casos. A ocorréncia de mais de
uma cepa na mesma lesdo pode ser necessaria para o aparecimento da leséo, tanto
aguda quanto a cronica e proliferativa. A forma de acondicionamento e transporte de
amostras de campo a fresco ou em uma solucado de PBS néo influenciam o resultado
de amplificacdo do DNA bacteriano através de técnicas de PCR. Formas clinicas de
lesdes em diferentes estagios clinicos concomitantes ocorreram nos rebanhos

observados.
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CAPITULO 4

4 Consideracdes finais

Em condi¢cdes brasileiras observaram-se trés grupos de espiroquetas em lesdes de
dermatite digital bovina: T.medium/T.vincentii-like; T. phagedenis-like;T. denticola/T.
putidum-like. T.medium/T.vincentii-like e T. phagedenis-like s&o o0s principais
causadores de DDB presente em todos 0s casos. A ocorréncia de mais de uma cepa
na mesma lesdo pode ser necessaria para 0 aparecimento da lesdo, tanto aguda
guanto a cronica e proliferativa. A forma de acondicionamento e transporte de amostras
de campo a fresco ou em uma solugcdo de PBS né&o influenciam o resultado de
amplificacdo do DNA bacteriano através de técnicas de PCR. Formas clinicas de
lesbes em diferentes estagios clinicos concomitantes ocorreram nos rebanhos
observados. A presente dissertacdo abre perspectivas para a realizacdo de futuras
pesquisas envolvendo tanto uma maior compreensao sobre possiveis reservatérios das
treponemas envolvidas na etiologia da DDB, quanto apresenta pontos de partida para
uma melhor compreensdo da patogenia desta enfermidade. A partir dos resultados
obtidos, poder-se-a iniciar o desenvolvimento de novas estratégias para pesquisar

métodos profilaticos e terapéuticos.
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APENDICES

Extracdo de DNA adaptado de Sambrook et al. (1989) e Zhu et al. (2002)

Colocar o contetdo fragmentado em um tubo Falcon® + 10 ml de PBS

Remover debris por centrifugagao a 2300rpm por 2 minutos

Coletar o sobrenadante e centrifugar a 12000 rpm por 5 minutos

Descartar o sobrenadante

Lavar o pellet 2 vezes com 10 ml de PBS e centrifugar a 12000 rpm por 5
minutos

Descartar sobrenadante e estocar o pellet a -20°C até a extracdo do DNA
Extracdo do DNA

Tratar o pellet com 300 pL de lisozima (concentracao final de 2mg/mL) durante
30 minutos a 37°C

Na sequéncia, tratar com 400 pL de SDS 1% ( concentracéao final de 0,5%) e 8
UL de proteinase K 10mg/mL ( concentracéo final de 0,1mg/mL) durante 2 hora a
37°C

Tranferir a solucdo para tubo de rosca com bolas de zirconia de 0,1 mm de
diametro (+ até a marcacao de 0,5 mL do tubo)

Adicionar 300 pL da mistura fenol: cloroférmio (1:1) em cada amostra losada

Em seguida submeter as amostras a 3 intervalos de 1 minutos cada no bead
beating na velocidade alta

Centrifugar a 13000 rpm por 5 minutos

Transferir a fase aquosa para tubo novo toando cuidado para ndo pegar a
interfase

Remover os residuos de fenol adicionando igual volume de cloroférmio: alcool
isoamilico (24:1)

Centrifugar a 12000 rpm por 10 minutos

Transferir o sobrenadante para novo tubo

Adicionar 1/5 de volume de NaCl 5M e 1/10 de volume de CTAB 10% ao

sobrenadante e incubar a 65°C por 5-10 minutos
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Centrifugar 12000 rpm por 10 minutos para remover o precipitado de
polissacarideos

Recuperar o sobrenadante em novo tubo e precipitar o DNA adicionando 1/10 de
volume de acetato de sodio 3M e igual volume de isopropanol 100% gelado
Misturar por inverséo (verificar a presenca de “grumos” de DNA semelhantes a
algodao)

Incubar a temperatura ambiente por 1 hora ou overnight em geladeira
Centrifugar a 12000 rpm por 5 minutos

Lavar o pellet com 500 pL de etanol 70% e misturar por inverséo

Centrifugar a 12000rpm por 10 minutos

Remover o sobrenadante com ponteira ( cuidado para nao perder o pellet)
Deixar secar o etanol de modo que o pellet fique translucido

Ressuspender em 100 pL de TE+RNAse; estocar as amostras a -20°C
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