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PADRONIZACAO DE METODOLOGIA MOLECULAR IN
HOUSE PARA GENOTIPAGEM DE ISOLADOSDE
Corynebacterium pseudotuberculosis
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Objetivo: Desenvolver uma metodologia molecular in house paraidentificagdo genética de cepas
presuntivamente identificadas como Corynebacterium pseudotuberculosis mantidas em laboratorio.
Metodologia: Onze isolados foram inoculados em caldo Brain Heart Infusion (BHI) e incubados a 37°C.
Apbs 24 horas de crescimento, os isolados foram inoculados em placas de 90mm contendo meio BHI
adicionado de Agar 1,5% e incubados a 37° C durante 24 horas. As colénias crescidas nas placas e
identificadas como bacilos Gram-positivos foram submetidas a extracdo de DNA com o kit KAPA Extract®
conforme recomendagdes do fabricante. Os DNASs extraidos foram quantificados por eletroforese em gel de
agarose a 1,5% e em seguida submetidos a reacdo de PCR multiplex com oligonucl eotideos especificos para
0 género Corynebacterium e espécie Corynebacterium pseudotuberculosis. Os amplicons gerados foram
analisados pela metodol ogia de eletroforese em gel de agarose 2%. Resultados: Nenhum dos isolados
amplificou os genes alvos para género e ou espécie especifico esperado para C. pseudotuberculosis. O
controle positivo, cepa genotipada de C. pseudotuberculosis CIP102968 amplificou os fragmentos de 813 e
201 pares de base correspondente aos genes 16S RNA ribossomal (género especifico) e fosfolipase D
(espécie especifico) respectivamente. O controle negativo, Escherichia coli ATCC® 25922 ndo amplificou
0s genes em guestdo conforme esperado. Conclusao: Os resultados obtidos evidenciaram a necessidade de
melhoria nas técnicas de coleta e identificag&o microbiol 6gicas padréo das amostras uma vez que estas
antecedem a etapa de identificacdo molecular e sdo de extrema importancia a correta identificacéo
genotipica das cepas de C. pseudotuberculosis.



