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vezes. A: colénias de estafilococos beta-hemoliticos
isolados em agar sangue. B: cocos Gram positivos,
dispostos em grupamentos (cachos-de-uva). C: col6nias
de estreptococos beta-hemoliticos isolados em agar
sangue. D: cocos Gram positivos, dispostos em cadeias.
E: colénias de enterobactérias, lactose positivas,
isoladas em agar MacConkey. F: bacilos Gram

negativos. Botucatu-SP, 2011.

Produtos de mPCR obtidos a partir de cepas de
referéncia. 1: S. aureus (1.300pb); 3: E.coli (660pb); 5:
E. coli e S. agalactiae (590pb); 7: S. agalactiae (293pb);
2,4, 6 e 8: controles negativos; 9 e 10: S. aureus, E. coli
e S. agalactiae; 11: padrao de peso molecular 100pb
(Invitrogen). Botucatu-SP, 2011.

Produtos de mPCR obtidos a partir do DNA extraido de
amostras de leite de tanques de expansédo. 1: padréo de
peso molecular 100pb (Invitrogen). 2: cepas de
referéncia de S. aureus (1.300pb); E. coli (660pb) e S.
agalactiae (590pb e 293pb) — controles positivos. 3:
controle negativo. 4, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 13, 16, 17, 18, 19,
20: amostras negativas. 5,12,14,15: amostras positivas
para E.coli. 12: amostra positiva para S. agalactiae.
Botucatu-SP, 2011.
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Figura 19-

Figura 20-

Figura 21-

Figura 22-

Produtos de PCR obtidos para avaliacdo do limiar de
deteccdo do DNA de S. aureus, utilizando os iniciadores
SAU1 e SAU2 e a cepa de referéncia do micro-organismo
(ATCC 25923), nas concentragcdes de 10fg; 100fg; 1pg;
10pg; 100pg e 1ng. Controle negativo: agua MiliQ.
Botucatu-SP, 2011.

Produtos de PCR obtidos para avaliacdo do limiar de
deteccdo do DNA de S. agalactiae, utilizando os
iniciadores SAGA1 e SAGA2 e a cepa de referéncia do
micro-organismo (ATCC 13813), nas concentragbes de
10fg; 100fg; 1pg; 10pg; 100pg e 1ng. Controle negativo:
agua MiliQ. Botucatu-SP, 2011.

Produtos de PCR obtidos para avaliacdo do limiar de
deteccdo do DNA de S. agalactiae, utilizando os
iniciadores SIP3 e SIP4 e a cepa de referéncia do micro-
organismo (ATCC 13813), nas concentracbes de 10fg;
100fg; 1pg; 10pg; 100pg e 1ng. Controle negativo: agua
MiliQ. Botucatu-SP, 2011.

Produtos de PCR obtidos para avaliagcdo do limiar de
deteccao do DNA de E. coli, utilizando os iniciadores Ecoli1
e Ecoli2 e a cepa de referéncia do micro-organismo (ATCC
11229), nas concentragdes de 10fg; 100fg; 1pg; 10pg;
100pg e 1ng. Controle negativo: agua MiliQ. Botucatu-SP,
2011.
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Figura 23-

Figura 24-

Produtos de mPCR obtidos para avaliacido do limiar de
deteccdo do DNA de S. aureus, S. agalactiae e E. coli
utilizando os iniciadores SAU1 e SAU2, SIP3 e SIP4 e
Ecoli1 e Ecoli2, e as cepas de referéncia dos micro-
organismos (ATCCs 25923, 13813 e 11229),
individualmente, nas concentragdes de 10fg; 100fg; 1pg;
10pg; 100pg e 1ng. Controle negativo: agua MiliQ.
Botucatu-SP, 2011.

Produtos de mPCR obtidos para avaliagdo do limiar de
deteccdo do DNA de S. aureus, S. agalactiae e E. coli
utilizando os iniciadores SAU1 e SAU2, SIP3 e SIP4 e
Ecoli1 e Ecoli2, e as cepas de referéncia dos micro-
organismos (ATCCs 25923, 13813 e 11229), em
conjunto, nas concentragbes de 10fg; 100fg; 1pg; 10pg;
100pg e 1ng. Controle negativo: agua MiliQ. Botucatu-
SP, 2011.
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Resumo

TRONCARELLI, M.Z. Padronizacdo da técnica de multiplex PCR para a

deteccdo de Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae e

Escherichia coli em amostras de leite bovino, obtidas de tanques de
expansao. Botucatu-SP, 2011. 129p. Tese (Doutorado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual

Paulista.

Com o objetivo de normatizar a cadeia produtiva visando a melhoria da
qualidade do leite no Brasil, o MAPA delineou a IN n° 51, em vigor desde julho
de 2005. Em linha com estes parametros, objetivou-se, no presente estudo,
padronizar o método de mPCR para a deteccédo de S. aureus, S. agalactiae e
E. coli em amostras de leite bovino obtidas de tanques de expansao, e avaliar
esta técnica como possivel recurso diagndstico a ser empregado em
programas de controle de qualidade do leite oferecido para consumo. Foram
visitadas 20 propriedades leiteiras do Estado de Sao Paulo, com sistema de
ordenha mecanica e tanque de expansao proprio, nas quais foram colhidas
amostras de leite para a realizagcdo da mPCR, cultivo microbioldégico, CCS e
CBT. S. aureus, S. agalactiae e E. coli foram isolados, em 30%; 10% e 40%
das amostras de leite dos tanques de expansao, respectivamente, e detectados
pela mPCR em 0; 10% e 35%, respectivamente. A mPCR apresentou acuracia
de 78,3%; sensibilidade de 37,5% e especificidade de 93,2% e limiar de
deteccdo de 100 picogramas. A CCS apresentou mediana de 395.000
células/mL, e 55% das amostras avaliadas resultou em valores de CBT
satisfatorios para mesdfilos. O indice de mastite subclinica nos rebanhos
avaliados pelo CMT foi de 28,3%. Conclui-se que a mPCR para a detecgéo de
S. aureus, S. agalactiae e E. coli foi padronizada com éxito no presente estudo,
e pode ser indicada como método complementar aos utilizados na rotina

diagndstica de mastite bovina e qualidade do leite.

Palavras-chave: bovinos, mastite, bactérias, leite de mistura, biologia

molecular, diagndstico.
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ABSTRACT

TRONCARELLI, M.Z. Multiplex PCR standardization for Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae and Escherichia coli detection in bovine
milk samples obtained from bulk tanks. Botucatu-SP, 2011. 129p. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

Brazilian Ministry of Agriculture and Supply, objecting the improvement of milk
quality in Brazil, published the Normative Instruction n. 51, a technical group of
rules for milk business that has been attended since July 2005. In line with
these parameters, the aim of the present study was to standardize the mPCR
test for S. aureus, S. agalactiae and E. coli detection in bovine milk samples
obtained from bulk tanks, in order to evaluate this method as a possible tool to
be used in milk quality control programs. Twenty milk farms with milking
machine system and individual bulk tank, of different regions of Sao Paulo state
were sampled. Bulk milk samples were collected for mPCR, microbiological
culture, Somatic Cell Count and Total Bacterial Count. S. aureus, S. agalactiae
e E. coli were isolated in 30%; 10% and 40% samples, respectively, and
detected by mPCR in 0; 10% and 35% samples, respectively. mPCR presented
78,3% accuracy; 37,5% sensitivity and 93,2% specitivity and detection lower of
100pg for each pathogen. CCCs presented medium of 395.000 cells/mL and
55% of evaluated samples resulted in TBC satisfactory values for mesophilus.
Subclinical mastitis index in evaluated cattle, by CMT, was 28,3%. In
conclusion, mPCR for S. aureus, S. agalactiae and E. coli detection was
successfully standardized in the present study and can be indicated as a
complementary diagnosis to the routine methods for bovine mastitis and milk

quality’s monitoring.

Key words: bovine, mastitis, bacteria, bulk milk, molecular biology, diagnosis.
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1 — INTRODUCAO

O leite bovino é um excelente alimento pelo seu valor nutritivo, conferido
principalmente pela presenga de proteinas, carboidratos, gorduras, sais
minerais, vitaminas e agua (FAGUNDES e OLIVEIRA, 2004). E essencial para
a nutricao dos humanos de todas as idades, especialmente de recém-nascidos
(OLIVEIRA et al., 1999). Estudos realizados pelo Ministério da Saude e pelo
IBGE, considerando a populagdo brasileira no ano de 2007, composta por
aproximadamente 183 milhdes de habitantes, evidenciaram queha demanda de
producdo de mais de 39 bilhdes de litros de leite por ano, para que sejam
atendidas as recomendacgdes de ingestdo diaria por faixa etaria (EMBRAPA,
2011). No entanto, segundo estimativas da Pesquisa da Pecuaria Nacional,
realizada pelo IBGE, houve producédo de aproximadamente 30 bilhdes de litros
de leite em 2010, por 23 milhdes de bovinos ordenhados, totalizando, em
média, producao de 1.326 litros anuais por animal (pouco mais de 3,5 litros por
vaca/dia).

O reduzido volume de producido de leite, bem como a qualidade do
produto enviado aos laticinios e oferecido para o consumo tem sido alvo de
constante preocupag¢ao no Brasil. Em muitas propriedades, ainda persistem
problemas de manejo, condigdes deficientes de producédo, mao-de-obra pouco
qualificada, limitagdes de ordem genética dos rebanhos, nutricdo inadequada
dos animais e elevada prevaléncia de mastites (COSTA, 2002).

A mastite bovina determina grave impacto no setor leiteiro, causando
sérios prejuizos, tanto pelo comprometimento funcional da glandula mamaria,
como pelo descarte prematuro de fémeas e/ou morte ocasional de animais
(MOTA et al.,, 2004; RADOSTITS et al., 2007;). Trata-se de processo
inflamatério da glandula mamaria, de ordem fisiolégica, traumatica, alérgica,
metabdlica, psicologica ou infecciosa. A maioria dos casos de mastite bovina
apresenta etiologia bacteriana e, em aproximadamente 80%, cinco espécies de
micro-organismos (S. aureus, S. agalactiae, S. dysgalactiae, S. uberis e E. coli)
sdo responsaveis pelo estabelecimento da doenca (BRITO et al.,, 1999;
BRADLEY, 2002). Além da importancia destes micro-organismos como

agentes causadores de mastites, também representam risco a saude publica,
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ja que podem produzir toxinas, algumas termorresistentes, resistindo a
pasteurizacdo e ultrapasteurizacao, favorecendo sua permanéncia no leite e
derivados. Com efeito, a identificagcdo precoce destes patdgenos pode
contribuir para agdes de controle e monitoramento da mastite em rebanhos
leiteiros, com consequente melhora da qualidade do leite entregue ao laticinio,
com vistas a assegurar a saude publica e maior rendimento industrial.

A IN n°51 (BRASIL, 2002), em vigor desde julho de 2005, constitui um
conjunto de normas técnicas de produgédo, identidade, qualidade, coleta e
transporte de leite, elaboradas pelo MAPA, de maneira a melhorar a qualidade
do leite produzido no pais, orientando os diferentes elos da cadeia leiteira. Ha
demanda por métodos rapidos, com elevada sensibilidade e especificidade,
custo acessivel e aplicabilidade para o processamento de grande numero de
amostras de leite (GILLESPIE e OLIVER, 2005), visando a identificacdo de
patdogenos e a tomada de agdes imediatas para o tratamento e controle de
mastite nos rebanhos.

A biologia molecular tem contribuido significativamente na identificagao
de micro-organismos em amostras compostas ou individuais de leite e também
em derivados lacteos, mesmo na presenca de interferentes, que dificultam a
deteccao pelos meétodos tradicionais de cultivo microbioldgico. Ressalta-se a
inibicdo da multiplicagdo bacteriana decorrente da presenca de residuos de
antimicrobianos, o numero reduzido de patégenos na amostra e a
contaminagdo com micro-organismos ambientais (PHUEKTES et al., 2003).

Entre os métodos de diagnéstico molecular, assume destaque a PCR.
Esta técnica requer pouco tempo para processamento e os resultados sao
caracterizados por elevados indices de sensibilidade e especificidade analitica.
Pesquisas recentes utilizando diferentes protocolos de diagndstico molecular
para a detecgao simultanea dos DNAs de mais de um agente bacteriano de
mastite, denominados multiplex PCR, a partir de amostras de leite individuais
ou compostas, tém apresentado excelentes resultados, contribuindo inclusive
para estudos epidemiologicos e direcionamento de medidas de controle. Nesse
contexto, a proposta do presente estudo foi padronizar a técnica de mPCR
como método diagndstico rapido e sensivel para a detecgéo dos trés principais
patégenos causadores de mastites (S. aureus, S. agalactiae e E. coli) em

amostras de leite coletadas em tanques de expansio, de forma a avaliar esta
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técnica como possivel recurso diagndstico a ser utilizado em programas de

monitoramento da qualidade do leite e controle de mastites.
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2 — RevISAO DA LITERATURA

2.1 Principais agentes contagiosos e ambientais envolvidos na
mastite bovina

Considerando as fontes de infecgdo e vias de transmisséo, os agentes
causadores de mastite foram convencionalmente classificados como
contagiosos e ambientais. Os contagiosos estdo presentes na microbiota da
pele dos quartos mamarios, dos tetos, nas mucosas e conjuntivas dos animais
(denominados de vaca-dependentes), bem como nos equipamentos de
ordenha, em panos utilizados na limpeza e secagem dos tetos, e nas proprias
maos do ordenhador (BRADLEY, 2002). As moscas podem participar como
vetores mecanicos de agentes contagiosos, especialmente em propriedades
com elevada infestacao, contribuindo para a transmissao dos micro-organismos
as novilhas no periodo pré-parto (RADOSTITS et al., 2007).

A infecgdo pelos agentes contagiosos ocorre predominantemente
durante a ordenha, e os micro-organismos, de forma oportunista, invadem a
glandula mamaria. Dentre os principais patégenos contagiosos destacam-se S.
aureus e S. agalactiae. Estes micro-organismos ocorrem com elevada
prevaléncia e geralmente causam mastite subclinica, de longa duragdo e com
elevada CCS. A mastite subclinica exige diagndstico especifico e esta
relacionada a reducdo da producéo de leite, muitas vezes nido percebida pelos
produtores (HORTET e SEEGERS, 1998).

O grupo de agentes ambientais esta presente na matéria organica (solo
e fezes), na agua, terra, ar e na cama dos animais. A infecgdo ocorre
principalmente no periodo entre-ordenhas, mas pode ocorrer também durante a
ordenha. Fungos, leveduras, algas e enterobactérias sao os principais
patdogenos ambientais, tendo especial importancia neste grupo E. coli. Apesar
da menor prevaléncia das mastites causadas por estes agentes, geralmente
causam quadros clinicos severos, superagudos, podendo levar os animais a
Obito. Ha alteragdes importantes na glandula mamaria, que apresenta
hiperemia, aumento de volume, hipersensibilidade e alteracdo de
comportamento das fémeas, como recusa em permitir o aleitamento. Podem

ocorrer, ainda, sinais sistémicos como hipertermia, dispnéia, apatia, atonia
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ruminal, taquicardia, inapeténcia, prostracdo e morte, em decorréncia a sepse.
Além disso, sao observadas alteracbes no aspecto do leite, que pode conter
pus, grumos, flocos, dessora ou presencga de sangue (DUNN, 1994).

Apesar dos diversos estudos realizados mundialmente, a mastite ainda
permanece como doenga de elevada prevaléncia em rebanhos leiteiros
(HALASA et al., 2007). Em estudo realizado por Langoni et al. (1998), foram
examinadas 7.902 amostras de leite de vacas com mastite subclinica e 850
clinica, em municipios do Estado de S&ao Paulo. Foi verificado que 32,7% das
mastites subclinicas eram resultantes da infec¢do por Staphylococcus sp. e
18,3% estavam relacionadas a infecgdo por Streptococcus sp. Ja as

enterobactérias foram responsaveis por 25,6% das mastites clinicas.

2.2 S. aureus

S. aureus é o agente etiolégico mais frequente nos quadros de mastite
contagiosa em todos os rebanhos leiteiros. E encontrado na pele, mucosas e
conjuntivas dos animais e dos humanos, o que torna praticamente impossivel a
erradicacao nos rebanhos. A mastite por S. aureus esta associada a elevada
CCS, drastica reducdo da producdo de leite e reduzidas taxas de cura
microbiolégica. Em bovinos, estima-se que a producgéo de leite esteja reduzida
em até 45% por quarto infectado e em até 15% por vaca infectada (BRITO e
BRITO, 1998). Segundo Nickerson (1993), aproximadamente 19 a 47% das
vacas em um rebanho poderao estar infectadas por este micro-organismo.

Caracteriza-se como bactéria Gram positiva, anaerdbia facultativa
(fermentadora), positiva a prova da catalase, negativa a oxidase e imovel,
multiplicando-se a temperaturas que variam de 15 a 45°C e em concentragdes
de NaCl tao altas quanto 15%. E coagulase positiva, assim como a maioria das
linhagens dos demais estafilococos patogénicos (S. intermedius e S. hyicus),
fermenta o manitol, a maltose e é resistente a polimixina B (300 Ul) (QUINN et
al., 2005). A microscopia, apresenta-se sob a forma de cocos, cujo diametro
varia de 0,8 a 1,0 um, ou agrupados em arranjos semelhantes a “cachos de
uva”’, embora as células possam estar isoladas.

Em meio sdlido, as colbnias s&o circulares-convexas, com 2 a 3 mm de
diametro, de coloragado branca ao amarelo-dourado, com halo de hemdlise ao

redor (QUINN et al., 2005). Podem ser isoladas em meios seletivos como o
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agar Baird Parker, apresentando-se de coloragdo negra, circundadas por um
halo de precipitacao (interno) e outro transparente (externo) (CARNEIRO,
2009; FACCIOLI, 2010).

S. aureus expressa grande variedade de fatores de viruléncia, os quais
contribuem com a colonizacido, invasdo e persisténcia deste patdégeno no
hospedeiro. A maioria das linhagens do micro-organismo produz exotoxinas, ou
citolisinas, incluindo hemolisinas, entero-hemolisinas, toxina da sindrome do
choque toxico e toxinas exfoliativas, além de nucleases, proteases, lipases,
coagulases, hialuronidase e colagenase (TODAR, 2002). A agcdo combinada
destes fatores de viruléncia determina efeitos deletérios as células do
hospedeiro, e 0 aparecimento de uma variedade de infeccdes em humanos e
animais, bem como sindromes toxicas no humano suscetivel (FAGUNDES e
OLIVEIRA, 2004).

As exotoxinas (citolisinas) sao importantes fatores de viruléncia e,
especialmente no caso da mastite, produzem agravos ao tecido mamario. Séo
termorresistentes, podendo permanecer viaveis aos tratamentos térmicos
comumente aplicados ao leite, como a pasteurizagdo e esterilizagao
(FAGUNDES e OLIVEIRA, 2004), constituindo importante risco a saude
publica.

S. aureus apresenta elevada resisténcia aos antimicrobianos, o que
dificulta o tratamento. Além disso, este micro-organismo possui grande
capacidade de invasao dos adendbmeros mamarios e fagocitos, o que permite
sua instalacdo em todo tecido glandular, com formacéo de tecido fibroso nos

focos da infeccao, dificultando o acesso dos antimicrobianos convencionais.

2.3 S. agalactiae

S. agalactiae € bactéria Gram-positiva, altamente contagiosa, que
apresenta habilidade de aderéncia ao tecido mamario. O microambiente
especifico do ubere é necessario para a multiplicagdo bacteriana. Por isso, é
considerado agente contagioso obrigatério da glandula mamaria. As colbnias
sao pequenas, ao redor de 0,5 a 1 mm de didametro, translucidas e
apresentando alfa ou beta hemdlise. A microscopia, apresentam-se como

cocos isolados, aos pares ou em cadeias. E classificada bioquimicamente por
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provas de hidrélise de esculina e do hipurato de sodio, CAMP test, inulina,
lactose, manitol, rafinose, salicina, sorbitol, trealose e a multiplicagdo em NaCl
a 6,5% (QUINN et al., 2005).

Antes do uso da penicilina no tratamento das mastites, os estreptococos
eram reportados como causadores de 90% das mastites bovinas. Estima-se
que pode haver até quarenta casos subclinicos para cada caso clinico em um
rebanho afetado por essa bactéria (KEEFE, 1997).

A bactéria causa geralmente mastites subclinicas que tendem a
cronicidade, com elevada CCS (acima de 1.000.000 células/mL), e marcada
reducdo na producao e qualidade do leite (NMC, 1996). S. agalactiae infecta a
cisterna e o sistema de ductos da glandula mamaria determinando, em alguns
casos, substituicdo do tecido secretor por tecido fibroso. Domingues et al.
(1998) observaram que em quartos mamarios mastiticos infectados por S.
agalactiae, houve redugédo de 25,2% na produgédo de leite, em comparagéo
com seus homdlogos negativos, o que reafirma sua relevancia como agente
nas mastites e a importdncia das acg¢des de controle, levando-se em
consideragao sua alta contagiosidade.

Vacas infectadas com S. agalactiae eliminam elevado numero de
bactérias no leite, determinando alta contagem bacteriana total (CBT) no leite
enviado para a industria (SOUZA et al., 2008).

Quando ha diagnédstico precoce, séo raros os casos de perda do quarto
afetado. A resposta ao tratamento com antimicrobianos é boa e permite até a

erradicacao de S. agalactiae de rebanhos infectados (KEEFE, 1997).

2.4 E. coli

Trata-se de bactéria Gram negativa, pertencente a familia
Enterobacteriaceae, que inclui os principais agentes causadores de mastite
ambiental como Klebsiella spp. e Enterobacter spp. A mastite por E. coli
geralmente é clinica, aguda ou hiperaguda, representando risco a vida do
animal (DUNN, 1994). No entanto, ha relatos de que pode nao haver diferengas
na manifestacdo de mastite clinica ou subclinica por enterobactérias (COSTA
et al., 1998) e que infecgbes persistentes por E. coli podem causar somente
mastite subclinica (DOPFER et al., 1999).
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Pode ser isolada em meios seletivos para enterobactérias, como o agar
MacConkey, apo6s incubagdo a 37°C durante 18-24 horas, apresentando
coldénias pequenas, fermentadoras de lactose. E. coli pode ser identificada
bioquimicamente utilizando as seguintes provas ou substratos: gas/glicose,
citrato, motilidade, indol e lisina (KONEMAN et al., 1997).

As infecgbes por este agente estédo relacionadas ao seu comportamento
oportunista, veiculado das fezes dos animais, por via ascendente, pelo canal
galactéforo (RADOSTITS et al., 2007).

Diversas linhagens de E. coli sdo produtoras de citotoxinas como
termolisinas, fator necrosante citotdxico, enterotoxinas e verotoxina (VT) ou
“shiga-like” toxina (STX), de grande importancia em Saude Publica, visto que
sdo associadas a casos de diarréia, septicemia, infeccao do trato urinario e
meningite nos humanos (FORSYTHE, 2002). E. coli habita o trato intestinal de
bovinos saudaveis, que podem ser os principais reservatorios do sorotipo
0157:H7 (FORSYTHE, 2002). Este sorotipo pode ser isolado de fezes e leite
de bovinos assintomaticos (JAYARAO e HENNING, 2001) e causa colite
hemorragica e faléncia renal, com elevada letalidade, especialmente em
criangas (CFSPH, 2009). Vale ressaltar o recente surto de infecgcédo por E. coli
enterohemorragica (EHEC)/Sindrome Hemolitica Urémica, com 3.092 casos e
31 o6bitos notificados em 16 paises, sendo 14 situados na Europa, decorrentes,
principalmente, do consumo de brotos crus contaminados, como lentilhas,
alfafa, feijao azuki, entre outros, produzidos em uma fazenda na Baixa Saxénia,
ao sul de Hamburgo, Alemanha (ANVISA, 2011).

2.5 Métodos de diagnoéstico molecular aplicados para a deteccgéo
dos principais patégenos bacterianos causadores de mastite bovina

A biologia molecular tem contribuido, recentemente, em diversos
aspectos no diagnostico da mastite bovina, a partir de amostras de leite
individuais ou compostas. Esta técnica permite a identificacdo de micro-
organismos em animais carreadores ou em estagios iniciais da doenca,
apresentando elevada sensibilidade e especificidade (RIFFON et al., 2001). Os

meétodos de biologia molecular também tém sido empregados para a pesquisa
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de patégenos em leite UHT e em derivados lacteos (GANDRA, 2006; CHOTAR
et al., 2006).

Ha diversos estudos disponiveis sobre a utilizacdo da técnica de PCR
para a identificacédo e genotipagem dos agentes causadores de mastite, bem
como dos genes codificadores de toxinas (MARTINEAU et al.,, 1998;
CREMONESI et al., 2005; FOURNIER et al., 2008). A PCR pode ser realizada
utilizando somente um par de iniciadores, para amplificacdo do DNA de um
micro-organismo-alvo (género ou espécie), denominada simplex PCR (ou PCR
convencional). No entanto, ha possibilidade de otimizar a identificacdo dos
principais patdégenos da mastite, realizando a amplificagdo simultanea de dois
ou mais DNAs-alvos, com a utilizacdo de mais de um par de iniciadores com
ajuste de temperaturas 6timas para as reagdes, denominada multiplex PCR
(mPCR). Além disso, novos métodos utilizando as sequéncias das regides 16S
ou 23S rDNA sao utilizados com sucesso para a identificagdo de inumeras
bactérias (FORSMAN et al., 1997).

Em estudo realizado por Riffon et al. (2001), foram avaliadas a
sensibilidade, especificidade e rapidez da técnica de mPCR para a deteccgéo
dos principais patégenos de mastite bovina (E. coli, S. aureus, S. agalactiae, S.
dysgalactiae, S. parauberis e S. uberis). Para tanto, os pesquisadores
avaliaram amostras de leite inoculadas com cepas padrdao de cada micro-
organismo, isoladas de casos de mastite, utilizando sete pares de iniciadores
espécie-especificos. Verificou-se que o limite de deteccdo de S. aureus foi de
3,125 x 10 UFC/mL de leite, comprovando a excelente sensibilidade da
técnica. A especificidade também foi demonstrada, pois ndo foram observadas
amplificagdes de DNAs nao-alvos, como o de P. aeruginosa, que foi testado
frente aos iniciadores espécie-especificos utilizados no estudo.

A técnica de mPCR também foi utilizada por Phuektes et al. (2001) para
deteccdo de S. aureus, S. agalactiae, S. dysgalactiae e S. uberis em 117
amostras de leite de vacas com mastite subclinica. A PCR foi
significativamente mais sensivel que o cultivo microbiolégico na detecgéo de S.
aureus e S. uberis, apresentando limiares de deteccdo, para cada micro-
organismo, de 10* UFC/mL e 10° UFC/mL, respectivamente. No entanto, néo
houve diferengas significativas entre a PCR e o cultivo para a detecgédo de S.

agalactiae e S. dysgalactiae. Os resultados sugerem que a mPCR pode ser
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utilizada como método alternativo na rotina diagnostica para detecgao rapida,
sensivel, especifica e simultdnea destes agentes em amostras de leite bovino.

Phuektes et al. (2003) utilizaram a técnica de mPCR para a identificagéo
de S. aureus, S. agalactiae, S. dysgalactiae e S. uberis em 176 amostras de
leite de tanque de expanséo, relacionando com resultados de CCS, CBT e
contagem de bactérias termoduricas. Com a técnica de mPCR, foi possivel a
deteccao de S. uberis, S. dysgalactiae, S. agalactiae e S. aureus em 78 (44%),
49 (28%), 38 (22%) e 28 (16%) das amostras, respectivamente. Neste estudo,
a presencga de S. agalactiae estava associada as altas CCS e CBT do tanque.

Chotar et al. (2006) investigaram a presenca do gene que codifica a
proteina imunogénica de superficie de S. agalactiae, S. aureus e E. coli, e
verificaram alta sensibilidade e especificidade da técnica, encontrando limite
minimo para deteccdo de S. agalactiae de 6 UFC/mL e 16 UFC/mL para os
outros patdgenos.

Ha ainda possibilidade da utilizagdo da mPCR em tempo real para a
detecgéo simultanea de patdgenos, bem como sua quantificagdo em amostras
de leite individuais ou compostas (GILLESPIE e OLIVER, 2005). Entretanto,
descricbes da metodologia em tempo real revelam sua inabilidade em
identificar algumas espécies de patégenos de mastite, devido ao elevado peso
molecular (em pares de bases) dos materiais gendémicos. Portanto, novos
estudos e protocolos sdo necessarios para ajustar a mPCR em tempo real no
diagndstico da mastite em animais.

A utilizacao da técnica de mPCR € uma linha de pesquisa mundialmente
atual na area de mastite e qualidade do leite, visando a contribuir como método
diagnostico rapido, altamente sensivel e especifico na identificacdo dos
principais patdgenos envolvidos na génese das infecgcbes mamarias. No
entanto, ainda ndo existiam estudos realizados no Brasil sobre a deteccao
simultanea de S. aureus, S. agalactiae e E. coli pela mPCR em amostras de
leite de tanque de expansdo. Com efeito, o presente estudo pretendeu avaliar a
técnica de mPCR como método de diagndstico para a detecgédo destes trés
agentes, face ao impacto dos mesmos sobre a casuistica de mastite no Brasil e

consequente interferéncia na qualidade do leite.
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3 — OBJETIVOS

3.1 Gerais

Padronizar a técnica de mPCR como método diagnéstico para a
detecgcdo de S. aureus, S. agalactiae e E. coli em amostras de leite
bovino obtidas de tanques de expansao, e avaliar esta técnica como
possivel procedimento para programas de controle de qualidade do leite

oferecido para o consumo humano.

3.2 Especificos

Avaliar a frequéncia de S. aureus, de S. agalactiae e de E. coli em
amostras de leite obtidas dos tanques de expansao das propriedades,
mediante o diagnostico pela mPCR e cultivo microbiano;

Avaliar a CCS e a CBT nas amostras de leite dos tanques de expansao
das propriedades;

Comparar a eficiéncia da mPCR na deteccéo de S. aureus, S. agalactiae
e E. coli como método de diagndstico no leite do tanque, em relagao ao
cultivo microbioldgico, realizado a partir de amostras de leite colhidas
dos quartos mamarios e do tanque;

Avaliar as caracteristicas de cada propriedade, bem como sua relagcao

com os resultados obtidos em cada técnica diagndstica.
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4 — MATERIAL E METODOS

4.1 Autorizacao para a realizagao do estudo

O presente delineamento experimental foi aprovado pela Camara de
Etica em Experimentacdo Animal da FMVZ-UNESP/Botucatu-SP, no dia 10 de
junho de 2008, protocolo n° 133/2008-CEEA (Anexo 1).

As colheitas de amostras de leite dos bovinos foram também autorizadas

pelos proprietarios dos rebanhos envolvidos no estudo.

4.2 Selecao de rebanhos e colheita de amostras de leite

Foram avaliadas 20 propriedades leiteiras dos seguintes municipios do
centro oeste do Estado de Sao Paulo: Botucatu (4), Nova Odessa (2),
Areiopolis (1), Pardinho (1), Sdo Pedro (2), Lengois Paulista (1), Porto Feliz (1),
Itatinga (3), Lins (1), Agudos (1), Araras (1), Santa Rita do Passa Quatro (1) e
Conchas (1) (Figura 1). Todas as propriedades contavam com sistema de
ordenha mecanica para extracdo do leite e tanque de expanséao proprio, pre-
requisitos para inclusdo na pesquisa. As propriedades continham de 19 a 970

vacas em lactagéao.
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FIGURA 1. Municipios do Estado de S&o Paulo onde foram realizadas as
colheitas de amostras de leite bovino (identificados pelo marcador, em
vermelho). Em “A”: municipio de Botucatu-SP, onde foram realizadas colheitas

de amostras de leite e analises laboratoriais. Botucatu-SP, 2011.

As amostras de leite do tanque foram obtidas a partir do total de leite
produzido por propriedade no periodo maximo de 24 horas. De cada tanque de
expansao individual foram colhidos 250 mL de leite, utilizando conchas
individuais de aluminio, estéreis (Figura 2). As amostras foram tomadas apds
adequada homogeneizacgdo, durante pelo menos cinco minutos, por meio do
sistema de homogeneizagcdo automatica, presente em todos os tanques de
expansao avaliados, e acondicionadas em frascos de vidro com tampa
rosqueavel, estéreis. Foram transportadas sob refrigeracéo (4-8°C), em caixas
isotérmicas contendo gelo reciclavel, até o Laboratério do NUPEMAS, da
FMVZ-UNESP/Botucatu-SP, onde foram separadas em duas aliquotas. A
primeira foi utilizada para a analise microbiana, e a segunda congelada a -80°C

para as analises moleculares. Para a CCS, amostras de leite obtidas dos
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tanques de expansao foram acondicionadas em frascos plasticos com tampa,
em triplicata. No interior de cada frasco, havia duas pastilhas do conservante
bronopol, possibilitando o transporte das amostras em temperatura ambiente,

até o laboratodrio.

FIGURA 2. Colheita de amostra de leite bovino, a partir de tanque de

expansao, utilizando concha de aluminio, estéril. Botucatu-SP, 2011.

4.3 Animais e diagnoéstico de mastite

Foram envolvidos no estudo preferencialmente os bovinos em periodo
meédio de lactagdo. Foram colhidas 6.066 amostras de leite de 1.550 animais. O
diagnostico da mastite clinica foi fundamentado nas alteragbes macroscopicas
do leite (presenga de pus, dessora, grumos e/ou estrias de sangue), na prova
da caneca telada de fundo escuro ou Tamis (Figura 3); na presenga de sinais
de inflamacdo na glandula mamaria (dor, hiperemia, sensibilidade, recusa em
permitir o aleitamento dos bezerros) e/ou sinais sistémicos (RADOSTITS et al.,
2007). A mastite subclinica foi diagnosticada utilizando o CMT (SCHALM et al.,
1971). Foram utilizadas para isolamento microbiano as amostras provenientes
de tetos a partir do escore 1+ no CMT.

As amostras de leite foram colhidas assepticamente apds antissepsia
dos tetos com solugdo de iodo glicerinado a 1%, e transportadas sob

temperatura de refrigeragéo (4-8°C) para cultivo microbiano (Figura 4).
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FIGURA 3. A: Quarto mamario bovino apresentando mastite clinica necrotico-
ulcerativa. B: Prova de Tamis (caneca telada de fundo escuro), realizada para o

diagnostico de mastite clinica. Botucatu-SP, 2011.
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FIGURA 4. A: colheita de amostra de leite bovino para realizagdo da prova de
CMT (B). C: antissepsia do esfincter do teto com algoddo embebido em alcool
iodado. D: colheita de amostra de leite para cultivo microbiolégico. E: colheita
de amostra de leite (pool dos quatro quartos) para CCS. F: caixa de transporte

dos tubos coletores para CCS. Botucatu-SP, 2011.
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4.4 Dados epidemiolégicos

Foram colhidas informagbes epidemiolégicas de cada propriedade,
utilizando questionario (Anexo 1), aplicado no dia da colheita das amostras.
Foram avaliadas as condigdes gerais de manejo dos animais e higiene de
ordenha, considerando os seguintes itens: producgdo leiteira (média diaria),
tipos de equipamentos de ordenha e de armazenamento do leite, manejo de
ordenha, habitos de higiene dos ordenhadores, medidas de diagndstico e
prevencao de mastite, prevaléncia de mastite clinica e/ou subclinica, protocolo
de tratamentos antimicrobianos rotineiramente utilizados nos animais com
mastite (FAGUNDES, 2007).

Com as informacgdes obtidas nos questionarios, as propriedades foram
classificadas de acordo com os métodos e condigcbes gerais de ordenha
(Tabela 1).

TABELA 1. Caracteristicas avaliadas em 20 propriedades leiteiras localizadas
no centro-oeste do Estado de Sao Paulo, com base em questionario aplicado
ao(s) proprietario(s) e/ou funcionario(s), para classificagao quanto as condi¢des

higiénico-sanitarias de ordenha. Botucatu-SP, 2011.

ltem Caracteristica

—

Mao-de-obra qualificada

Realizacao de pré-dipping

Realizagcao de pos-dipping

Realizacéo de teste da caneca telada (Tamis)
Realizacdo do CMT

Manejo do rebanho pos-ordenha

Limpeza diaria da sala de ordenha / equipamentos

Estrutura fisica da sala de ordenha

© 00 N O o b W DN

Registro dos dados dos animais

10 Acompanhamento médico-veterinario

Classificagao das propriedades (adaptada de FAGUNDES, 2007):
> 8 itens atendidos: A (condig¢des satisfatérias de ordenha)
5-8 itens atendidos: B (condi¢des regulares de ordenha)

< 5 itens atendidos: C (condigbes insatisfatérias de ordenha).
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4.5 Andlise microbiolégica

4.5.1 Cultivo das amostras

O cultivo microbioldgico foi realizado no Laboratério do NUPEMAS, no
DHVSP — FMVZ UNESP/Botucatu-SP. Todas as amostras de leite foram
semeadas nos meios de agar acrescido de sangue bovino (5%) e agar
MacConkey, mantidas a 37°C em aerobiose, por 72 horas. As linhagens de
micro-organismos de origem bacteriana foram identificadas segundo as
caracteristicas morfo-tintoriais, bioquimicas e de cultivo (QUINN et al., 2005).
As linhagens de S. aureus, S. agalactiae e E.coli isoladas foram conservadas
em caldo nutriente (infusdo cérebro-coragdao) com glicerol 5%, a -80TC, para
estocagem (MURRAY et al., 2007).

As amostras de leite obtidas dos tanques de expansao foram diluidas
em solucdo salina a 10™ e 107, para facilitar a visualizacdo das coldnias. As
amostras puras (10°) e suas respectivas diluicdes foram inoculadas nos meios
de agar sangue e MacConkey, espalhando-se com algca de Drigalski, e

posteriormente incubadas a 37°C em aerobiose, por 72 horas.

4.5.2 Isolamento e identificacdo de S. aureus

Dentre as colbnias observadas e quantificadas no procedimento
supracitado, foram selecionadas aquelas suspeitas de S. aureus. Portanto,
colénias com ao redor de 2 a 3 mm de diametro, de coloragdo branca a
amarelo dourado, hemoliticas (QUINN et al., 2005), foram repicadas para
verificagdo microscopica, em esfregagos corados pelo método de Gram. Apds
observacado das caracteristicas morfolégicas e de hemdlise das colbnias, as
bactérias foram submetidas a prova enzimatica da catalase.

Isolados presumivelmente identificados como estafilococos pelas
caracteristicas morfo-tintoriais foram classificados como S. aureus quando
resultaram positivos a prova de coagulase em tubo, a fermentacdo da maltose
e manitol e apresentaram resisténcia a polimixina B (300Ul) (KONEMAN et al.,
1997). Os demais estafilococos isolados, incluindo os hemoliticos “ndo-aureus”,

foram classificados como Staphylococcus sp.
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4.5.3 Isolamento e identificagdo de S. agalactiae

Colbnias pequenas, ao redor de 0,5 mm de diametro, translicidas e
apresentando hemolise (sugestivas de S. agalactiae), foram classificadas
fenotipicamente pelas provas da hidrélise da esculina e do hipurato de sdédio,
CAMP-test e de carboidratos e alcoois, representados pela inulina, lactose,
manitol, rafinose, salicina, sorbitol e trealose, e multiplicagdo em NaCl a 6,5%.
A interpretacéo foi realizada de acordo com Quinn et al. (2005), apresentado no
Quadro 1. Os demais estreptococos isolados, incluindo os hemoliticos “nao-

agalactiae”, foram classificados como Streptococcus sp.

QUADRO 1. Resultados das reagdes bioquimicas para identificacdo de

Streptococcus agalactiae isolados de espécies animais

Reacdo bioquimica Resultado da prova
Inulina negativo
Lactose positivo
Rafinose negativo
Salicina (positivo)
Sorbitol negativo
Trealose positivo
Hipurato de sodio positivo
Hidrélise de esculina negativo
Multiplicagdo em NaCl a 6,5% negativo

( ) = maioria das estirpes positivas
Fonte: modificado de Quinn et al. (2005).

4.5.4 Isolamento e identificacdo de E. coli

E. coli no agar MacConkey fermentam a lactose com a produgéo de
acidos, formando colénias rosa-avermelhadas, devido a viragem do indicador
em pH baixo. No agar sangue bovino as col6nias de E. coli apresentam-se com
coloragao acinzentada, com 1,5 a 2,5 mm de didmetro, com produg¢ao ou nao
de beta-hemodlise.

As linhagens bacterianas isoladas em agar MacConkey foram
submetidas as provas bioquimicas para enterobactérias utilizando meios de

cultura soélidos e semi-soélidos, distribuidos em tubos de ensaio, visando
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determinar os seguintes parametros: produgdo de gas (glicose), H,S, urease,
L-TD, motilidade, indol, lisina e citrato de Simmons. Foram classificadas como
E. coli aquelas linhagens que se apresentaram positivas nas provas de gas /
glicose, indol e lisina, motilidade (variavel), e negativas para H,S, urease, L-TD
e citrato de Simmons (SILVA et al., 2001; TRABULSI et al., 2005).

4.5.5 Amostras bacterianas padréao

Foram utilizadas linhagens bacterianas padrdo de S. aureus (ATCC
25923) e E. coli (ATCC 11229), adquiridas da Colegédo de Culturas do IAL de
Sé&o Paulo, e linhagem padrdao de S. agalactiae (ATCC 13813), adquirida no
INCQS do Rio de Janeiro (Figura 5). Estas linhagens padrao foram utilizadas
como controles positivos nos testes e na determinacdo da sensibilidade

analitica das provas.

FIGURA 5. Ampolas contendo linhagens bacterianas liofilizadas, utilizadas no
estudo como referéncias (controles positivos) nas provas diagnésticas.
Botucatu-SP, 2011.
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4.6 CBT

Para a contagem de micro-organismos aerobios e anaerdbios
facultativos mesodfilos e psicrotroficos nas amostras de leite do tanque de
expansao, foi utilizado o Petrifilm® (3M - EUA), a partir de trés diluicdes, a
saber: 10, 10™ e 10 para mesdfilos (48 horas de incubacdo a 35°C) e 107,
107 e 10™ para psicrotréficos (dez dias de incubacdo a 7°C). Foram realizadas
duplicatas de cada diluigdo, para calculo da média de contagem de micro-
organismos mesofilos e psicrotréficos.

As placas Petriflm® consistem de cartdes de papel quadriculado
revestido de polietileno e recobertos por nutrientes desidratados em um gel
hidrossoluvel a frio (Figura 6). O sistema é protegido por um filme plastico
transparente revestido internamente pelo mesmo gel e corante indicador TCC.
Ao adicionar a amostra em teste, os nutrientes sdo imediatamente re-
hidratados, ocorre a solidificacdo do gel, apds o que a placa estara pronta para
ser incubada (SANT’ANA et al., 2002).

O TCC é um corante amplamente utilizado em meios de cultura para a
enumeragdo de bactérias, em amostras contendo impedientes. Os micro-
organismos viaveis reduzem o TCC por meio de enzimas, originando um
composto de cor vermelha (formazano) que fica acumulado no interior dos
granulos das células coradas (SANT’ANA et al., 2002).

FIGURA 6. Petrifilm® utilizado para contagem bacteriana total (CBT) a partir de

amostras de leite bovino, obtidas de tanques de expansao. Botucatu-SP, 2011.
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4.7 CCS

A contagem eletrénica de células somaticas das amostras de leite foi
realizada por citometria de fluxo com equipamento Somacount 300°
(BENTLEY, 1995; LANGONI, 2000), no Laboratério do NUPEMAS, DHVSP
FMVZ-UNESP/Botucatu-SP. Foram utilizados frascos plasticos proprios,
contendo conservante (bronopol). Este conservante apresenta formato de
pastilha que, em contato com o leite, forma uma mistura de coloragao rosa-
clara. As amostras colhidas ficam sob temperatura ambiente, no maximo, até
cinco dias da colheita, para a realizacdo das analises. Na técnica de citometria
de fluxo, as células coradas sao carreadas por um liquido, excitadas por um
feixe de laser. Os nucleos corados emitem, por fluorescéncia, impulsos
luminosos que sdo ampliados por um foto multiplicador, contados e convertidos
em concentracdo de células somaticas (SILVEIRA et al.,, 2005). Foram
considerados indicativos de infecgdo amostras com contagens iguais ou
superiores a 750.000 células/mL (BRASIL, 2002).

4.8 mPCR

Todos os procedimentos referentes ao diagndstico molecular do estudo
foram realizados no Laboratério de Biologia Molecular Aplicada ao Diagndstico
de Zoonoses, DHVSP- FMVZ/UNESP — Botucatu-SP.

4.8.1 Pesquisa dos materiais genémicos de S. aureus, S. agalactiae

e E. coli nas amostras de leite colhidas dos tanques de expansao

4.8.1.1 Extrac&o de acidos nucléicos

As amostras de leite, mantidas congeladas, permaneceram em
temperatura ambiente até atingirem aproximadamente 20°C. A extracdo do
DNA, tanto das amostras de leite, quanto das linhagens bacterianas de
referéncia, foi realizada utilizando-se o kit comercial Milk Bacterial DNA
Isolation Kit (Norgen Biotek Corporation, Ontario, Canada), de acordo com as

recomendagdes do fabricante (Anexo 3).
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4.8.1.2 Desenho dos iniciadores

Para identificagcdo molecular de S. aureus, S. agalactiae e E. coli foram
utilizados os iniciadores SAU1 e SAU2, SAGA1 e SAGA2, SIP3(F) e SIP4(R),
Ecoli1 e Ecoli2, derivados de seqiiéncias previamente publicadas (CHOTAR et
al., 2006). Os iniciadores amplificam regides espécie-especificas do DNA
codificadoras das regides 16S e 23rRNA, baseado nas sequéncias do banco
de dados GenBank (Tabela 2).

TABELA 2. Iniciadores utilizados no estudo para a amplificacdo do DNA de S.
aureus, S. agalactiae e E. coli em amostras de leite bovino, pela técnica de
mPCR. Botucatu-SP, 2011.

Cepas Iniciadores Sequéncias dos iniciadores Peso
molecular do

produto (pb)

S. aureus SAU1 5’-GGA CGA CAT TAG ACG AAT CA -3’ 1300
SAU2 5-CGG GCACCTATT TTC TATCT -3

S. agalactiae SAGA1 5-CGT TGG TAG GAG TGG AAAAT -3 590
SAGA2 5-CTG CTC CGA AGA GAAAGCCT -3
SIP3(F) 5-TGA AAA TGC AGG GCT CCAACC TCA -3 293
SIP4(R) 5’-GAT CTG GCA TTG CAT TCC AAG TAT -3’
E. coli Ecoli1 5-GCT TGA CAC TGA ACA TTG AG -3’ 660

Ecoli2 5-GCACTTATC TCT TCC GCATT -3’

pb: pares de bases (CHOTAR et al., 2006)

4.8.1.3 Amplificacdo do material genético pela mPCR

Para cada reagao, foram utilizados 17,5uL de agua miliQ; 2,5uL de
tampao de reagcao (10mM Tris HCI pH 8.0, 50mM KCI); 0,75uL de MgCl,
(1,5mM); 0,5uL de dNTP (0,2mM); 2,0uL de cada primer (10pM); 0,5uL (0,2
unidades) de Taq Platinum DNA polimerase (Invitrogen - EUA), e 3uL de DNA
gendémico (10ng). As condigdes de termociclagem foram: 96°C por 5’; 30 ciclos

de 96°C por 1’, 55°C por 1’e 72°C por 2’; e ultimo ciclo de 72°C por 8. Os
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controles positivos da reagao foram cepas de referéncia (ATCCs), provenientes
da FIOCRUZ. Os controles negativos foram agua MiliQ.

4.8.1.4 Visualizacéo dos produtos amplificados

A visualizacdo do material amplificado foi avaliada pela corrida
eletroforética em gel de agarose a 1,5% adicionado de 1,0uL/mL de SYBR Safe
DNA gel stain (Invitrogen -EUA). A corrida eletroforética foi realizada em cuba
horizontal contendo TBE 1X (89 nM Tris-HCI, 89 mM acido bdrico e 20 mM
EDTA) com voltagem de 65V. O gel foi visualizado em transluminador de luz
UV e a imagem capturada pelo sistema de documentagédo digital. Foram
utilizados 8uL do material amplificado e como marcador de peso molecular 4
uL de 100pb ladder (Invitrogen - EUA) (Figura 7). Para todas as amostras
foram acrescidos 2 uL do tampao de corrida.

A diferenca de peso molecular entre produtos da PCR (S. agalactiae:
293 e 590 pb, E. coli: 660 pb, S. aureus: 1300 pb) facilitou a identificagao e

distincao entre os DNAs dos micro-organismos-alvo a eletroforese.

bp ng/10pL

1000 78

500 70
BDD B2
700 55

600 47
500 7B

400 31

oo 24
200 34

100 24

104k on 1,5% agarose

Norgen: PCR Sizer 100 bp DNA Ladder (Cat# 11400 ) Invitrogen: 100 bp DNA Ladder (Cat15628-019)
FIGURA 7. Padrdes de peso molecular utilizados nas analises de PCR e

mPCR. Botucatu-SP, 2011.
4.8.2 Teste de sensibilidade analitica da mPCR

Linhagens padrao de S. aureus, S. agalactiae e E. coli foram utilizadas

para a determinacao do limiar de detecgdo dos DNAs-alvo, pela técnica de

M. Z. Troncarelli — 2011



Material e métodos 68

mPCR. Para tanto, realizou-se o cultivo das amostras bacterianas de referéncia
em agar sangue a 10%, com incubacdo de aproximadamente 36 horas. As
colbénias foram transferidas com auxilio de alca de platina para tubo de vidro
contendo solugao salina estéril, até ser obtida turvacdo correspondente ao
valor 1,0 da escala de MacFarland. Foram utilizados in6culos individuais de S.
aureus, E. coli e S. agalactiae e um indéculo composto pelos trés micro-
organismos.

Uma aliquota de 1mL de cada solucédo foi transferida para microtubo
livre de DNAses e RNAses, para a realizagdo da extracdo de DNA.

As amostras de DNA extraidas foram quantificadas em espectofotdmetro
NanoVue (GE Healthcare® - EUA). Para a calibragao, foram utilizados 2 uL de
agua Milli Q estéril (branco) e, para a quantificagdo, 2 yL do DNA extraido. As
concentragdes de DNA de E. coli, S. aureus e S. agalactiae foram de 118ng/uL;
15,7ng/pL e 10,5ng/uL, respectivamente. A partir da leitura em ng/uL, foi
realizada a diluicgdo com agua Milli Q estéril para ajustar a concentragdo em
1ng/uL.

Utilizando o exemplo da concentragdo de DNA de E. coli, temos:

c1 Xvl=c2XVv2
118ng/ pL. V1= 1ng/ pL. 100 pL

V1= 0,847 uL produto de DNA quantificado + 99,153 uL de agua Milli Q, para
obter 1ng/uL.

Foram preparados cinco microtubos contendo 90 pL de agua Milli Q
estéril cada. Da amostra contendo 1 ng/uL, retirou-se 10 uL que foram diluidos
em 90 pL de agua MiliQ contido no primeiro microtubo. Deste foram procedidas
diluicdes sucessivas, em base 10, nos demais. Desta forma, obteve-se as
concentragdes de DNA de 1 ng/pL, 100 pg/uL, 10 pg/uL, 1 pg/uL, 100 fg/uL, 10
fg/uL (Figura 8).
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0,847 pL
7 > 7 > 7 > (T x> [T > (7 >

vV VvV VYV VY

Solugdo-mae 1ng/ pyL 100pg/ uL 10pg/ uL 1pg/ uL 100fg/uL  10fg/ pL
118ng/ uL

FIGURA 8. Esquema das diluicbes seriadas realizadas com amostra de DNA
quantificado de E. coli (amostra de referéncia) para avaliacdo da sensibilidade
analitica da técnica de mPCR. Botucatu-SP, 2011.

As solugdes de DNA de S. aureus, S. agalactiae e E. coli, bem como
suas respectivas dilui¢des, foram submetidas a mPCR, individualmente, e em
conjunto. Foi considerado como limiar de deteccdo para cada DNA-alvo a
ultima diluigdo onde houve visualizagdo de banda (produto de mPCR) a

eletroforese.

4.8.3 Teste de especificidade analitica da mPCR

Para testar a especificidade dos iniciadores (S. aureus, S. agalactiae e
E. coli) frente a presenca do material genémico de outras espécies bacterianas
comumente encontradas em amostras de leite, foram utilizados os DNAs de
linhagens padrao de S. intermedius, S. epidermidis, S. uberis, S. dysgalactiae e

P. aeruginosa, adquiridas no INCQS do Rio de Janeiro.

4.8.4 Teste de reprodutibilidade da mPCR

A reprodutibilidade dos produtos da mPCR foi testada por meio da
andlise do DNA de cinco amostras selecionadas ao acaso do total das
estudadas, mais os DNAs das linhagens padrédo de S. aureus, S. agalactiae e
E. coli, utilizados como controles positivos. Foram realizadas reagdes de
amplificagdo durante cinco dias consecutivos para a avaliagdo da

reprodutibilidade entre testes.
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4.9 Analise dos resultados

A prevaléncia de S. aureus, S. agalactiae e E. coli nos rebanhos
estudados foi obtida com base nos resultados de cultivo microbiolégico e
mPCR.

O teste ajustado de x2 de McNemar (Phuektes et al., 2001) foi utilizado
para o calculo da acuracia, sensibilidade, especificidade, valores preditivos
positivos e negativos da técnica de mPCR frente ao cultivo microbioldgico.
Probabilidades menores que 0,05 foram consideradas significativas.

Os resultados obtidos pelas técnicas de cultivo microbiolégico e de
mPCR a partir das amostras de leite dos tanques de expanséo avaliados, bem
como os resultados de cultivo microbiolégico das amostras de leite dos quartos
mamarios dos animais dos rebanhos foram avaliados frente aos dados
epidemiologicos das propriedades, para a andlise da relagdo entre as
condigbes gerais de ordenha e os resultados obtidos pelas técnicas

diagndsticas.
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5 — ResuLTAbos

5.1 Questionério epidemioldgico e caracteristicas das propriedades

Os resultados dos questionarios epidemioldgicos aplicados nas vinte
propriedades leiteiras avaliadas estao apresentados nas tabelas 3a e 3b.

Nas figuras 9 e 10 estao apresentados diferentes sistemas de ordenha,
utilizados em algumas das propriedades envolvidas no estudo.

Nas tabelas 4a e 4b s&do apresentados os resumos das caracteristicas
das fazendas, com base nas condi¢des de higiene e manejo de ordenha; média

de producao leiteira e de CCS das amostras de leite dos tanques de expansao.
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TABELA 3a. Caracteristicas gerais das propriedades leiteiras avaliadas (1 a 10), localizadas no centro oeste do Estado de Séao
Paulo. Botucatu, 2011.
Propriedades leiteiras
Caracteristicas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Localizag&o (municipio) Botucatu Nova Odessa Areidpolis Pardinho Séo Pedro Séo Pedro l';z:ﬁgz Porto Feliz Itatinga Itatinga
Produgéo total de leite (L/dia) 1.300 3.300 1.400 2.000 7.345 3.200 500 2.400 1.700 295
No. de animais em lactagéo 75 126 94 116 273 160 29 129 90 40
Numero de animais avaliados 7 123 87 110 51 56 27 58 86 44
Média diaria de produgéo de leite por 17,3 26,1 14,8 17,2 26,9 20 17,2 18,6 18,8 73
animal
No. de ordenhas diarias 2 3 2 2 3 3 2 2 2 2
No. de animais com mastite clinica 0 2 10 2 0 1 1 2 2 0
Sistema de ordenha Canalizado Canalizado Canalizado Canalizado Canalizado Canalizado Canalizado Canalizado Canalizado Canalizado
Lavagem dos tetos antes da ordenha Sim Sim Nao Nao Nao Sim Sim Nao Sim Sim
Secagem dos tetos / como Papel toalha Papel toalha Jornal Papel toalha Papel toalha Papel toalha Papel toalha Papel Papel toalha Papel toalha
toalha

Pré dipping / desinfetante utilizado Sim / cloro Sim / cloro Sim / cloro Sim / cloro Sim / iodo Sim / cloro Sim / cloro Sim / iodo Sim / iodo Sim / cloro
Pos dipping / desinfetante utilizado Sim / iodo Sim / iodo Sim / cloro Sim / iodo Sim / iodo Sim / iodo Sim / iodo Sim / iodo Sim / iodo Sim / iodo
Faz prova Tamis (caneca telada de Nao Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
fundo escuro)
Faz teste CMT Néo Sim Néo N&o Sim Sim Néo Sim Néo Néo
Critério para tratamento de mastite Aleatério Antibiograma Aleatério Aleatério Aleatério Aleatdrio Aleatério Aleatério Aleatério Aleatério
clinica
Desinfecgéo teteiras pos-ordenha / Sim / cloro Sim / cloro Nao Sim / cloro Sim / cloro Sim / cloro Sim / cloro Sim / cloro Sim / cloro Sim / cloro
desinfetante
Manejo animais pés-ordenha Alimentagao Alimentagao Alimentagao Alimentagao Alimentagéo Alimentagao Alimentagao Repouso Alimentagao Alimentagao
Realiza terapia/profilaxia vaca seca Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Nao
Limpeza diaria equipamentos ordenha Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Registra os animais Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Acompanhamento veterinario Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Condigéo de higiene Ruim Satisfatoria Regular isfatoria isfatoria i dria isfatoria Regular Satisfatoria Ruim
Estrutura da sala de ordenha Regular Satisfatoria Regular Satisfatoria Satisfatoria Satisfatoria oria isfatoria isfatoria Ruim
Higienizag&o do tanque Dias alternados Diaria Diaria Dias Diaria Diaria Diaria Diaria Diaria Dias

alternados alternados
CCS do tanque (x 10° células/mL) 230 59 138 544 236 160 815 306 418 1.422
CBT* do tanque (UFC/mL) 2,2x10° 1,0x10° 2,3x10° 4,7 x 10 4,9x10* 1,6 x10° <10 1,4 x10° 4,7 x10* 4,8 x10°
Classificagédo B A B B A A B B A B

*mesofilos
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TABELA 3b. Caracteristicas gerais das propriedades leiteiras avaliadas (11 a 20), localizadas no centro oeste do Estado de Sao

Paulo. Botucatu, 2011.

Propriedades leiteiras

Caracteristicas 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Santa Rita Conchas Botucatu
Localizagao (municipio) Lins Agudos Botucatu Botucatu Itatinga Araras Nova Odessa do Passa
Quatro
Produgéo total de leite (L/dia) 4.700 19.800 450 120 900 34.000 700 2.200 1.050 80
No. de animais em lactagdo 260 580 75 19 39 970 65 96 46 28
Numero de animais avaliados 54 85 75 19 39 330 61 94 46 28
Média diaria produgdo leite por 18 34,1 6 6,3 23 35 10,7 22,9 22,8 2,8
animal
No. de ordenhas diarias 3 3 1 2 2 3 2 2 2 1
No. de animais com mastite clinica 10 6 1 10 5 6 2 1
Sistema de ordenha Canalizado Canalizado Balde ao pé Balde ao pé Balde ao pé Canalizado Canalizado Canalizado Canalizado Balde ao pé
Lavagem dos tetos antes da Sim Néo Néo Néo Nao Sim Sim Néo Néo Néo
ordenha
Secagem dos tetos / como Papel toalha Papel toalha Nao Nao Jornal Papel toalha Papel toalha Papel toalha  Papel toalha Pano
Pré dipping / desinfetante utilizado Sim / iodo Sim / cloro Nao Nao Nao Sim / cloro Sim / cloro Sim / cloro Sim / &cido Nao
latico

Pés dipping / desinfetante utilizado Sim / iodo Sim / cloro Nao Nao Nao Sim / iodo Sim / iodo Sim / iodo Sim / iodo Nao
Faz prova Tamis (caneca telada de Sim Sim Nao Nao Sim Sim Sim Sim Sim Nao
fundo escuro)
Faz teste CMT Nao Néo Nao Nao Nao Sim Nao Nao Sim Nao
Critério para tratamento de mastite Aleatdrio Aleatério Aleatdrio Aleatério Aleatdrio Antibiograma Antibiograma Aleatério Aleatério Aleatdrio
clinica
Desinfecgéo teteiras pos-ordenha / Sim / cloro Sim Sim / cloro Sim / cloro Sim / cloro Sim / cloro Sim / cloro Sim / cloro Sim / cloro Sim / cloro
desinfetante
Manejo animais pés-ordenha Alimentacéo Alimentacéo Repouso Repouso Repouso Alimentacéo Alimentacéo Alimentacédo Alimentacédo Repouso
Realiza terapia/profilaxia vaca seca Sim Sim Nao Nao Nao Sim Sim Sim Sim Nao
Limpeza  diaria  equipamentos Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
ordenha
Registra os animais Sim Sim Nao Nao Nao Sim Sim Sim Sim Nao
Acompanhamento veterinario Sim Sim Nao Nao Nao Sim Sim Sim Sim Nao
Condigéo de higiene Regular Satisfatoria Regular Regular Ruim Satisfatéria i oria i oria i oria Regular
Estrutura da sala de ordenha Satisfatéria Satisfatoria Regular Regular Ruim isfatoria S, oria Oria Oria Regular
Higienizagao do tanque Dias Diaria Dias Dias Dias Diaria Diaria Diaria Diaria Dias

alternados alternados alternados alternados alternados
CCS do tanque (x 10° células/mL) 735 113 120 550 267 391 528 827 590 400
CBT* do tanque (UFC/mL) 7,3x 10 7,0x 10° 3,1x10° 2,2x10° 6,0 x 10" <10 <10 2,8x10° 2,6 x 10° 1,3x10"
Classificacdo B A C C C A A A A C

*mesdfilos
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FIGURA 9. A: Sistema de ordenha bovino tipo balde-ao-pé. B: Sistema de
ordenha tipo canalizado, com manejo de bezerro ao pé. C: Sistema de ordenha

bovino tipo canalizado convencional. Botucatu-SP, 2011.
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FIGURA 10. A: Sistema de ordenha bovino tipo canalizado de alta tecnificagao.
B: Vacas de excelente genética e elevada producgéo leiteira, em sistema de

ordenha tecnificado. Botucatu-SP, 2011.
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TABELA 4a. Resumo das principais caracteristicas observadas entre as vinte

propriedades leiteiras avaliadas, do Estado de S&ao Paulo. Botucatu-SP, 2011.

Caracteristica Ocorréncias
Condigdes satisfatorias de ordenha (Grupo A) 9 (45%)
Condicgbes regulares de ordenha (Grupo B) 7 (35%)
Condigbes insatisfatérias de ordenha (Grupo C) 4 (20%)
Sistema de ordenha 16 (80%) canalizado
4 (20%) balde ao pé
Lavagem tetos antes ordenha 9 (45%) sim
11 (65%) nado
Secagem tetos 2 (10%) nao

15 (75%) papel toalha

2 (10%) jornal

1 (5%) pano
Pré-dipping 4 (20%) nao

11 (55%) cloro

4 (20%) iodo

1 (5%) acido latico
Pds-dipping 4 (20%) nao

14 (70%) iodo

2 (10%) cloro

Prova de Tamis 16 (80%) sim

4 (20%) ndo
CMT 6 (30%) sim

14 (%70) ndo
Tratamento mastite 17 (85%) sem base em

antibiograma
3 (15%) com base em
antibiograma

Desinfecgao teteiras pés-ordenha 19 (95%) sim
1 (5%) néo
Manejo pos-ordenha 15 (75%) alimentacgéo
5 (25%) repouso
Terapia/profilaxia vaca seca 15 (75%) sim
5 (25%) nado
Acompanhamento veterinario 16 (80%) sim
4 (20%) nao
Higiene sala ordenha 3 (15%) insatisfatéria

6 (30%) regular

11 (55%) satisfatoria
Estrutura sala ordenha 2 (10%) insatisfatéria

5 (25%) regular

13 (65%) satisfatéria

Higienizac&o tanque expansao 8 (40%) diaria
12 (60%) em dias
alternados
Limpeza didria sala ordenha 20 (100%) sim
Registra os dados dos animais 16 (80%) sim

4 (20%) néo
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Na Figura 11 sdo apresentadas condigdes insatisfatérias de higiene e de

manejo em algumas das propriedades envolvidas no estudo.

R

- ! '\
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FIGURA 11. Propriedades leiteiras com manejo higiénico deficitario. A:
presenga de cdo na sala de ordenha. B: conjunto de ordenha sujo com fezes
bovinas. C: bovino em repouso na lama, imediatamente apds ordenha. D:
intenso grau de sujidade do ubere em animal recém-chegado a sala de

ordenha. E e F: utilizagdo de pano para secagem dos tetos. Botucatu-SP, 2011.
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FIGURA 12. Procedimento de desinfec¢gdo do conjunto de ordenha (sistema
balde ao pé) realizado em uma das 20 propriedades avaliadas, localizadas no

centro oeste do Estado de Sao Paulo. Botucatu-SP, 2011.

FIGURA 13. Procedimento de desinfecgdo back-flushing dos conjuntos de
ordenha (sistema canalizado), realizado em uma das 20 propriedades

avaliadas, localizadas no centro oeste do Estado de Sdo Paulo. Botucatu-SP,

2011.
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Na Figura 14 sado apresentadas condigdes satisfatérias de higiene e

manejo em algumas das propriedades envolvidas no estudo.

F
A
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FIGURA 14. Propriedades leiteiras com manejo e higiene satisfatérios. A:
realizagcao de pré-dipping com acido latico. B: tetos limpos e secos antes da
ordenha. C e D: Sala de ordenha limpa. E: Tetos com solugao desinfetante
(iodo glicerinado) — pdés-dipping. F: Animais se alimentando apds ordenha.
Botucatu-SP, 2011.
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TABELA 4b. Resumo das principais caracteristicas observadas entre as vinte
propriedades leiteiras avaliadas, localizadas no centro oeste do Estado de Sao
Paulo. Botucatu-SP, 2011.

Caracteristica Ocorréncias

Producéo diaria de leite/propriedade (L) Média: 4.372
Mediana: 1.550
Total geral: 87.445

Produgéo diaria de leite/animal (L) Média: 18,3
Mediana: 18,3
Total geral: 366

Animais em lactagao Média: 165
Mediana: 92
Total geral: 3.310

Numero de animais com mastite clinica Média: 3,3
Mediana: 2
Total geral: 67

Numero de animais avaliados 1.550

Numero de amostras de leite avaliadas 6.066

5.2 CMT

Na Figura 15 esta representado um exemplo de analise de leite pelo

CMT. Os resultados obtidos pela prova de CMT sao apresentados na Tabela 5.

'\

FIGURA 15. Amostra de leite bovino submetida ao CMT. Nota-se coagulagao

(gelificagao) classificada como trés cruzes, caracterizando mastite subclinica.
Botucatu-SP, 2011.
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TABELA 5. FreqUéncias (absoluta e relativa) de resultados ao CMT a partir de amostras de leite colhidas dos quartos mamarios de

vacas em produgao das 20 propriedades avaliadas, localizadas no centro oeste do Estado de Sao Paulo. Botucatu-SP, 2011.

Fazenda Negativo 1+ 2* 3* Tghablcl}?: iitzlate '\éll?r? itcl:t: pe:—deizlooss**

1 (n=308) 241 (78,2%) 28 (9,1%) 19 (6,2%) 20 (6,5%) 67 (21,8%) 0 0

2 (n=481) 406 (84,4%) 25 (5,1%) 18 (3,7%) 30 (6,2%) 73 (15,2%) 2 (0,4%) 11 (2,2%)

3 (n=329) 197 (59,8%) 45 36 (10,9%) 51 (15,5%) 132 (40,1%) 0 19 (5,4%)
(13,7%)

4 (n=428) 343 (80,1%) 15(3,5%) 17 (3,9%) 53 (12,4%) 85 (19,8%) 0 12 (2,7%)

5 (n=198) 144 (72,7%) 10 (5,0%) 11 (5,5%) 33 (16,6%) 54 (27,2%) 0 6 (2,9%)

6 (n=223) 178 (79,8%) 14 (6,3%) 16 (7,2%) 15 (6,7%) 45 (20,2%) 0 1(0,4%)

7 (n=106) 79 (74,5%) 9 (8,5%) 10 (9,4%) 8 (7,5%) 27 (25,5%) 0 2 (1,85%)

8 (n=229) 172 (75,1%) 9 (3,9%) 13 (5,7%) 32 (13,9%) 54 (23,6%) 3 (1,3%) 3(1,3%)

9 (n=348) 283 (81,3%) 28 (8,0%) 25 (7,1%) 12 (3,4%) 65 (18,6%) 0 0

10 (n=174) 74 (42,5%) 39 22(12,6%) 39 (22,4%) 100 (57,4%) 0 2 (1,1%)
(22,4%)

11 (n=209) 128 (61,2%) 31 23 (11%) 27 (12,9%) 81 (38,7%) 0 7 (3,3%)
(14,8%)

12 (n=333) 204 (61,2%) 33(9,9%) 34(10,2%) 62 (18,6%) 129 (38,7%) 0 7(2,1%)

13 (n=297) 229 (77,1%) 29 (9,7%) 22 (7,4%) 17 (5,7%) 68 (22,8%) 0 3 (1,0%)

14 (n=76) 49 (64,4%) 8(10,5%) 11 (14,4%) 8 (10,5%) 27 (35,5%) 0 0

15 (n=155) 104 (67%) 25 18 (11,6%) 8 (5,1%) 51 (32,9%) 0 1(0,6%)
(16,1%)

16 (n=1273) 853 (67%) 35 (2,7%) 83 (6,5%) 302 (23,7%) 420 (32,9%) 11 (0,8%) 55 (4,3%)

17 (n=239) 156 (65,2%) 22 (9,2%) 29 (12,1%) 32 (13,3%) 83 (34,7%) 5(2,0%) 5 (2,0%)

18 (n=369) 276 (74,7%) 10 (2,7%) 23 (6,2%) 60 (16,2%) 93 (25,2%) 0 7 (1,8%)

19 (n=179) 129 (72,0%) 16 (8,9%) 17 (9,4%) 17 (9,4%) 50 (27,9%) 0 5(2,7%)

20 (n=112) 95 (84,8%) 9 (8,0%) 5 (4,4%) 3 (2,6%) 17 (15,1%) 0 0

Total (n=6.066) 4.340 (71,6%) 440 (7,2%) 430 (7,4%) 829 (13,6%)  1.721(28,3%) 21 (0,3%) 146 (2,4%)

n: total de amostras de leite analisadas; 1+: uma cruz; 2+: duas cruzes; 3+: trés cruzes.
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5.3 Isolados bacterianos
Na Figura 16 sao apresentadas caracteristicas fenotipicas dos isolados

bacterianos obtidos de amostras de leite de tanques de expansao.

FIGURA 16. Isolados bacterianos obtidos a partir de amostras de leite bovino,
colhidas de tanques de expansdo. A esquerda, caracteristicas fenotipicas
macroscopicas das colénias. A direita, caracteristicas fenotipicas
microscoépicas visualizadas em microscopio Optico com o6leo de imersao,
coloragcéo de Gram e aumento de 100 vezes. A: colénias de estafilococos beta-
hemoliticos isolados em agar sangue. B: cocos Gram positivos, dispostos em
grupamentos (cachos-de-uva). C: colbnias de estreptococos beta-hemoliticos
isolados em agar sangue. D: cocos Gram positivos, dispostos em cadeias. E:
colénias de enterobactérias, lactose positivas, isoladas em agar MacConkey. F:
bacilos Gram negativos. Botucatu-SP, 2011.
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Nas Tabelas 6 e 7 estdo apresentados os resultados de isolamento
microbiano das amostras de leite colhidas dos animais, e nas Tabelas 8 e 9 os
isolados obtidos em amostras de leite dos tanques de expansdo das 20

propriedades avaliadas.
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TABELA 6. Frequéncias (absoluta e relativa) de isolados bacterianos, frente ao total de amostras de leite avaliadas, de vacas em

produgéo das 20 propriedades avaliadas, localizadas no centro oeste do Estado de Sao Paulo. Botucatu-SP, 2011.

Fazenda S. aureus S. agalactiae E. coli Staphylococcus sp.  Streptococcus sp. Corynebacterium sp. Leveduriformes Outros
1 (n=308) 10 (3,2%) 0 0 17 (5,5%) 10 (3,2%) 18 (5,8%) 1(0,3%) 1(0,3%)
2 (n=481) 13 (2,7%) 0 5 (1,0%) 7 (1,4%) 10 (2,0%) 0 0 0
3 (n=329) 15 (4,5%) 12 (3,6%) 4 (1,2%) 33 (10,0%) 57 (17,3%) 59 (17,9%) 0 2 (0,6%)
4 (n=428) 12 (2,8%) 1(0,2%) 0 16 (3,7%) 7 (1,6%) 20 (4,6%) 1(0,2%) 1(0,2%)
5 (n=198) 1(0,5%) 1(0,5%) 0 9 (4,5%) 2 (1,0%) 32 (16,2%) 1(0,5%) 1(0,5%)
6 (n=223) 6 (2,7%) 0 0 4 (1,8%) 3(1,3%) 21(9,4%) 0 1(0,4%)
7 (n=106) 3(2,8%) 0 0 10 (9,4%) 3(2,8%) 1(0,9%) 3(2,8%) 1(0,9%)
8 (n=229) 6 (2,6%) 2 (0,9%) 0 3 (1,3%) 8 (3,5%) 25 (10,9%) 0 1(0,4%)
9 (n=348) 11(3,1%) 0 0 3(0,8%) 7 (2,0%) 32(9,1%) 1(0,2%) 1(0,2%)
10 (n=174) 42 (24,1%) 0 5 (2,8%) 23 (13,2%) 17 (9,7%) 46 (26,4%) 0 6 (3,4%)
11 (n=209) 8 (3,8%) 0 1(0,4% 11 (5,2%) 5 (2,3%) 30 (14,3%) 1(0,4%) 1(0,4%)
12 (n=333) 11 (3,3%) 1(0,3%) 11 (3,3%) 21(6,3%) 17 (5,1%) 20 (6,0%) 1(0,3%) 9 (2,7%)
13 (n=297) 10 (3,3%) 1(0,3%) 0 9 (3,0%) 7 (2,3%) 36 (12,1%) 0 0
14 (n=76) 16 (21,0%) 0 0 3 (3,9%) 1(1,3%) 20 (26,3%) 0 0
15 (n=155) 35 (22,5%) 0 0 8 (5,1%) 2 (1,2%) 22 (14,1%) 1(0,6%) 2 (1,2%)
16 (n=1273) 8 (0,6%) 0 5 (0,3%) 50 (3,9%) 73 (5,7%) 3(0,2%) 0 28 (2,1%)
17 (n=239) 11 (4,6%) 0 5 (2,0%) 25 (10,4%) 24 (10,0%) 17 (7,1%) 0 0
18 (n=369) 0 14 (3,7%) 1(0,2%) 28 (7,5%) 5 (1,3%) 12 (3,2%) 2 (0,5%) 4 (1,0%)
19 (n=179) 4(2,2%) 1(0,5%) 1(0,5%) 8 (4,4%) 3(1,6%) 19 (10,6%) 0 1 (0,5%)
20 (n=112) 5 (4,4%) 3 (2,6%) 0 4 (3,5%) 1(0,8%) 4 (3,5%) 0 0
Total 227 (3,7%) 36 (0,5%) 38(0,6%) 292 (4,8%) 262 (4,3%) 437 (7,2%) 12(0,2%) 60 (1,0%)
(n=6.066)

n: total de amostras de leite avaliadas.**total de quartos mamarios improdutivos
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TABELA 7. Frequéncias (absoluta e relativa) de isolados bacterianos, frente ao
total de isolamentos obtidos a partir de amostras de leite de vacas em
producdo das 20 propriedades avaliadas, localizadas no centro oeste do
Estado de Sdo Paulo. Botucatu-SP, 2011.

Micro-organismo Frequéncia Freqléncia
absoluta relativa (%)

Corynebacterium sp. 437 32,0

Staphylococcus sp. 292 21,4

Streptococcus sp. 262 19,3

S. aureus* 227 16,6

Outros** 60 4,4

E. coli* 38 2,7

S. agalactiae* 36 2,6

Leveduriformes 12 0,8

TOTAL 1.364 100

*Frequiéncia dos micro-organismos-alvo: 301 (22%)
**Demais micro-organismos nao-alvos, tais como outras espécies de enterobactérias, Pseudomonas sp.,

entre outros.
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TABELA 8. Micro-organismos isolados a partir de amostras de leite dos tanques de expansao de 20 propriedades avaliadas,

localizadas no centro oeste do Estado de Sao Paulo. Botucatu, 2011.

Fazenda S. aureus S. agalactiae E. coli Staphylococcus sp. Streptococcus sp. Corynebacterium sp. Leveduriformes Outros**
1 - - - + + - - +
2 - - + + + - - -
3 - - + - - - - +
4 - - - + - - - +
5 - - - + - - - +
6 - - - + - - - -
7 - - - + + - + -
8 - + - - - - - +
9 + - - - + - - +
10 + - + - + - - +
11 - - - + + + - +
12 - + + - - - - +
13 + - + - + - - +
14 + - - + - - - -
15 + - + - - - - +
16 - - - - + - + +
17 - - - - + - - +
18 - - + - + - - +
19 + - + + + - - +

20 - - - - + - - +
Frequéncia® 6 (30,0%) 2(10,0%) 8 (40,0%) 9 (45,0%) 12 (60%) 1(5,0%) 2(10,0%) 16 (80,0%)

*Relativa ao total de amostras de leite de tanque avaliadas. ** Demais micro-organismos nao-alvos, tais como outras espécies de enterobactérias, Pseudomonas sp., entre
outros.
+: isolamento do agente (amostra positiva); -: auséncia de isolamento do agente (amostra negativa).
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TABELA 9. Frequéncias (absoluta e relativa) de isolados bacterianos, frente ao
total de isolamentos obtidos a partir de amostras de leite de tanque de
expansao de 20 propriedades localizadas no centro oeste do Estado de Sao
Paulo. Botucatu-SP, 2011.

Micro-organismo Frequéncia FreqUéncia
absoluta relativa (%)

Outros* 16 28,5

Streptococcus sp. 12 21,4

Staphylococcus sp. 9 16,0

E. coli 8 14,2

S. aureus 6 10,7

S. agalactiae 2 3,5

Leveduriformes 2 3,5

Corynebacterium sp. 1 1,7

TOTAL 56 100

*Demais micro-organismos n&o-alvos, tais como outras espécies de enterobactérias, Pseudomonas sp.,

entre outros.

5.4 CCS
Os resultados de CCS (média do pool das amostras de leite dos animais
avaliados, e média das amostras de leite dos tanques de expansao), estédo

apresentados na Tabela 10.
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TABELA 10. Resultado da Contagem de Células Somaticas (CCS) realizada a
partir de amostras de leite dos rebanhos em produgdo e dos tanques de
expansao de 20 propriedades avaliadas, localizadas no centro oeste do Estado
de Sao Paulo. Botucatu-SP, 2011.

Propriedade = CCS x 10° CCS x 10° CCSx 10° Classificacdo
(identificagdo)  (Média do (Mediana do (tanque de propriedade**
rebanho)* rebanho) expansao)

2 436 80 59

12 538 83 113

6 361 56 160

5 435 136 236 A
16 1260 420 391

9 483 156 418

17 878 120 528

19 827 232 590

18 1198 371 827

3 405 108 138

1 421 165 230

8 683 207 306

4 607 155 544 B
11 537 290 735

7 740 231 815

10 1940 984 1422

14 11 3 11

13 55 9 120 c
15 1192 249 267

20 17 0 400

*Média dos animais avaliados
**Segundo condigbes gerais de higiene de ordenha

CCS geral dos tanques de expanséao Média: 442,4 (x10°
células/mL)
Mediana: 395,5 (x10°
células/mL)

Na Tabela 11 apresenta-se a distribuicdo das propriedades avaliadas,

com relacéo a CCS obtidas nas amostras de leite dos tanques de expanséo.
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TABELA 11. Distribuicdo das 20 propriedades leiteiras avaliadas, de acordo

com a contagem de células somaticas (CCS) no leite de mistura (tanque de

expansao), realizada pela técnica de citometria de fluxo. Botucatu-SP, 2011.

CCS (céls/mL x 10°) n %

<200 5 25
200 a 400 6 30
401 a 750 6 30
751 a 1000 2 10
> 1000 1 5

Total 20 100

céls/mL: células por mililitro de leite; n: numero de propriedades leiteiras; %: porcentagem.

TABELA 12. Numero de unidades formadoras de coldnias (UFC) de micro-

organismos mesofilos e psicrotréficos por mL de amostras de leite, obtidas de

tanques de expansdo em 20 propriedades leiteiras localizadas no centro-oeste
do Estado de Sao Paulo. Botucatu-SP, 2011.

: Classificagao Mesofilos Psicrotroficos
Propriedades das (UFC/mL) (UFC/mL)
(identificaggo) propriedades™ Média Média

2 A 1,0x 10° 2,0x 10°

5 A 49x10* <10°

6 A 1,6 x 10° 41x10°

9 A 47 x10° 3,3x 10’

12 A 7,0 x 10° 1,7 x10°

16 A <10° <10°

17 A <10° <10°

18 A 2,8x10° <10°

19 A 2,6 x10* <10°

1 B 2,2x10° 1,1 x 10°

3 B 2,3x10° 50x10°

4 B 4,7 x 10" <10°

7 B <10° <10°

8 B 1,4 x 10° 0,8 x10°

10 B 4,8x10° 2,6 x10°

11 B 7,3x10* <10°

13 C 3,1x10° 44x10°

14 C 2,2x10° 7,0x 10*

15 C 6,0 x 10* 3,3x 10’

20 C 1,3x 10" 6,3 x 10°

Isolamento e contagem de UFC realizada em Petrifim®.
Diluicdes das amostras: 10°,10%e 10° para mesdfilos e 102, 10%e 10™ para psicrotroficos.
*Segundo condi¢des gerais de higiene de ordenha.
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5.5 CBT (tanques de expanséo)

Na Tabela 12, estdo apresentados os resultados de CBT das amostras
de leite obtidas do tanque de expansdo, das vinte propriedades leiteiras
avaliadas. As distribuicbes das fazendas de acordo com a contagem de
mesofilos e de psicrotroficos no leite de mistura estdo apresentadas,

respectivamente, nas tabelas 13 e 14.

TABELA 13. Distribuicdo das 20 propriedades leiteiras avaliadas de acordo
com a contagem de mesdfilos no leite de mistura (tanque de expansao), pela

utilizagdo do Petrifilm®. Botucatu-SP, 2011.

Mesofilos UFC/mL n %
<10* 4 20
10*a 10° 7 35
10°a 10° 4 20
10°a 10’ 4 20
> 10’ 1 5
Total 20 100

UFC/mL: unidades formadoras de col6nias por mililitros; n: nimero de propriedades leiteiras; %: porcentagem.
TABELA 14. Distribuicdo das 20 propriedades leiteiras avaliadas de acordo

com a contagem de psicrotréficos no leite de mistura (tanque de expanséo),

pela utilizagdo do Petrifilm®. Botucatu, 2011.

Psicrotroficos UFC/mL n %

<10* 13 65

10%a 10° 1 5

10°a 10° 5 25

10%°a 10’ 1 5

> 10’ 0 0

Total 20 100
UFC/mL: unidades formadoras de colénias por mililitros; n: nimero de propriedades leiteiras; %:
porcentagem.

5.6 mPCR

Na Figura 17 estdo apresentados os produtos da mPCR, visualizados
em gel de agarose, pela técnica de eletroforese. Os produtos de mPCR obtidos
pela anadlise dos DNAs extraidos das amostras de leite dos tanques de

expanséo estao apresentados na Figura 18.
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FIGURA 17. Produtos de mPCR obtidos a partir de cepas de referéncia. 1: S.
aureus (1.300pb); 3: E.coli (660pb); 5: E. coli e S. agalactiae (590pb); 7: S.
agalactiae (293pb); 2,4, 6 e 8: controles negativos; 9 e 10: S. aureus, E. coli e
S. agalactiae; 11: padrdo de peso molecular 100pb (Invitrogen). Botucatu-SP,
2011.

S IO BTN 1 S 2/ S /1T 5 BT 6 R 716 B Ol 20)

600ph — R

300 pb >
200ph —»

FIGURA 18. Produtos de mPCR obtidos a partir do DNA extraido de amostras
de leite de tanques de expansdo. 1: padrao de peso molecular 100pb
(Invitrogen). 2: cepas de referéncia de S. aureus (1.300pb); E. coli (660pb) e S.
agalactiae (590pb e 293pb) — controles positivos. 3: controle negativo. 4, 6, 7,
8,9, 10, 11, 13, 16, 17, 18, 19, 20: amostras negativas. 5,12,14,15: amostras
positivas para E.coli. 12: amostra positiva para S. agalactiae. Botucatu-SP,
2011.
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Os resultados obtidos pela técnica de mPCR nas 20 amostras de leite de

tanque de expansao avaliadas estdo apresentados na Tabela 15.

TABELA 15. Resultados da mPCR para detecgdo do DNA de S. aureus, S.
agalactiae e E. coli, em 20 amostras de leite de tanques de expansao, de
propriedades localizadas no centro oeste do Estado de Sao Paulo. Botucatu,
2011.

Fazenda S. aureus S. agalactiae E. coli
1 - - -

1
1
+ 1

—
No2o©ONOO A WN
1
1
1

13 - -
14 - - ]
15 - - -
16 - - -
17 - - -
18 - ] N
19 - - +

20 - - -
+: positivo para detec¢do do DNA do agente.

-2 negativo para detecgdo do DNA do agente.

Nas tabelas 16a e 16b estdo apresentados os resultados do isolamento
microbiolégico e da mPCR a partir das 20 amostras de leite de tanques de

expanséao avaliadas.
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TABELA 16a. Micro-organismos isolados das amostras de leite dos tanques de
expansado (1 a 10) avaliados, e resultados da mPCR para pesquisa de S.

aureus, S. agalactiae e E. coli. Botucatu-SP, 2011.

mPCR para

Propriedade Micro-organismos isolados . ,
S. aureus, S. agalactiae e E. coli

Staphylococcus sp.
Streptococcus sp.

1 Enterobacter sp. Negativo
Pseudomonas sp.
Staphylococcus sp.
2 Streptococcus sp. Negativo
E. coli
3 E. coli Positivo para E. coli
Pseudomonas sp.
Staphylococcus sp. .
4 Er?te)r/obacter sp. Negativo
5 S;zg%gjﬁ]%%;f;p?' Positivo palra E. colie S.
Klebsiella sp. agalactiae
6 Staphylococcus sp. Negativo
Streptococcus sp.
7 Candida sp. Negativo
Staphylococcus sp.
S. agalactiae
8 Enterobacter sp. Negativo
Pseudomonas sp.
S. aureus
9 Klebsiella sp. Negativo
Streptococcus sp.
S. aureus
10 Str};algtt());glcl:gussp-sp. Positivo para E colieS.
E coli agalactiae

Pseudomonas sp.
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TABELA 16b. Micro-organismos isolados das amostras de leite dos tanques de
expansao (11 a 20) avaliados, e resultados da mPCR para pesquisa de S.

aureus, S. agalactiae e E. coli. Botucatu-SP, 2011.

Propriedade Micro-organismos isolados mPCR para
S. aureus, S. agalactiae e E. coli

Streptococus sp.
Staphylococcus sp.
Corynebacterium sp.
Enterobacter sp.

11 Negativo

Klebsiella sp.
12 E. coli Positivo para E. coli
S. agalactiae

E. coli
Klebsiella sp.
Streptococcus sp.
S. aureus

13 Positivo para E. coli

S. aureus
14 Klebsiella sp. Negativo
Staphylococcus sp.

S. aureus
15 E. coli Negativo
Enterobacter sp.

Nocardia sp.
Candida sp.
Streptococcus sp.
Klebsiella sp.

16 Negativo

Pseudomonas sp.
Streptococcus sp.
Klebsiella sp.
Shigella sp.

17 Negativo

Streptococcus sp.

18 E. coli

Positivo para E. coli

Streptococcus sp.
19 E. coli Positivo para E. coli
S. aureus

Streptococcus sp.
20 Klebsiella sp. Negativo
Enterobacter sp.
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TABELA 17. Ocorréncia de S. aureus, S. agalactiae e E. coli nas amostras de
leite dos rebanhos e dos 20 tanques de expansao avaliados, e resultados da

multiplex PCR para a detecgdo do DNA destes trés patdgenos. Botucatu-SP,

2011.
S. aureus S. agalactiae E. coli
Propriedade  wmR (%) MTQ  mPCRTQ MR (%) MTQ mMPCRTQ MR (%) MTQ  mPCRTQ
1 3,2 0 0 0 0 0 0 0 0
2 2,7 0 0 0 0 0 1,0 1x** 0
3 4,5 0 0 3,6 0 0 1,2 1re* 1
4 2,8 0 0 0,2 0 0 0 0 0
5 0,5 0 0 0,5 0 1 0 0 1
6 2,7 0 0 0 0 0 0 0 0
7 2,8 0 0 0 0 0 0 0 0
8 2,6 0 0 0,9 re* 0 0 0 0
9 3,1 e 0 0 0 0 0 0 0
10 24 1 A rx* 0 0 0 1 2,8 re* 1
11 3,8 0 0 0 0 0 0,4 0 0
12 3,3 0 0 0,3 (e 0 3,3 re* 1
13 3,3 Arx 0 0,3 0 0 0 Arx 1
14 21,0 1** 0 0 0 0 0 0 0
15 22,5 1** 0 0 0 0 0 1x** 0
16 0,6 0 0 0 0 0 0,3 0 0
17 4,6 0 0 0 0 0 2,0 0 0
18 0 0 0 3,7 0 0 0,2 (e 1
19 2,2 1** 0 0,5 0 0 0,5 1* 1
20 4.4 0 0 2,6 0 0 0 0 0

MR= cultivo microlégico amostras de leite do rebanho (prevaléncia em %)
MTQ= cultivo microbiolégico de amostra de leite do tanque de expanséao [0: negativo, 1*: isolamento de reduzido niumero de colbnias
(1-10 UFC/mL), 1**: isolamento de moderado numero de col6nias (11-20 UFC/mL), 1*** crescimento de grande numero de colénias
(>21 UFC/mL)]

mPCR TQ= multiplex PCR de amostra de leite do tanque de expanséo (0: negativo, 1: positivo)
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TABELA 18. Resultados de cultivo microbiolégico e de mPCR para S. aureus,
S. agalactiae e E. coli nas 20 amostras de leite de tanques de expanséao
avaliadas. Botucatu-SP, 2011.

S. aureus S. agalactiae E. coli

Propriedade Cultivo mPCR Cultivo mPCR  Cultivo mPCR
1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 1 0
3 0 0 0 0 1 1
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 1 0 1
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 1 0 0 0
9 1 0 0 0 0 0
10 1 0 0 1 1 1
11 0 0 0 0 0 0
12 0 0 1** 0 1 1
13 1 0 0 0 1 1
14 1** 0 0 0 0 0
15 1** 0 0 0 1 0
16 0 0 0 0 0 0
17 0 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 1 1
19 1** 0 0 0 1* 1
20 0 0 0 0 0 0

0: negativo

1: positivo

*numero reduzido de col6nias isoladas (1-10 UFC/mL)

**nimero moderado de colbnias isoladas (10-20 UFC/mL)
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TABELA 19. Ocorréncia de S. aureus, S. agalactiae e E. coli nas 20 amostras
de leite de tanques de expansao avaliadas, pelos métodos de cultivo
microbiolégico e multiplex PCR (mPCR). Botucatu-SP, 2011.

Micro-organismo Cultivo microbiolégico mPCR

Positivos Ocorréncia Positivos Ocorréncia

(%) (%)
S. aureus 6/20 30 0 0
S. agalactiae 2/20 10 2/20 10
E. coli 8/20 40 7/20 35

TABELA 20. Resultados da mPCR frente ao cultivo microbiologico, para a
deteccdo de S. aureus em 20 amostras de leite de tanques de expanséao, de
propriedades localizadas no centro oeste do Estado de Sao Paulo. Botucatu-
SP, 2011.

Cultivo microbiolégico S. aureus

Positivo Negativo
mPCR Positivo 0 0
S. aureus Negativo 6 14

p McNemar = 0,0313
Sens: 0; Esp: 100 %; VPP: 0; VPN: 70%; Prevaléncia: 30%; Acuracia: 70%; RVP:0; RVN: 1.
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TABELA 21. Resultados da mPCR frente ao cultivo microbioldgico, para a
detecgéo de S. agalactiae em 20 amostras de leite de tanques de expansao, de
propriedades localizadas no centro oeste do Estado de Sao Paulo. Botucatu-
SP, 2011.

Cultivo microbioldgico S. agalactiae

Positivo Negativo
mPCR Positivo 0 2
S. agalactiae Negativo 2 16

p McNemar = 1,00

Kappa=-0,1111

p=0,3096

Sens: 0; Esp: 88%; VPP: 0; VPN: 88%; Prevaléncia: 10%; Acuracia: 80%; RVP: 0; RVN: 1,13.

TABELA 22. Resultados da mPCR frente ao cultivo microbioldgico, para a
deteccdo de E. coli em 20 amostras de leite de tanques de expanséo, de
propriedades localizadas no centro oeste do Estado de Sao Paulo. Botucatu-
SP, 2011.

Cultivo microbiolégico E. coli

Positivo Negativo
mPCR Positivo 6 1
E. coli Negativo 2 11

p McNemar = 1,00

Kappa= 0,6809

p=0,0011

Sens: 75%; Esp: 91,7%; VPP: 85,7%; VPN: 84,6%; Prevaléncia: 40%; Acuracia: 85%; RVP: 9,0
RVN: 0,273.
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TABELA 23. Resultados da mPCR frente ao cultivo microbiolégico, para a
detecgédo de S. aureus, S. agalactiae e E. coli em 20 amostras de leite de
tanques de expansao, de propriedades localizadas no centro oeste do Estado
de Sao Paulo. Botucatu-SP, 2011.

Cultivo microbiolégico
S. aureus, S. agalactiae, E. coli

Positivo Negativo
mPCR Positivo 6 3
S. aureus, S. Negativo 10 41

agalactiae, E. coli
p McNemar = 0,0923
Kappa= 0,3564
p = 0,0016)
Sens: 37,5%; Esp: 93,2%; VPP: 66,7%; VPN: 80,4%; Prevaléncia: 26,7%; Acuracia: 78,3%;
RVP: 5,5; RVN:0,67.

5.7 Limiares de deteccao
5.7.1 PCR individual para S. aureus (iniciadores SAUl e SAU2)

FIGURA 19. Produtos de PCR obtidos para avaliagao do limiar de detecgao do
DNA de S. aureus, utilizando os iniciadores SAU1 e SAU2 e a cepa de
referéncia do micro-organismo (ATCC 25923), nas concentragdes de 10fg;
100fg; 1pg; 10pg; 100pg e 1ng. Controle negativo: agua MiliQ. Botucatu-SP,
2011.
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5.7.2 PCR individual para S. agalactiae (iniciadores SAGAl e
SAGA2)

Legenda:
M: PCR Sizer 100pb DNA Ladder (Norgen)
1:10fg
590pb 2:100fg
3:1pg
4:10pg
5:100pg
6:1ng
7:controle (-)

FIGURA 20. Produtos de PCR obtidos para avaliagao do limiar de detecgao do
DNA de S. agalactiae, utilizando os iniciadores SAGA1 e SAGA2 e a cepa de
referéncia do micro-organismo (ATCC 13813), nas concentragcdes de 10fg;
100fg; 1pg; 10pg; 100pg e 1ng. Controle negativo: agua MiliQ. Botucatu-SP,
2011.

5.7.3 PCR individual para S. agalactiae (iniciadores SIP3 e SIP4)

6:1ng
7:controle (-)

FIGURA 21. Produtos de PCR obtidos para avaliagao do limiar de detecgao do
DNA de S. agalactiae, utilizando os iniciadores SIP3 e SIP4 e a cepa de
referéncia do micro-organismo (ATCC 13813), nas concentragdes de 10fg;
100fg; 1pg; 10pg; 100pg e 1ng. Controle negativo: agua MiliQ. Botucatu-SP,
2011.
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5.7.4 PCR individual para E. coli (iniciadores Ecolil e Ecoli2)

Legenda:

M: PCR Sizer 100pb DNA Ladder (Norgen)
1:10fg

2:100fg

3:1pg

4:10pg

5:100pg

6:1ng

7:controle (-)

FIGURA 22. Produtos de PCR obtidos para avaliacdo do limiar de deteccéo do
DNA de E. coli, utilizando os iniciadores Ecoli1 e Ecoli2 e a cepa de referéncia
do micro-organismo (ATCC 11229), nas concentragdes de 10fg; 100fg; 1pg;
10pg; 100pg e 1ng. Controle negativo: agua MiliQ. Botucatu-SP, 2011.
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5.7.5 mPCR para S. aureus, S. agalactiae e E. coli - com DNAs das
ATCC separadas (iniciadores SAU1 e SAUZ2; Ecolil e Ecoli2; SIP3 e SIP4)

M 1502505804 50 wbaliad Rl OR LRI 2RI IS 481551651718 M

Legenda:

M:100pb DNA Ladder (Invitrogen) 7: 10fg S.aureus 13: 10fg S.agalactiac
1: 10fg E.coli 8: 100fg S.aurcus 14:100fg S. agalactiac
2:100fg E.coli 9: 1pg S.aurcus 15: 1pg S. agalactiae

3:1pg E.coli 10: 10pne S.aurcus 16: 10pg S. agalactiae

FIGURA 23. Produtos de mPCR obtidos para avaliacéo do limiar de detecgao
do DNA de S. aureus, S. agalactiae e E. coli utilizando os iniciadores SAU1 e
SAU2, SIP3 e SIP4 e Ecoli1 e Ecoli2, e as cepas de referéncia dos micro-
organismos (ATCCs 25923, 13813 e 11229), individualmente, nas
concentragbes de 10fg; 100fg; 1pg; 10pg; 100pg e 1ng. Controle negativo:
agua MiliQ. Botucatu-SP, 2011.
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5.7.6 mPCR para S. aureus, S. agalactiae e E. coli - com DNAs das
ATCC juntas (iniciadores SAU1 e SAUZ2; Ecolil e Ecoli2; SIP3 e SIP4)

Legenda:

M:100pb DNA Ladder (Invitrogen)

1. 10fg E.coli+ S.aureus + S. agalactiac

: 100fg E.coli + S.aurcus + S. agalactiae
: 1pg £.coli + S.aureus + S. agalactiac

: 10pg E.coli + S.aureus + S. agalactiac

: 100pg E.coli + S.aurcus + S. agalactiae
:Ing E.coli + S.aurcus + S. agalactiae

. 1300pb
_660pb
N _293pb

(o) VS RN N VN I 8]

FIGURA 24. Produtos de mPCR obtidos para avaliagao do limiar de deteccao
do DNA de S. aureus, S. agalactiae e E. coli utilizando os iniciadores SAU1 e
SAU2, SIP3 e SIP4 e Ecoli1 e Ecoli2, e as cepas de referéncia dos micro-
organismos (ATCCs 25923, 13813 e 11229), em conjunto, nas concentragdes
de 10fg; 100fg; 1pg; 10pg; 100pg e 1ng. Controle negativo: agua MiliQ.
Botucatu-SP, 2011.

TABELA 24. Limiares de detecgcdo dos produtos das PCRs individuais e da
mPCR para a pesquisa do DNA de S. aureus, S. agalactiae e E. coli, utilizando
os iniciadores SAU1 e SAU2, SIP3 e SIP4 e Ecoli1 e Ecoli2, a partir do material

genético extraido de cepas de referéncia. Botucatu-SP, 2011.

SAU1 e SAU2 SAGA1 e SAGA2 SIP3 e SIP4 Ecoli1 e Ecoli2
PCR individual 100pg 100pg 1ng 10pg
mPCR* 100pg NA 100pg 100pg
mPCR** 100pg NA 100pg 100pg

cepas de referéncia separadas

**cepas de referéncia juntas

NA: ndo utilizados, devido aos produtos de mPCR para S. agalactiae, utilizando os iniciadores
SAGA1 e SAGA2, apresentarem 590pb, muito semelhantes aos produtos para E. coli (660pb),
0 que poderia dificultar a identificagado a eletroforese.

pg: picograma

ng: nanograma
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5.8 Especificidade da mPCR

Apos a realizacdo de cinco repeticbes do ensaio de especificidade da
mPCR, utilizando cepas de referéncia de S. intermedius, S. epidermidis, S.
uberis, S. dysgalactiae e P. aeruginosa, verificou-se que nao houve
amplificacdo de DNA destes micro-organismos nao-alvos, comprovando a
especificidade para detecgdo de material genético de S. aureus, S. agalactiae e

E. coli, por esta técnica.

5.9 Reprodutibilidade da mPCR
Verificou-se que, apds a realizagdo de cinco repeticbes da técnica de
mPCR para amostras de leite aleatdrias, os resultados foram idénticos,

comprovando a reprodutibilidade do método.

M.Z. Troncarelli - 2011



~

ISCUSSAO




Discussao 107

6 — Discussio

6.1 Avaliagcdo do manejo de ordenha e dos dados colhidos por meio
dos questionarios epidemioldgicos

Segundo os dados apresentados nas Tabelas 3a e 3b, verifica-se que
houve envolvimento, de propriedades leiteiras das mais variadas
caracteristicas, tanto estruturais, quanto de manejo. Foram avaliadas
propriedades com 19 a 970 animais em lactagcdao e, embora todas contassem
com sistema de ordenha mecanico e tanque de expansao proprio, as mesmas
apresentavam diferentes sistemas de ordenha e distintos niveis de
tecnificagdo. Foi observado que nem todas as propriedades com elevados
volumes de produgéo de leite apresentaram classificagdo A (satisfatéria) ou B
(regular), notadamente quanto a higiene e estrutura de ordenha (Tabela 1), a
exemplo da propriedade numero 15, que produz 900 litros diarios, classificada
como C (insatisfatéria). Em contraste, a propriedade numero 10, com produgao
de 295 litros/dia, foi classificada como B.

Foi verificado que as quatro propriedades (numeros 13, 14, 15 e 20)
classificadas como C (insatisfatérias) apresentavam sistema de ordenha do tipo
“balde ao pé€”, com consideraveis falhas de manejo, a saber: ndo realizacao da
lavagem dos tetos antes da ordenha, limpeza direta dos tetos com jornal ou
pano, nao realizagao de pré e pos-dipping, nao realizagdo das provas de Tamis
e CMT, auséncia de critério para tratamento de mastite clinica, ndo realizagcéo
de terapia/profilaxia da vaca seca, auséncia de controle dos dados dos
animais, mas condi¢des de higiene na ordenha, m&o-de-obra n&o qualificada e
estrutura fisica insatisfatéria da sala de ordenha. Vale ressaltar que estas
quatro propriedades ndo eram acompanhadas por profissional Médico
Veterinario, o que reforga a importancia da assisténcia técnica para a melhoria
da qualidade do leite (LANGONI, 2000).

Em 45% das propriedades avaliadas foram encontradas condi¢cdes
satisfatorias de ordenha (Tabela 4a). Estes dados corroboram os de Fagundes
(2007), que avaliou 42 propriedades leiteiras, em duas regides do Estado de
Sao Paulo, e verificou que 33,3% e 19,1% delas apresentavam adequado
manejo higiénico-sanitario de ordenha, respectivamente, na regido 1 (S&o
Carlos) e na regido 2 (Ribeirdo Preto). Por outro lado, em ambas regides
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avaliadas, 47,6% das propriedades apresentavam condi¢des insatisfatorias de
ordenha, diferindo dos resultados obtidos no presente estudo, onde 20% e 35%
das propriedades apresentavam manejo deficitario e regular, respectivamente.

O sistema de ordenha canalizado mostrou-se predominante nas 20
propriedades avaliadas no presente estudo, o que pode estar relacionado a
média de produgao de leite/animal, que foi de 18,3 litros/dia. Constatou-se que,
para a regido avaliada, o sistema balde ao pé é utilizado em propriedades com
menor volume de producdo, embora uma delas apresentasse producao diaria
de 900 litros de leite. Estes resultados diferem dos obtidos por Fagundes
(2007), que verificaram 57% e 67% de sistema canalizado, e 43% e 33% de
sistema balde ao pé, respectivamente, nas regides 1 e 2 avaliadas, que
apresentaram média de producao de 1.000 L de leite/dia.

Em 55% das propriedades avaliadas no presente estudo a lavagem dos
tetos é realizada antes da ordenha. Constatou-se que onde se adota esta
pratica, ndo se procede a lavagem total do animal, nem do ubere, e sim
somente dos tetos, de maneira a evitar a contaminacdo do leite e dos
equipamentos de ordenha, especialmente por micro-organismos ambientais. Ja
a secagem dos tetos € uma conduta bastante frequente nas propriedades, com
a utilizacao de papel toalha em 75% dos casos, demonstrando que o habito de
utilizagao de jornal, pano ou outros tecidos, esta sendo descontinuado.

A realizagdo de pré e pdés-dipping ocorreu em 80% das propriedades
avaliadas. Foi constatado durante as visitas as propriedades que os produtores
utilizam antissépticos em concentragcdes adequadas, demonstrando correto
manejo preventivo de mastite ambiental e contagiosa. A utilizagdo de produtos
a base de cloro no pré-dipping e de iodo no pés-dipping € pratica comum entre
os produtores, embora em uma das propriedades o acido latico tem sido
utilizado no pré-dipping, com reducdo dos casos de mastite no rebanho e
menores niveis de CCS no leite de mistura.

Ainda com relagdo ao manejo pré-ordenha, embora a prova de Tamis
seja realizada em 80% das propriedades, verificou-se que o CMT néo é
realizado em 70% delas, indicando que os produtores n&o realizam
rotineiramente o diagnostico de mastite subclinica nos rebanhos. Além disso, a
escolha do tratamento de mastite clinica € realizada com base na experiéncia

profissional ou no apelo comercial de certos anti-mastiticos, ndo fundamentada
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em isolamento microbioldgico/antibiograma, em 85% das propriedades
estudadas. Mesmo considerando que ha acompanhamento veterinario em 16
das 20 propriedades avaliadas, em somente trés propriedades assistidas pelo
profissional o tratamendo dos casos de mastite clinica é fundamentado em
cultivo e antibiograma. Este aspecto é preocupante, uma vez que durante as
visitas as propriedades, muitos produtores relataram insucesso no tratamento
das vacas com mastite clinica, que acabavam por apresentar cronicidade do
quadro e/ou perda permanente da fungéo do(s) quarto(s) acometido(s).

Foi constatado que 95% dos produtores relataram realizar o
procedimento de desinfecgdo das teteiras apds a ordenha. No entanto,
verificou-se que em algumas propriedades este processo ndo é realizado
corretamente, podendo comprometer inclusive a qualidade do leite, por
contaminagao microbiolégica. Como exemplo, cita-se a imersao dos conjuntos
de ordenha em baldes contendo solugdo de cloro diluido em agua, em
proporcdes incorretas, a qual € mantida sem troca até o final da ordenha, como
exemplificado na Figura 12. O procedimento incorreto de desinfecgdo € téao
prejudicial quanto a nao realizagdo do mesmo. Em estudo realizado por
Amaral et al. (2004), a desinfeccdo das teteiras com hipoclorito de sdédio
durante a ordenha nao foi eficiente como método preventivo de reducao de
acgao das teteiras como vias de transmissao de micro-organismos para o ubere
e para o leite. Os autores constataram que a pratica de desinfecgao das
teteiras nao reduziu significativamente o numero de coliformes e de
Staphylococcus spp., destacando que, em algumas teteiras, apés o uso do
desinfetante, ocorreu aumento do numero de micro-organismos isolados.

Quanto ao manejo pds-ordenha, a maioria dos produtores (75%)
reconhece que as vacas devem ser alimentadas, para que permanegam em
estacdo, de maneira a evitar a ocorréncia de mastite ambiental e, por isso,
praticam este manejo. Além disso, em 75% das propriedades a conduta de
terapia/profilaxia da vaca seca é realizada, segundo informado pelos
produtores. Outro dado importante é que em 80% das propriedades existe
acompanhamento de profissional veterinario e registro dos dados dos animais,
demonstrando novamente a marcante orientagao técnica da producao.

Embora 100% dos produtores tenham relatado que realizam limpeza

diaria da sala de ordenha, constatou-se que em 30% delas a higiene estava
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regular e em 15% insatisfatoria, assim como em 25% das propriedades a sala
de ordenha apresentava estrutura regular e em 10% insatisfatoria. Ressalta-se
que as condigbes fisicas (estruturais) da sala de ordenha sdo fatores que
podem contribuir ou prejudicar sua adequada higienizacdo. Como exemplos,
citam-se rachaduras nos pisos e/ou revestimentos; ressecamento e fissuras
nas tubulagdes dos equipamentos de ordenha, entre outros, que podem
acumular sujidades de dificil remogao (RADOSTITS et al., 2007).

As 20 propriedades avaliadas apresentaram mediana de mais de 1.500
litros de leite produzidos por dia, com mediana de 92 animais em lactagao,
produzindo aproximadamente 18,3 litros de leite/dia. Estes resultados sao
semelhantes aos obtidos por Fagundes (2007), que verificaram média de
producao de 15,6 L/animal/dia, em 42 propriedades avaliadas no Estado de
Sao Paulo. No entanto, estas médias apresentam-se consideravelmente acima
daquela estimada para o Estado, que é de 5,1 L/animal/dia, totalizando
aproximadamente 1,5 milhdes de litros no ano de 2010, caracterizando sexto
lugar no ranking nacional de producdo, atras de MG, RS, PR, GO e SC.
(EMBRAPA, 2011). Esta disparidade pode encontrar justificativa no critério de
inclusédo do presente estudo, que previa a necessidade de ordenha mecanica e
tanque de expansao individual, geralmente presente em propriedades

tecnificadas e de maior producgao.

6.2 Ocorréncia de mastites clinica e subclinica nos rebanhos
avaliados, e isolamentos microbianos nas amostras de leite individuais e
compostas

A ocorréncia de mastite subclinica nos rebanhos estudados foi de
28,3%. Este achado foi inferior aos relatados na literatura, que atingem valores
acima de 38,7% (CUNHA et al., 2008). No entanto, o CMT realizado durante as
visitas as propriedades, permitiu a identificagdo de 13,6% casos de mastite
subclinica classificadas como trés cruzes, contra 7,2% uma cruz e 7,4% duas
cruzes. Estes resultados sao preocupantes tendo em vista que em somente
seis das 20 propriedades envolvidas no estudo o CMT era realizado como teste
de rotina diario para o monitoramento de mastite subclinica.

S. aureus foi o agente predominante nas amostras de leite cultivadas,

em relacdo aos demais micro-organismos-alvos, tendo sido isolado em
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praticamente todos os rebanhos (a excegao de um), com frequéncia de 3,7%.
Os demais micro-organismos-alvos da pesquisa, S. agalactiae e E. coli
apresentaram menores frequéncias de isolamento (0,5% e 0,6%,
respectivamente). Corynebacterium sp. foi o micro-organismo mais
frequentemente isolado nos rebanhos (7,2%), seguido de estafilococos e
estreptococos n&o hemoliticos.

Estudos indicam que, em rebanhos controlados, onde a frequéncia de
mastites € baixa, especialmente por S. aureus, o isolamento de
Corynebacterium sp. é significativo. Alguns autores chegaram a considerar este
agente como micro-organismo comensal da glandula mamaria. Apesar disso,
como apresentado na Tabela 8, ndo ha relacdo entre a maior frequéncia de
isolamento de Corynebacterium sp. nos rebanhos, com os resultados de
isolamento nas amostras de leite dos tanques de expansao, na medida em que
este micro-organismo foi isolado em somente uma das 20 amostras de leite de
mistura avaliadas. Este fato pode ser explicado pela possivel inibicdo da
multiplicagdo de Corynebacterium sp., pela presenca de outros
microrganismos, especialmente enterobactérias, que apresentam multiplicacao
rapida e abundante, competindo pelos nutrientes do meio de cultura (QUINN et
al., 2005).

Ressalta-se o isolamento abundante de micro-organismos ndo-alvos nas
amostras de leite dos tanques de expansao avaliados (Tabela 9), como outras
espeécies de enterobactérias, Pseudomonas sp., etc., embora estes micro-
organismos tenham sido isolados com reduzida frequéncia nos rebanhos
(1,0%). Estes resultados indicam possivel contaminacdo da tubulagdo do
sistema de ordenha e/ou do tanque de expansao por estes agentes, ou ainda
utilizagcado de agua contaminada na higienizagdo dos equipamentos (SANTOS e
FONSECA, 2007).

Os estreptococos e estafilococos nédo-hemoliticos, semelhante ao que
ocorreu nos rebanhos, foram isolados com maior frequéncia nas amostras de
leite dos tanques de expansdo, reforcando a importancia destes patdégenos
bacterianos causadores de mastite contagiosa, que determinam prejuizos a
qualidade final do leite de mistura (SOUZA et al., 2008).

M.Z. Troncarelli - 2011



Discussao 112

6.3 CCSe CBT

O resultado médio de CCS nas amostras de leite dos 20 tanques de
expansado avaliados foi de 442.400 células/mL, com mediana de 395.500
células/mL, valores bastante satisfatérios e muito proximos ao limite permitido
pela IN no. 51 do MAPA. Apesar de quatro propriedades terem sido
classificadas como C (insatisfatérias), com relagédo as condi¢gdes de manejo e
higiene de ordenha, os valores de CCS das amostras de leite dos tanques de
expansao, nestas propriedades, variaram de 11 mil a 400 mil células/mL. Estes
resultados sao inesperados, uma vez que em propriedades com manejo
insatisfatorio, o leite de mistura apresenta CCS acima de 800 mil células/mL,
como verificado por Fagundes (2007).

A maioria das amostras de leite dos tanques de expansao avaliadas —
17/20 (85%) — apresentou CCS até 750.000 células/mL (Tabela 11). Se for
considerada a mediana, que foi de 395.000 células/mL (Tabela 10) verifica-se
que a maior parte destas propriedades ja estaria atendendo ao limite maximo
de 400.000 células/mL para leite de mistura, em vigor desde 01/07/2011,
determinado pela IN 51 do MAPA (BRASIL, 2002). Por outro lado, quando se
considera o valor maximo vigente durante a realizagdo do estudo, ou seja, de
750.000 ceélulas/mL, constata-se que trés das 20 propriedades avaliadas (15%)
ainda estariam em desacordo com a legislacéo.

O limite maximo permitido para mesofilos no leite de mistura, de acordo
com a IN 51 (BRASIL, 2002), ¢ da ordem de 10° UFC/mL. Nove das 20
propriedades avaliadas (45%) apresentaram resultados insatisfatorios quanto a
contagem de mesofilos (Tabela 13). Ressalta-se ainda que, apesar de né&o
haver limite de contagem de psicrotroficos, pela legislagdo vigente,
considerando como 10° o limite para contagem destes micro-organismos, seis
fazendas avaliadas (33,3%) também apresentariam resultados insatisfatorios
(Tabela 14). Os micro-organismos psicrotroficos, por apresentarem
multiplicagdo mesmo em temperaturas de refrigeragédo, geralmente entre 4-8TC,
sao especialmente importantes no caso de leite de mistura, uma vez que
permanecem viaveis e determinam prejuizos a qualidade do leite, com
consequente reducao do rendimento industrial (SANTOS e FONSECA, 2007).
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6.4 mPCR

A auséncia de resultados positivos para S. aureus pela técnica de mPCR
(Tabela 15) reforga a questdo amplamente divulgada na literatura de que a
sensibilidade e especificidade de métodos moleculares para a deteccido de
agentes bacterianos em amostras de leite estdo estreitamente relacionadas,
tanto as caracteristicas dos micro-organismos — como complexidade de parede
celular, que podem dificultar a lise durante o processo de extracdo do DNA
(CREMONESI et al., 2006) — como também aos tipos de iniciadores utilizados.

Em estudo realizado por Carneiro (2009), foram avaliadas 100 amostras
de leite de tanques de expansdo de 50 propriedades no Oeste de Santa
Catarina, pela técnica de PCR utilizando os iniciadores Sa442- 1 e Sa442-2,
para a detecgcao de S. aureus. A técnica nao apresentou limiares de
sensibilidade (53,8%) e especificidade (36,5%) que justifiquem sua utilizagao
como método de detecgdo do agente em amostras de leite de tanque, quando
comparado ao cultivo microbiolégico em Baird-Parker (técnica de referéncia),
que identificou 42% de amostras positivas para a presenga do micro-
organismo.

A grande variedade de espécies isoladas nas amostras de leite de
mistura (Tabelas 16a e 16b), especialmente de enterobactérias, também pode
ter interferido na detecgdo de S. aureus pela técnica molecular. Verificou-se
ainda que nao houve relagao entre as frequéncias de isolamento de S. aureus,
S. agalactiae e E. coli nas amostras de leite individuais (quartos mamarios)
com o isolamento destas mesmas espécies nas amostras de leite dos
respectivos tanques de expansdo, sequer com a detecgdo do DNA destes
patogenos pela mPCR. Estes dados reforgam que a maior concentragdo de
micro-organismos alvo nas amostras individuais ndo necessariamente implica
em melhor deteccdo dos agentes no leite de mistura, tanto pela técnica de
cultivo convencional, quanto por técnicas moleculares. Com efeito, as analises
de amostras do leite de mistura constituem métodos diagndsticos
complementares ao monitoramento da mastite nos rebanhos, bem como da
qualidade do leite, ndo devendo substituir as analises de amostras individuais
obtidas dos quartos mamarios.

Melhores resultados de sensibilidade para a detecgao de S. aureus a

partir de amostras de leite sdo verificados quando se realiza a PCR simplex
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(convencional). Ymagishi et al. (2007) avaliaram 106 amostras de leite colhidas
de quartos individuais e do tanque de expansdao em um rebanho leiteiro no
Japao. S. aureus foi detectado em nove amostras pela PCR convencional e
somente em trés amostras pelo cultivo microbioldgico, com limiar de detecgéo
de 1 UFC/mL de leite. Em outro estudo, realizado por Faccioli (2010), foram
avaliadas 104 amostras de leite, obtidas de tanques de expans&o, pela técnica
de PCR para a pesquisa do agente. A técnica apresentou sensibilidade de
99%, com moderada concordancia com o cultivo microbiolégico, nas amostras
positivas, uma vez que o segundo deixou de detectar S. aureus em 176
(56,41%) amostras que a PCR detectou. Ha que se considerar que cerca de
50% das amostras de leite bovino cultivadas resultam negativas, e que de 10 a
30% dos animais infectados por patdégenos bacterianos de mastite apresentam
quadro autolimitante (SANTOS e FONSECA, 2007). Sendo assim, apesar dos
micro-organismos nao estarem viaveis, seu material genético pode ser
detectado pela PCR, mesmo com resultado negativo ao cultivo.

Ainda com relagdo a deteccédo de S. aureus, vale ressaltar que a
lisostafina, uma peptidase produzida por S. simulans que cliva uma
ligacao glicina-glicina de ponte cruzada interpeptidica da parede celular de S.
aureus, tem sido utilizada em protocolos de extragao para facilitar a exposicao
do DNA do agente, possibilitando sua melhor deteccéo por diversos métodos
de PCR (ZOCCHE et al., 2010). No presente estudo, foi utilizado kit comercial
para extragcao do DNA que, apesar de ser especifico para liberagdo do material
gendbmico de bactérias, tanto Gram negativas quanto positivas de amostras de
leite, ndo apresentava lisostafina em sua composicdo, o que pode ter
prejudicado o rendimento final de DNA de S. aureus.

Em contraste, quando se compara as ocorréncias de S. agalactiae e de
E. coli, pelo cultivo microbiolégico e pela mPCR, verifica-se valores muito
semelhantes (Tabela 19). No caso de S. agalactiae, a mPCR apresentou
elevados valores de especificidade (88%) e acuracia (80%) (Tabela 21). O
mesmo ocorreu para E. coli, e a técnica molecular apresentou sensibilidade de
75%, especificidade de 91,7% e acuracia de 85% (Tabela 22), além de boa
concordancia com o cultivo microbiologico. Estes resultados foram
semelhantes aos obtidos por Moussa et al. (2010), que padronizaram um
protocolo de mPCR para detecg¢do e caracterizagado de cepas de E. coli shiga
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toxigénicas (ECST) em amostras de leite e fezes de um rebanho bovino leiteiro
na Arabia Saudita. A técnica de mPCR sorogrupo-especifica detectou o DNA
de E.coli em todas as amostras que também resultaram positivas ao cultivo
bacteriolégico. Ademais, quatro cepas (7,98%) O157:H7 e trés cepas (5,36%)
0111 de amostras de fezes de animais com diarréia, bem como duas amostras
(8,33%) O111 de animais assintomaticos, que haviam sido negativas pelo
cultivo microbiolégico, resultaram positivas pela mPCR. De maneira
semelhante, uma amostra negativa ao cultivo foi positiva pela mPCR, no
presente estudo, comprovando a boa sensibilidade da técnica molecular para a
deteccao de E. coli.

Apesar da acuracia de 78,3% da técnica de mPCR em relag&o ao cultivo
microbiolégico, para a detecgao simultanea de S. aureus, S. agalactiae e E. coli
(Tabela 23), a sensibilidade do método molecular foi baixa (37,5%). Estes
resultados sao discordantes dos verificados por Phuektes et al. (2001), que
utilizaram a mPCR para detecgcao de S. aureus, S. agalactiae, S. dysgalactiae e
S. uberis em 117 amostras de leite de vacas com mastite subclinica. A mPCR
foi significativamente mais sensivel que o cultivo microbioldgico na detecgéo de
S. aureus e S. uberis, apresentando limiares de deteccdo, para cada micro-
organismo, de 10* UFC/mL e 10° UFC/mL, respectivamente. No entanto, néo
houve diferengas significativas entre a mPCR e o cultivo para a deteccao de S.
agalactiae e S. dysgalactiae.

A especificidade obtida pela mPCR, no presente estudo, foi de 93,2%,
considerada muito boa, comparavel aos valores obtidos em outros estudos,
variando de 96,3% a 100% (GILLESPIE e OLIVER, 2005; MAXWELL et al.,
2008; SILVENNOINEN et al., 2010). As caracteristicas de baixa sensibilidade e
elevada especificidade analitica apresentadas pela mPCR indicam que esta
técnica diagnostica deva ser utilizada como método confirmatério, em
complementagéo as técnicas de rotina (triagem).

Verifica-se que ndo houve diferenga entre os limiares de deteccdo da
PCR individual e da mPCR para a deteccdo do DNA de S. aureus (Tabela 24).
Estes resultados corroboram os de Riffon et al. (2001), que utilizaram a técnica
de mPCR para detecgao de S. aureus e de mais cinco patégenos bacterianos
de mastites, em amostras de leite de quartos mamarios. O limiar de deteccgao

foi de 5 x 10° UFC/mL para todos os micro-organismos, tanto pela mPCR,
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quanto pela PCR individual. Em outro estudo, Cremonesi et al. (2005)
analisaram 93 amostras de leite para deteccéo de S. aureus e de 10 genes
codificadores de toxinas estafilocdcicas. O limiar de detecgao, tanto pela PCR
individual, quanto pela mPCR, foi de 10 UFC/mL.

Para S. agalactiae, a mPCR apresentou melhor limiar de detec¢ao do
que a PCR individual. Este resultado é discordante daqueles verificados na
literatura (PHUEKTES et al., 2001; RAMESH et al., 2002; SILVA et al., 2008).
Ja no caso de E. coli, a PCR individual foi superior a mPCR.

No presente estudo, ndo houve diferenca nos limiares de deteccao de S.
aureus, S. agalactiae e E. coli quando se realizou a mPCR com os DNAs
extraidos das cepas de referéncia, analisadas em conjunto ou separadamente.
Este dado é importante, pois comprova que nao houve interferéncia de um
agente em relagdo ao outro, mesmo considerando que nas amostras de leite
colhidas, as concentragdes dos patdgenos eram distintas.

Apés a realizagcao de cinco repeticdes do ensaio de especificidade da
mPCR, utilizando cepas de referéncia de S. intermedius, S. epidermidis, S.
uberis, S. dysgalactiae e P. aeruginosa, verificou-se que nao houve
amplificagdo de DNA destes micro-organismos nao-alvos, comprovando a
especificidade para deteccdo de material genético de S. aureus, S. agalactiae e
E. coli, por esta técnica. Estes resultados sao similares aos obtidos por Riffon
et al. (2001), que utilizaram a técnica de mPCR para a deteccdo de E. coli, S.
aureus, S. agalactiae, S. dysgalactiae, S. parauberis e S. uberis em amostras
de leite inoculadas com cepas padrédo de cada micro-organismo, isoladas de
casos de mastite, utilizando sete pares de iniciadores espécie-especificos.
Neste estudo, ndo houve amplificacbes de DNAs né&o-alvos, como o de P.
aeruginosa, que foram testados frente aos iniciadores espécie-especificos
utilizados.

Verificou-se que, apos a realizacao de cinco repeticbes da técnica de
mPCR para amostras de leite aleatérias, os resultados foram idénticos,
comprovando a reprodutibilidade do método. Este dado é relevante, uma vez
que possibilita a indicagao da técnica como recurso diagndéstico complementar

para analise de grande numero de amostras de leite.
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6.5 Caracteristicas dos rebanhos e relagdo com resultados de
cultivo microbiolégico e da mPCR a partir de amostras de leite dos
tanques de expansao

Utilizando o teste x? de independéncia (P<0,05), para verificar a relagéo
entre o isolamento dos patdgenos estudados (S. aureus, S. agalactiae e E. coli)
com as técnicas diagnésticas utilizadas (cultivo microbiano a partir das
amostras de leite dos tanques de expansao e dos rebanhos, e mPCR para
analise do leite dos tanques), verificou-se que a ocorréncia destes trés micro-
organismos nao sofreu influéncia pelo tipo de sistema de ordenha, assim como
da lavagem e secagem dos tetos, da utilizacdo de pré e pos-dipping, da
realizacdo da prova de Tamis, do CMT, do tipo de tratamento usado para
mastite (baseado em antibiograma ou realizado aleatoriamente), da
desinfeccdo das teteiras, do tipo de manejo pds-ordenha (repouso ou
alimentacdo), da profilaxia/terapia da vaca seca, do acompanhamento
veterinario, das condi¢des de higiene, da higienizacdo dos tanques de
expansdao e da classificacdo da propriedade (P>0,05), para os métodos
diagnosticos utilizados.

Com base nos resultados obtidos na presente pesquisa, ressalta-se o
éxito na padronizagcao da técnica de mPCR para a deteccdo de S. aureus, S.
agalactiae e E. coli — principais micro-organismos causadores de mastites e de
especial relevancia em saude publica — em amostras de leite de mistura.
Destacam-se ainda as contribuicbes diagnosticas que esta técnica molecular
podera trazer em complementagdo aos métodos de rotina, para os programas
de monitoramento de mastite e controle da qualidade do leite, estando em linha
com a IN no. 51 do MAPA e também com as mais recentes pesquisas

realizadas no mundo sobre este aspecto.
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(oncLusBEs

A técnica de mPCR proposta foi padronizada com éxito no presente
estudo. No entanto, embora tenha apresentado excelentes valores de
acuracia para a deteccdo de E.coli e S. agalactiae, este método
molecular ndo possibilitou a detecgao de S. aureus nas amostras de leite
compostas, constituindo, portanto, recurso diagnostico ineficaz para este

patdgeno em amostras de leite bovino obtidas de tanques de expanséo;

A utilizacdo em conjunto das técnicas de cultivo microbiolégico e mPCR
possibilitou a determinacdao da freqliéncia dos micro-organismos-alvo
com excelente acuracia, a partir das amostras de leite compostas, sendo
que o cultivo apresentou maiores indices de sensibilidade e a mPCR

maior especificidade;

A maioria das amostras de leite de tanques de expansdo avaliadas
apresentou valores de CCS e CBT abaixo dos limites maximos
permitidos pela IN no. 51 do MAPA, indicando que a qualidade do leite

das propriedades amostradas apresentou-se satisfatoria;

Nao houve relacdo de dependéncia entre os resultados obtidos pelo
cultivo microbioldgico e pela mPCR com os procedimentos de ordenha
das propriedades avaliadas, sinalizando que outros fatores nao
avaliados no presente estudo também influenciaram na qualidade

microbioldgica final das amostras de leite.
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ﬁNEXO 1: Parecer da Camara de Etica em Experimentac&o Animal
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_/qNEXO 2: Questionario epidemiolégico das propriedades

Nome da Propriedade

Municipio

Producao de leite (média diaria em L)

N° médio de animais em lactagdo

N°de ordenhas / dia

N° de animais com mastite clinica

Sistema de ordenha

( ) canalizado ( ) balde ao pé

manual

Faz lavagem do teto antes da ordenha? | ( ) sim ( )néo

Seca o teto com pano ou papel toalha? | ( ) pano () papel toalha ) néo
seca

Realiza pré-dipping? ) sim ( )néo

Realiza pés-dipping? ) sim ( )nao

Qual desinfetante usa nos tetos?

) iodo ( )cloro ( )nenhum

Faz teste da caneca preta?

) sim ( )néo

Faz CMT?

) sim ( )nao

Qual o critério para o tratamento contra

mastite?

(
(
(
(
(
(

) antibiograma () aleatdrio

Desinfeta teteiras apos ordenha?

) sim ( )néao

Qual o manejo pdés-ordenha?

) animais se alimentam

) animais repousam

~| A~ ~ @~ —~~

Realiza terapia/profilaxia de vaca seca? ) sim (  )nédo

Realiza limpeza diaria da sala e dos ) sim (  )néao
equipamentos de ordenha?

Realiza registro dos dados animais? ( )sim (  )néo

Ha acompanhamento médico- | () sim (  )néo
veterinario?

Condicdes de higiene observadas ( )boa ( )regular ( )ruim
Estrutura da sala de ordenha (  )boa ( )regular ( )ruim
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ANExO 3:

Extracdo de DNA utilizando o Milk Bacterial DNA Isolation Kit (Norgen
Biotek Corporation)

Preparacéo do lisado (bactérias Gram negativas)

a. Aliquotar 1 mL da amostra de leite em microtubo.

b. Centrifugar a 14,000 x g (~14,000 rpm) durante 2 minutos.

c. Deprezar o sobrenadante invertendo o microtubo e remover levemente o depdsito de gordura na
extremidade do microtubo, utilizando pipeta de 200 pL ou suabe. Assegurar que o pellet ndo foi
destacado.

d. Adicionar 400 pL de solugéo de lise e 10 uL de Proteinase K ao pellet celular e homogeneizar bem por
vortex.

e. Incubar o lisado a 55T durante 30 minutos.

Preparacéo do lisado (bactérias Gram positivas)

a. Aliquotar 1 mL da amostra de leite em microtubo.

b. Centrifugar a 14,000 x g (~14,000 rpm) durante 2 minutos.

c. Deprezar o sobrenadante invertendo o microtubo e remover levemente o depdsito de gordura na
extremidade do microtubo, utilizando pipeta de 200 pL ou suabe. Assegurar que o pellet ndo foi
destacado.

d. Ressuspender o pellet em 100 pL de tampao de digestéo. Incubar a 37C durante 30 minutos.

Nota: Assegurar que a lisosima foi adicionada ao tamp&o de digestao.

e. Apos incubacgao, adicionar 300 pL de solugéo de lise e 10 pL de Proteinase K reconsituida a mistura de
digestdo e homogeneizar bem por vortex.

f. Incubar o lisado a 55T durante 30 minutos.

2. Ligacao da amostra a coluna

a. Apos incubacgao, adicionar 40 L de solugéo de ligagéo e 180 pL de 96-100% etanol a mistura de lise e
homogeneizar por vortex.

b. Centrifugar a amostra por 10 segundos a 14,000 x g (~14,000 rpm). Uma pequena camada lipidica
podera se formar na superficie da fase aquosa. Utilizando uma pipeta, cuidadosamente transferir a fase
aquosa limpida para a coluna que deve estar montada no tubo de colegao.

c. Centrifugar o sistema com a coluna durante 4 minutos a 5,200 x g (~8,000 rpm) para ligar o DNA
bacteriano. Se todo o liquido n&o passar pela coluna, centrifugar por mais 1 minuto a 14,000 x g (~14,000
rpm).

3. Lavagem da coluna

a. Aplicar 500 pL de solugédo de lavagem 1 a coluna e centrifugar por 3 minutos a 14,000 x g

(~14,000 rpm).

Nota: Assegurar que apropriada quantidade de etanol foi acrescida a solugéo de lavagem 1.

b. Descartar o filtrado e remontar a coluna no tubo de colegéo.

c. Aplicar 500 pL de solugdo de lavagem 2 a coluna e centrifugar novamente por 3 minutes a

14,000 x g (~14,000 rpm).

d. Assegurar que toda a solugdo de lavagem 2 passou pela coluna e que a coluna esta seca. Centrifugar
por mais um minuto se necessario.

e. Descartar o tubo de colegédo com o filtrado.

4. Eluicdo do DNA

a. Transferir a coluna ao tubo de eluigado de 1,7 mL.

b. Aplicar 100 yL de tampé&o de elui¢do a coluna e centrifugar a 2,600 x g (~6,000 rpm) por 2
minutos.

c¢. Centrifugar por mais 2 minutos a 14,000 x g (~14,000 rpm) para completar a eluicdo do DNA.
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Resumo

Com o objetivo de normatizar a cadeia produtiva visando a melhoria da qualidade do leite no Brasil, o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento delineou a IN n° 51, em vigor desde julho de
2005. Em linha com estes paradmetros objetivou-se, no presente estudo, a avaliacdo de diferentes
tipos de manejo de ordenha e seus reflexos na qualidade do leite. Foram visitadas 20 propriedades
leiteiras do Estado de Sao Paulo, Brasil, com sistema de ordenha mecanica e tanque de expanséao
proprio. Aplicou-se questionario aos funcionarios e/ou proprietarios para obtengdo de dados
epidemioldgicos e classificagdo das propriedades, segundo condi¢gdes higiénico-sanitarias de
ordenha. Amostras de leite dos rebanhos em lactagdo e dos tanques de expansao foram colhidas
para a realizagdo de cultivo microbiolégico, CCS e CBT. 45%, das propriedades foram classificadas
como A (satisfatorias), 35% como B (regulares) e 20% como C (insatisfatérias). S. aureus, S.
agalactiae e E. coli foram isolados, em 30%; 10% e 40% das amostras de leite dos tanques de
expanséo, respectivamente. A CCS apresentou mediana de 395.000 células/mL, e 55% das amostras
avaliadas resultou em valores de CBT satisfatorios para mesofilos. Verificou-se que em propriedades
onde ha realizagdo da terapia/profilaxia da vaca seca nos rebanhos, ndo houve isolamento de S.
aureus nas amostras de leite de tanque de expansao. Além disso, onde a estrutura da sala de
ordenha era satisfatéria, o agente nao foi detectado no leite de mistura. Com relagdo a avaliagao
microbiana nas amostras de leite dos rebanhos, observou-se que quando ocorreu a lavagem dos
tetos, ndo houve isolamento de S. agalactiae e quando houve a secagem dos tetos, principalmente

com papel toalha, houve maior nimero de isolamentos de S. aureus.

Introducéo

O reduzido volume de produgao de leite, bem como a qualidade do produto enviado aos
laticinios e oferecido para o consumo tem sido alvo de constante preocupacéo no Brasil. Verifica-se
que, em muitas propriedades, ainda persistem problemas de manejo, condigbes deficientes de
produgcédo, méao-de-obra pouco qualificada, limitacdbes de ordem genética dos rebanhos, nutricdo
inadequada dos animais e elevada prevaléncia de mastites (COSTA, 2002). Estas caracteristicas
interferem diretamente na qualidade do leite, que pode trazer sérios prejuizos, tanto a saude publica,
quanto a industria. Com efeito, a avaliagado cientifica de diferentes tipos de manejo de ordenha e sua
relagcdo com a qualidade final do leite é imprescindivel, especialmente para o direcionamento de

acdes preventivas e de controle.

Material e Métodos
Propriedades
Foram visitadas 20 propriedades leiteiras de municipios do Estado de Sao Paulo, Brasil.

Todas as fazendas contavam com sistema de ordenha mecanica e tanque de expanséao proprio.
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Amostras de leite

Dos animais

Foram envolvidos no estudo preferencialmente os bovinos em periodo médio de lactagao. As
amostras de leite foram colhidas assepticamente apds anti-sepsia dos tetos com solugédo de iodo

glicerinado a 1%, e transportadas sob temperatura de refrigeragéo (4-8°C) para cultivo microbiano.

Dos tanques de expansao

As amostras de leite do tanque foram obtidas a partir do total de leite produzido por
propriedade no periodo maximo de 24 horas. De cada tanque de expanséao foram colhidos 250 mL de
leite, apés adequada homogeneizacgao, e acondicionadas em frascos de vidro estéreis. As mesmas
foram transportadas sob refrigeracdo (4-8°C), em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel, até o
Laboratério do Nucleo de Pesquisas em Mastites, da FMVZ UNESP/Botucatu-SP. Para a CCS,
amostras de leite obtidas dos tanques de expanséo foram acondicionadas em triplicata, em frascos

plasticos contendo conservante bronopol.

Dados epidemiolégicos

Foram colhidas informagbes epidemiolégicas de cada propriedade, por meio da aplicacao de
questionario, junto aos funcionarios/proprietarios das fazendas. Foram avaliadas as condi¢cdes gerais
de manejo dos animais e higiene de ordenha, considerando os seguintes itens: producgao leiteira
(média diaria), tipos de equipamentos de ordenha e de armazenamento do leite, manejo de ordenha,
habitos de higiene dos ordenhadores, medidas de diagndstico e prevencédo de mastite, prevaléncia de
mastite clinica e/ou subclinica, esquema de tratamentos antimicrobianos rotineiramente utilizados nos
animais com mastite (FAGUNDES, 2007).

Com as informagbes obtidas nos questionarios, as propriedades foram classificadas de

acordo com os métodos e condi¢des gerais de ordenha (Tabela 1).
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TABELA 1. Caracteristicas avaliadas em 20 propriedades leiteiras do Estado de Sao Paulo, Brasil,
por meio de questionario aplicado ao(s) proprietario(s) e/ou funcionario(s), para classificagdo quanto

as condic¢des higiénico-sanitarias de ordenha.

ltem Caracteristica

1 Méao-de-obra qualificada

Realizagéo de pré-dipping

Realizagéo de pds-dipping

Realizagao de teste da caneca telada (Tamis)
Realizagdo do CMT

Manejo do rebanho pds-ordenha

Limpeza diaria da sala de ordenha / equipamentos

Estrutura da sala de ordenha

© 00 N O 0o B~ W DN

Registro dos dados dos animais

—_
o

Acompanhamento médico-veterinario
Classificagdo das propriedades (adaptada de FAGUNDES, 2007):

> 8 itens atendidos: A (condi¢des satisfatorias de ordenha)

5-8 itens atendidos: B (condigbes regulares de ordenha)

< 5 itens atendidos: C (condigdes insatisfatérias de ordenha).

Cultivo microbiolégico

O cultivo microbiolégico foi realizado no Laboratério do NUPEMAS, no DHVSP — FMVZ
UNESP/Botucatu-SP. Todas as amostras de leite foram semeadas nos meios de agar sangue bovino
(5%) e agar MacConkey, mantidas a 37°C em aerobiose, por 72 horas. As linhagens de micro-
organismos de origem bacteriana foram identificadas segundo as caracteristicas morfo-tintoriais,
bioquimicas e de cultivo (QUINN et al., 2005). As amostras de leite obtidas dos tanques de expanséo
foram diluidas em solugao salina a 10" e 107, para facilitar a visualizagdo das colbnias. As amostras
puras (10°) e suas respectivas diluicdes foram inoculadas nos meios de agar sangue e MacConkey,
espalhando-se com alga de Drigalski, e posteriormente incubadas a 37°C em aerobiose, por 72

horas.

CBT

Para a contagem de micro-organismos aerdébios e anaerobios facultativos mesofilos e
psicrotréficos nas amostras de leite do tanque de expansdo, foi utilizado o Petrifilm® (3M - EUA), a
partir de trés diluicdes, sendo 10, 10 e 10™ para mesdfilos (48 horas de incubacdo a 35°C) e 107,
10° e 10™ para psicrotréficos (dez dias de incubagédo a 7°C). Foram realizadas duplicatas de cada

diluigéo, para calculo da média de contagem de micro-organismos mesofilos e psicrotréficos.
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CCs

A contagem eletrdnica de células soméaticas das amostras de leite foi realizada por citometria
de fluxo com equipamento Somacount 300° (BENTLEY, 1995; LANGONI, 2000) no Laboratério do
NUPEMAS, DHVSP FMVZ-UNESP/Botucatu-SP. Foram consideradas indicativos de infecgéo

amostras com contagens iguais ou superiores a 750.000 células/mL (BRASIL, 2002).

Resultados e Discusséo
Avaliacdo do manejo de ordenha e dos dados colhidos por meio dos questionérios
epidemiolégicos
Na Tabela 2 estdo apresentadas as caracteristicas avaliadas nas 20 propriedades envolvidas
no estudo.
TABELA 2. Resumo das principais caracteristicas observadas entre as vinte propriedades leiteiras

avaliadas, do Estado de S&o Paulo, Brasil.

Caracteristica Ocorréncias
Condigoes satisfatérias de ordenha (Grupo A) 9 (45%)
Condigdes regulares de ordenha (Grupo B) 7 (35%)
Condigdes insatisfatérias de ordenha (Grupo C) 4 (20%)
Sistema de ordenha 16 (80%) canalizado
4 (20%) balde ao pé
Lavagem tetos antes ordenha 9 (45%) sim
11 (55%) néo
Secagem tetos 2 (10%) néo

15 (75%) papel toalha

2 (10%) jornal

1 (5%) pano
Pré-dipping 4 (20%) nado

11 (55%) cloro

4 (20%) iodo

1 (5%) acido latico
Pés-dipping 4 (20%) nao

14 (70%) iodo

2 (10%) cloro

Prova de Tamis 16 (80%) sim

4 (20%) nao
CMT 6 (30%) sim

14 (%70) ndo
Tratamento mastite 17 (85%) aleatorio

3 (15%) antibiograma
Desinfeccao teteiras pds-ordenha 19 (95%) sim

1 (5%) nédo
Manejo po6s-ordenha 15 (75%) alimentagao

5 (25%) repouso
Terapia/profilaxia vaca seca 15 (75%) sim

5 (25%) néo
Acompanhamento veterinario 16 (80%) sim

4 (20%) nao
Higiene sala ordenha 3 (15%) insatisfatoria

6 (30%) regular

11 (55%) satisfatéria
Estrutura sala ordenha 2 (10%) insatisfatoria

5 (25%) regular

13 (65%) satisfatéria

Higienizagao tanque expansao 8 (40%) diaria

12 (60%) em dias alternados
Limpeza diaria sala ordenha 20 (100%) sim
Registra os dados dos animais 16 (80%) sim

4 (20%) no
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Houve envolvimento, no presente estudo, de propriedades leiteiras das mais variadas
caracteristicas, tanto estruturais, quanto de manejo. Foram avaliadas propriedades com 19 a 970
animais em lactagdo e, embora todas contassem com sistema de ordenha mecanico e tanque de
expansao proprio — pré-requisitos para inclusdo na pesquisa — apresentavam diferentes sistemas de
ordenha e distintos niveis de tecnificagdo. Vale ressaltar que nem todas as propriedades com
elevados volumes de producgao de leite apresentaram classificagao A (satisfatoria) ou B (regular), com
relagcao a higiene e estrutura de ordenha. Por outro lado, quatro propriedades classificadas como C
(insatisfatérias) apresentavam sistema de ordenha do tipo “balde ao pé”, com consideraveis falhas de
manejo, a saber: ndo realizagdo da lavagem dos tetos antes da ordenha, limpeza direta dos tetos
com jornal ou pano, nao realizagédo de pré e pos-dipping, ndo realizagéo das provas de Tamis e CMT,
auséncia de critério para tratamento de mastite clinica, ndo realizagdo de terapia/profilaxia da vaca
seca, auséncia de controle dos dados dos animais, mas condigbes de higiene na ordenha, mao-de-
obra nao qualificada e estrutura fisica insatisfatoria da sala de ordenha. Vale ressaltar que estas
quatro propriedades ndo eram acompanhadas por profissional Médico Veterinario, o que reforga a
importancia da assisténcia técnica para a melhoria da qualidade do leite.

Como apresentado na Tabela 2, 45% das propriedades avaliadas apresentavam condi¢des
satisfatérias de ordenha. Estes dados corroboram os de Fagundes (2007), que avaliou 42
propriedades leiteiras, em duas regides do Estado de Sao Paulo, e verificou que 33,3% e 19,1%
delas apresentavam adequado manejo higiénico-sanitario de ordenha, respectivamente, na regido 1
(Sao Carlos) e na regido 2 (Ribeirdo Preto). Por outro lado, em ambas regibes avaliadas, 47,6% das
propriedades apresentavam condicdes insatisfatérias de ordenha, diferindo dos resultados obtidos no
presente estudo, onde 20% e 35% das propriedades apresentavam manejo deficitario e regular,
respectivamente .

O sistema de ordenha canalizado mostrou-se predominante nas 20 propriedades avaliadas
no presente estudo, o que pode estar relacionado a média de produgédo de leite/animal, que foi de
18,3 litros/dia. Constatou-se que, para a regido avaliada, o sistema balde ao pé é utilizado em
propriedades com menor volume de produgdo, embora uma delas apresentasse produgao diaria de
900 litros de leite. Estes resultados diferem dos obtidos por Fagundes (2007), que verificaram 57% e
67% de sistema canalizado, e 43% e 33% de sistema balde ao pé, respectivamente, nas regides 1 e
2 avaliadas, que apresentaram média de producgdo de 1.000 L de leite/dia.

Em 55% das propriedades avaliadas, no presente estudo, a lavagem dos tetos antes da
ordenha é realizada. Constatou-se que onde se realiza esta pratica, ndo se procede a lavagem total
do animal, nem do ubere, e sim somente dos tetos, de maneira a evitar a contaminagao do leite e dos
equipamentos de ordenha, especialmente por micro-organismos ambientais. J& a secagem dos tetos
€ uma conduta bastante frequiente nas propriedades, com a utilizagao de papel toalha em 75% dos
casos, demonstrando que felizmente o habito de utilizagdo de pano, jornal ou outros, esta sendo
descontinuado.

Verificou-se ainda que a realizagdo de pré e pdés-dipping ocorre em 80% das propriedades

avaliadas. Foi constatado durante as visitas as propriedades que os produtores utilizam anti-sépticos
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adequados, em concentragdes corretas para este fim, demonstrando correto manejo preventivo de
mastite ambiental e contagiosa. A utilizagdo de produtos a base de cloro no pré-dipping e de iodo no
pos-dipping é pratica comum entre os produtores, embora em uma das propriedades o acido latico
tem sido utilizado no pré-dipping, com redugéo dos casos de mastite no rebanho e menores niveis de
CCS no leite de mistura, segundo o proprietario.

Ainda com relagdo ao manejo pré-ordenha, embora a prova de Tamis seja realizada em 80%
das propriedades, verificou-se que o CMT nao é realizado em 70% delas, indicando que os
produtores ndo estdo atentando ao diagndstico de mastite subclinica nos rebanhos. Além disso, a
escolha do tratamento de mastite clinica é realizado de maneira aleatéria, ou seja, ndo fundamentada
em isolamento microbiologico/antibiograma, em 85% das propriedades estudadas. Mesmo
considerando que ha acompanhamento veterinario em 16 das 20 propriedades avaliadas, em
somente trés propriedades assistidas pelo profissional o tratamendo dos casos de mastite clinica é
fundamentado em cultivo e antibiograma. Este aspecto € preocupante, uma vez que durante as
visitas as propriedades, muitos produtores relataram insucesso no tratamento das vacas com mastite
clinica, que acabavam por apresentar cronicidade do quadro e/ou perda permanente da fungao do(s)
quarto(s) acometido(s).

95% dos produtores relataram realizar o procedimento de desinfecgdo das teteiras apoés a
ordenha. No entanto, verificou-se que em algumas propriedades este processo ndo é realizado
corretamente, podendo comprometer inclusive a qualidade do leite, por contaminag&o microbioldgica.
Como exemplo, cita-se a imersao dos conjuntos de ordenha em baldes contendo solugdo de cloro
diluido em agua, em propor¢des incorretas, a qual € mantida sem troca até o final da ordenha. O
procedimento incorreto de desinfecgdo € tdo prejudicial quanto a nao realizagdo do mesmo. Em
estudo realizado por Amaral et al. (2004), a desinfecgéo das teteiras com hipoclorito de sédio durante
a ordenha nao foi eficiente como método preventivo de reducdo de acdo das teteiras como vias de
transmissdo de micro-organismos para o Ubere e para o leite. Os autores constataram que a pratica
de desinfecgdo das teteiras ndo reduziu significativamente o numero de coliformes e de
Staphylococcus spp., destacando que em algumas teteiras, apds o uso do desinfetante, ocorreu
aumento do numero de micro-organismos isolados.

Quanto ao manejo pés-ordenha, a maioria dos produtores (75%) sabe que as vacas devem
ser alimentadas, para que permanegcam em estagdo, de maneira a evitar a ocorréncia de mastite
ambiental, e por isso praticam este manejo. Além disso, em 75% das propriedades, a conduta de
terapia/profilaxia da vaca seca é realizada, segundo informado pelos produtores. Outro dado
importante € que em 80% das propriedades existe acompanhamento de profissional veterinario e
registro dos dados dos animais, demonstrando novamente a marcante orientagdo técnica da
producgao.

Embora 100% dos produtores tenham relatado que realizam limpeza diaria da sala de
ordenha, constatou-se que em 30% delas a higiene estava regular e em 15% insatisfatoria, assim
como em 25% das propriedades a sala de ordenha apresentava estrutura regular e em 10%

insatisfatoria. Ressalta-se que as condig¢oes fisicas (estruturais) da sala de ordenha sao fatores que
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podem contribuir ou prejudicar sua adequada higienizagdo. Como exemplos, citam-se rachaduras nos
pisos e/ou revestimentos; ressecamento e fissuras nas tubulagbes dos equipamentos de ordenha,

entre outros, que podem acumular sujidades de dificil remocéo.

Isolamentos microbianos nas amostras de leite individuais e compostas

Com relagéo aos isolamentos microbianos nas amostras de leite dos quartos mamarios
(Tabela 3), ressalta-se que S. aureus foi o agente predominante, tendo sido isolado em praticamente
todos os rebanhos (a excegcdo de um), com frequéncia geral de 3,7%. S. agalactiae e E. coli
apresentaram menores frequéncias de isolamento (0,5% e 0,6%, respectivamente). Corynebacterium
sp. foi o micro-organismo mais frequentemente isolado nos rebanhos (7,2%), seguido de

estafilococos e estreptococos ndo hemoliticos.

TABELA 3. Frequéncias (absoluta e relativa) de isolados bacterianos, frente ao total de isolamentos
obtidos a partir de amostras de leite de vacas em produgéo das 20 propriedades avaliadas, no Estado

de Sao Paulo, Brasil.

Micro-organismo Freqléncia absoluta Frequéncia

relativa (%)

Corynebacterium sp. 437 32,0
Staphylococcus sp. 292 21,4
Streptococcus sp. 262 19,3
S. aureus 227 16,6
Outros* 60 4,4
E. coli 38 2,7
S. agalactiae 36 2,6
Leveduriformes 12 0,8
TOTAL 1.364 100

*Demais micro-organismos nao-alvos, tais como outras espécies de enterobactérias, Pseudomonas

sp., entre outros.

Estudos indicam que, em rebanhos controlados, onde a freqiéncia de mastites é baixa,
especialmente por S. aureus, o isolamento de Corynebacterium sp. é significativo. Alguns autores
chegaram a considerar este agente como micro-organismo comensal da glandula mamaria. Apesar
disso, n&o ha relagao entre a maior frequéncia de isolamento de Corynebacterium sp. nos rebanhos,
com os resultados de isolamento nas amostras de leite dos tanques de expansao, na medida em que
este micro-organismo foi isolado em somente uma das 20 amostras de leite de mistura avaliadas.
Este fato pode ser explicado pela possivel inibicdo da multiplicagcdo de Corynebacterium sp., pela
presenga massiva de outros microrganismos, especialmente enterobactérias, que apresentam

multiplicagéo rapida e abundante, competindo pelos nutrientes do meio de cultura.
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Ressalta-se o frequente isolamento de micro-organismos n&o-alvos nas amostras de leite dos
tanques de expanséao avaliados (Tabela 4), como outras espécies de enterobactérias, Pseudomonas
sp., etc., embora estes micro-organismos tenham sido isolados com reduzida freqiéncia nos
rebanhos (1,0%). Estes resultados indicam possivel contaminagdo da tubulagcdo do sistema de
ordenha e/ou do tanque de expansao por estes agentes, ou ainda utilizagdo de agua contaminada na
higienizac&o dos equipamentos.

TABELA 4. Frequéncias (absoluta e relativa) de isolados bacterianos, frente ao total de isolamentos
obtidos a partir de amostras de leite de tanque de expansao de 20 propriedades do Estado de Sao
Paulo. Botucatu-SP, 2011.

Micro-organismo Frequéncia absoluta Frequéncia
relativa (%)

Outros™ 16 28,5

Streptococcus sp. 12 214

Staphylococcus sp. 9 16,0

E. coli 8 14,2

S. aureus 6 10,7

S. agalactiae 2 3,5

Leveduriformes 2 3,5

Corynebacterium sp. 1 1,7

TOTAL 56 100

*Demais micro-organismos nao-alvos, tais como outras espécies de enterobactérias, Pseudomonas sp., entre outros.

Os estreptococos e estafilococos nao-hemoliticos, semelhante ao que ocorreu nos rebanhos,
foram isolados com maior freqiéncia nas amostras de leite dos tanques de expanséo, reforcando a
importancia destes patdgenos bacterianos causadores de mastite contagiosa, que determinam
prejuizos a qualidade final do leite de mistura.

CCSeCBT

O resultado médio de CCS nas amostras de leite dos 20 tanques de expansdo avaliados foi
de 442.400 células/mL, com mediana de 395.500 células/mL, valores bastante satisfatorios e muito
proximos ao limite permitido pela IN no. 51 do MAPA. Apesar de quatro propriedades terem sido
classificadas como C (insatisfatérias), com relagéo as condi¢cdes de manejo e higiene de ordenha, os
valores de CCS das amostras de leite dos tanques de expansao, nestas propriedades, variaram de
11 mil a 400 mil células/mL. Estes resultados sao inesperados, uma vez que em propriedades com
manejo insatisfatorio, o leite de mistura apresenta CCS acima de 800 mil células/mL, como verificado
por Fagundes (2007).

A maioria das amostras de leite dos tanques de expansdo avaliadas — 13/20 (65%) —
apresentou CCS até 500.000 células/mL. Se for considerada a mediana, que foi de 395.000
células/mL verifica-se que a maior parte destas propriedades ja estaria atendendo ao limite maximo
de 400.000 células/mL para leite de mistura, em vigor desde 01/07/2011, determinado pela IN 51 do

MAPA (BRASIL, 2002). Por outro lado, quando se considera o valor maximo vigente durante a
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realizacdo do estudo, ou seja, de 750.000 células/mL, constata-se que trés das 20 propriedades
avaliadas (15%) ainda estariam em desacordo com a legislag&o.

O limite maximo permitido para mesofilos no leite de mistura, de acordo com a IN 51
(BRASIL, 2002), é da ordem de 10° UFC/mL. Nove das 20 propriedades avaliadas (45%)
apresentaram resultados insatisfatorios quanto a contagem de mesdfilos. Ressalta-se ainda que,
apesar de nao haver limite de contagem de psicrotroficos, pela legislagao vigente, considerando
como 10° o limite para contagem destes micro-organismos, seis fazendas avaliadas (33,3%) também
apresentariam resultados insatisfatérios. Os micro-organismos psicrotroficos, por apresentarem
multiplicagdo mesmo em temperaturas de refrigeracédo, geralmente entre 4-8C, séo especialmente
importantes no caso de leite de mistura, uma vez que permanecem viaveis e determinam prejuizos a

qualidade do leite, com consequente redugao do rendimento industrial.

Caracteristicas epidemioldgicas dos rebanhos e relagdo com resultados de cultivo
microbioldgico a partir de amostras de leite dos tanques de expansao

Utilizando o teste x2 de independéncia (P<0,05), para verificar a relagéo entre o isolamento
dos patdgenos estudados (S. aureus, S. agalactiae e E. coli) com as técnicas diagnoésticas utilizadas
(cultivo microbiano a partir das amostras de leite dos tanques de expansdo e dos rebanhos),
verificou-se que a ocorréncia destes trés micro-organismos independeu do sistema de ordenha, da
lavagem e secagem dos tetos, da utilizagdo de pré e pds-dipping, da realizagdo da prova de Tamis,
do CMT, do tipo de tratamento usado para mastite (baseado em antibiograma ou realizado
aleatoriamente), da desinfeccdo das teteiras, do tipo de manejo pds-ordenha (repouso ou
alimentagéo), da profilaxia/terapia da vaca seca, do acompanhamento veterinario, das condi¢des de
higiene, da higienizacdo dos tanques de expansao e da classificagdo da propriedade (P>0,05), para
0s métodos diagndsticos utilizados.

Verificou-se, por outro lado, que quando se realizou a terapia/profilaxia da vaca seca nos
rebanhos, ndo houve isolamento de S. aureus (P=0,0283) nas amostras de leite de tanque de
expansdo. Além disso, onde a estrutura da sala de ordenha era satisfatoria, o agente nao foi
detectado no leite de mistura. Estes dados corroboram os amplamente relatados na literatura, uma
vez que S. aureus é agente contagioso de mastite.

Com relagdo a avaliacdo microbiana nas amostras de leite dos rebanhos, observou-se que
quando ocorreu a lavagem dos tetos, ndo houve isolamento de S. agalactiae (P=0,0006), e quando
houve a secagem dos tetos, principalmente com papel toalha, houve maior nimero de isolamentos de
S. aureus (P=0,0375). A pratica de lavagem dos tetos esta especialmente voltada a redugédo do
numero de patégenos ambientais, no manejo pré-ordenha, embora também possa contribuir para a
reducdo de micro-organismos contagiosos presentes na pele dos tetos. A secagem dos tetos com
papel toalha, individualmente por teto € recomendada, pois a utilizagdo de panos ou outros materiais
contribuem para a veiculagdo de agentes contagiosos e/ou ambientais de mastite. A relagcédo entre o
maior numero de isolamentos de S. aureus e a secagem dos tetos com papel toalha permite inferir

que o procedimento esteja sendo realizado de maneira inadequada nas propriedades avaliadas. No
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entanto, estes dados tém que ser vistos com cautela, pois é possivel a existéncia de outros
parédmetros epidemiolégicos que estejam interferindo nestas observagdes, e que nao foram avaliados

no presente estudo.
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Resumo

Com o objetivo de normatizar a cadeia produtiva visando a melhoria da qualidade do leite no Brasil, o
MAPA delineou a IN n° 51, em vigor desde julho de 2005. Em linha com estes pardmetros, objetivou-
se, no presente estudo, padronizar o método de mPCR para a detecgéo de S. aureus, S. agalactiae e
E. coli em amostras de leite bovino obtidas de tanques de expansédo, e avaliar esta técnica como
possivel recurso diagndstico a ser empregado em programas de controle de qualidade do leite
oferecido para consumo. Foram visitadas 20 propriedades leiteiras do Estado de Sao Paulo, com
sistema de ordenha mecanica e tanque de expansao proprio, de onde foram colhidas amostras de
leite para a realizacdo da mPCR e cultivo microbioldgico. S. aureus, S. agalactiae e E. coli foram
isolados, em 30%; 10% e 40% das amostras de leite dos tanques de expansao, respectivamente, e
detectados pela mPCR em 0; 10% e 35%, respectivamente. A mPCR apresentou acuracia de 78,3%;
sensibilidade de 37,5% e especificidade de 93,2% e limiar de detec¢ao de 100 picogramas. Conclui-
se que a mPCR para a detecgéo de S. aureus, S. agalactiae e E. coli foi padronizada com éxito no
presente estudo, e pode ser indicada como método complementar aos utilizados na rotina diagnéstica

de mastite bovina e qualidade do leite.

Introducéo

A IN n°51 (BRASIL, 2002), em vigor desde julho de 2005, constitui um conjunto de normas
técnicas de producgéo, identidade, qualidade, coleta e transporte de leite, elaboradas pelo MAPA, de
maneira a melhorar a qualidade do leite produzido no Pais, orientando os diferentes elos da cadeia
leiteira. Ha demanda por métodos rapidos, com elevada sensibilidade e especificidade, custo
acessivel e aplicabilidade para o processamento de grande numero de amostras de leite (GILLESPIE
e OLIVER, 2005) visando a identificacdo de patdgenos e a tomada de ag¢des imediatas para o
tratamento e controle de mastite nos rebanhos.

A biologia molecular tem contribuido significativamente na identificagdo de micro-organismos
em amostras compostas ou individuais de leite e também em derivados lacteos, mesmo na presenca
de interferentes, que dificultam a detec¢do pelos métodos tradicionais de cultivo microbioldgico.
Ressalta-se a inibigdo da multiplicagdo bacteriana decorrente da presenga de residuos de
antimicrobianos, o numero reduzido de patdégenos na amostra e a contaminagdo com micro-
organismos ambientais (PHUEKTES et al., 2003).

Entre os métodos de diagndstico molecular, assume destaque a PCR. Esta técnica requer
pouco tempo para processamento e os resultados sao caracterizados por elevados indices de
sensibilidade e especificidade analitica. Pesquisas recentes utilizando diferentes protocolos de
diagnostico molecular para a detecgdo simultdnea dos DNAs de mais de um agente bacteriano de
mastite, denominados multiplex PCR, a partir de amostras de leite individuais ou compostas, tém
apresentado excelentes resultados, contribuindo inclusive para estudos epidemioldgicos e
direcionamento de medidas de controle. Nesse contexto, a proposta do presente estudo foi

padronizar a técnica de mPCR como método diagndstico rapido e sensivel para a deteccéo dos trés
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principais patégenos causadores de mastites (S. aureus, S. agalactiae e E. coli) em amostras de leite
coletadas em tanques de expansdo, de forma a avaliar esta técnica como possivel recurso
diagndstico a ser utilizado em programas de monitoramento da qualidade do leite e controle de

mastites.

Material e Métodos
Propriedades
Foram visitadas 20 propriedades leiteiras de municipios do Estado de Sao Paulo, Brasil.

Todas as fazendas contavam com sistema de ordenha mecanica e tanque de expansao proprio.

Amostras

As amostras de leite do tanque foram obtidas a partir do total de leite produzido por
propriedade no periodo maximo de 24 horas. De cada tanque de expanséao foram colhidos 250 mL de
leite, apés adequada homogeneizagao, e acondicionadas em frascos de vidro estéreis. As mesmas
foram transportadas sob refrigeragdo (4-8°C), em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel, até o
Laboratério do Nucleo de Pesquisas em Mastites, da FMVZ UNESP/Botucatu-SP.

Cultivo microbiolégico

O cultivo microbiolégico foi realizado no Laboratério do NUPEMAS, no DHVSP — FMVZ
UNESP/Botucatu-SP. Todas as amostras de leite foram semeadas nos meios de agar sangue bovino
(5%) e agar MacConkey, mantidas a 37°C em aerobiose, por 72 horas. As linhagens de micro-
organismos de origem bacteriana foram identificadas segundo as caracteristicas morfo-tintoriais,
bioquimicas e de cultivo (QUINN et al., 2005). As amostras de leite obtidas dos tanques de expanséao
foram diluidas em solugao salina a 10" e 107, para facilitar a visualizagdo das colbnias. As amostras
puras (10°) e suas respectivas diluicdes foram inoculadas nos meios de agar sangue e MacConkey,
espalhando-se com alga de Drigalski, e posteriormente incubadas a 37°C em aerobiose, por 72

horas.

Amostras bacterianas padréo
Foram utilizadas linhagens bacterianas padrdo de S. aureus (ATCC 25923) e E. coli (ATCC 11229),
adquiridas da Colecao de Culturas do IAL de Sao Paulo, Brasil e linhagem padrdo de S. agalactiae
(ATCC 13813), adquirida no INCQS do Rio de Janeiro, Brasil. Estas linhagens padrdo foram
utilizadas como controles positivos nos testes e na determinagcdo da sensibilidade analitica das

provas.
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mPCR

Todos os procedimentos referentes ao diagndstico molecular desse experimento foram
realizados no Laboratério de Biologia Molecular Aplicada ao Diagnéstico de Zoonoses, DHVSP-
FMVZ/UNESP - Botucatu-SP.

Pesquisa dos materiais gendmicos de S. aureus, S. agalactiae e E. coli nas amostras de

leite colhidas dos tanques de expanséo

Extracdo de acidos nucléicos

As amostras de leite, que estavam congeladas, foram mantidas em temperatura ambiente até
atingirem aproximadamente 20°C. A extracdo do DNA, tanto das amostras de leite, quanto das
linhagens bacterianas de referéncia, foi realizada utilizando-se o kit comercial Milk Bacterial DNA
Isolation Kit (Norgen Biotek Corporation, Ontario, Canada), de acordo com as recomendacdes do

fabricante.

Desenho dos iniciadores

Para identificacdo molecular de S. aureus, S. agalactiae e E. coli foram utilizados os
iniciadores SAU1 e SAU2, SAGA1 e SAGA2, SIP3(F) e SIP4(R), Ecoli1 e Ecoli2, derivados de
seqliéncias previamente publicadas (CHOTAR et al., 2006). Os iniciadores amplificam regides
espécie-especificas do DNA codificadoras das regides 16S e 23rRNA, baseado nas sequéncias do
banco de dados GenBank (Tabela 1).

TABELA 1. Iniciadores utilizados no estudo para a amplificagdo do DNA de S. aureus, S. agalactiae e

E. coli em amostras de leite bovino, pela técnica de mPCR. Botucatu-SP, 2011.

Cepas Iniciadores Sequéncias dos iniciadores Peso
molecular do

produto (pb)

S. aureus SAU1 5-GGA CGA CAT TAG ACG AAT CA -3 1300
SAU2 5-CGG GCA CCT ATT TTC TAT CT -3

S. agalactiae  SAGA1 5-CGT TGG TAG GAG TGG AAAAT -3 590
SAGA2 5-CTG CTC CGA AGA GAAAGC CT -3
SIP3(F) 5-TGA AAA TGC AGG GCT CCAACCTCA-3° 293

SIP4(R) 5-GAT CTG GCATTG CAT TCC AAG TAT -3

E. coli Ecoli1 5-GCT TGA CAC TGAACATTG AG -3 660
Ecoli2 5-GCACTT ATCTCT TCC GCATT -3’
pb: pares de bases (CHOTAR et al., 2006)
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Amplificagdo do material genético pela mPCR

Para cada reacgédo, foram utilizados 17,5uL de agua miliQ; 2,5uL de tampao de reag¢ao (10mM
Tris HCI pH 8.0, 50mM KCl); 0,75uL de MgCl, (1,5mM); 0,5uL de dNTP (0,2mM); 2,0uL de cada
primer (10pM); 0,5uL (0,2 unidades) de Taq Platinum DNA polimerase (Invitrogen - EUA), e 3uL de
DNA gendmico (10ng). As condigbes de termociclagem foram: 96°C por 5’; 30 ciclos de 96°C por 1’,
55°C por 1’e 72°C por 2’; e ultimo ciclo de 72°C por 8’. Os controles positivos da reagédo foram cepas

de referéncia (ATCCs), provenientes da FIOCRUZ. Os controles negativos foram agua MiliQ.

Visualizacéo dos produtos amplificados

A visualizagdo do material amplificado foi avaliada pela corrida eletroforética em gel de
agarose a 1,5% adicionado de 1,0uL/mL de SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen -EUA). A corrida
eletroforética foi realizada em cuba horizontal contendo TBE 1X (89 nM Tris-HCI, 89 mM acido bérico
e 20 mM EDTA) com voltagem de 65V. O gel foi visualizado em transluminador de luz UV e a imagem
capturada pelo sistema de documentacdo digital. Foram utilizados 8uL do material amplificado e
como marcador de peso molecular 4 uL de 100pb ladder (Invitrogen - EUA). Para todas as amostras
foram acrescidos 2 uL do tampao de corrida.

A diferenca de peso molecular entre produtos da PCR (S. agalactiae: 293 e 590 pb, E. coli:
660 pb, S. aureus: 1300 pb) facilitou a identificagéo e distingdo entre os DNAs dos micro-organismos-

alvo a eletroforese.

Teste de sensibilidade analitica da mPCR

Linhagens padrdo de S. aureus, S. agalactiae e E. coli foram utilizadas para a determinagéo
do limiar de detecgdo dos DNAs-alvo, pela técnica de mPCR. Para tanto, realizou-se o cultivo das
amostras bacterianas de referéncia em agar sangue a 10%, com incubagao de aproximadamente 36
horas. As colbnias foram transferidas com auxilio de algca de platina para tubo de vidro contendo
solucao salina estéril, até ser obtida turvacéo correspondente ao valor 1,0 da escala de MacFarland.
Foram utilizados indculos individuais de S. aureus, E. coli e S. agalactiae e um inéculo composto
pelos trés micro-organismos.

Uma aliquota de 1mL de cada solucao foi transferida para microtubo livre de DNAses e
RNAses, para a realizagao da extragao de DNA.

As amostras de DNA extraidas foram quantificadas em espectofotbmetro NanoVue (GE
Healthcare® - EUA). Para a calibragao, foram utilizados 2 yL de agua Milli Q estéril (branco) e, para a
quantificagdo, 2 uL do DNA extraido. A partir da leitura em ng/pL, foi feita a diluigdo com agua Milli Q
estéril para ajustar a concentragdo em 1ng/uL. Foram preparados cinco microtubos contendo 90 uL
de agua Milli Q estéril cada. Da amostra contendo 1 ng/uL, retirou-se 10 uL que foram diluidos em 90
pL de agua MiliQ contido no primeiro microtubo. A partir dele foram feitas diluicdes sucessivas, em
base 10, nos demais. Desta forma, obteve-se as concentragcdes de DNA de 1 ng/uL, 100 pg/uL, 10
pa/uL, 1 pg/uL, 100 fg/uL, 10 fg/uL.
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As solugbes de DNA de S. aureus, S. agalactiae e E. coli, bem como suas respectivas
diluicbes, foram submetidas a mPCR, individualmente, e em conjunto. Foi considerado como limiar de
deteccdo para cada DNA-alvo a ultima diluigdo onde houve visualizagdo de banda (produto de

mPCR) a eletroforese.

Teste de especificidade analitica da mPCR

Para testar a especificidade dos iniciadores (de S. aureus, S. agalactiae e E. coli) frente a
presenca do material gendmico de outras espécies bacterianas comumente encontradas em
amostras de leite, foram utilizados os DNAs de linhagens padrao de S. intermedius, S. epidermidis, S.

uberis, S. dysgalactiae e P. aeruginosa, adquiridas no INCQS do Rio de Janeiro.

Teste de reprodutibilidade da mPCR

A reprodutibilidade dos produtos da mPCR foi testada por meio da analise do DNA de cinco
amostras selecionadas ao acaso do total das estudadas, mais os DNAs das linhagens padréo de S.
aureus, S. agalactiae e E. coli, utilizados como controles positivos. Foram realizadas reagbes de

amplificagao durante cinco dias consecutivos para a avaliagdo da reprodutibilidade entre testes.

Anédlise dos resultados

A prevaléncia de S. aureus, S. agalactiae e E. coli nos rebanhos estudados foi obtida com
base nos resultados de cultivo microbiolégico e mPCR.

O teste ajustado de X2 de McNemar (Phuektes et al., 2001) foi utilizado para o calculo da
acuracia, sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivos e negativos da técnica de mPCR

frente ao cultivo microbiolégico. Probabilidades menores que 0,05 foram consideradas significativas.

Resultados e Discusséao
Ressalta-se o frequiente isolamento de micro-organismos n&o-alvos nas amostras de leite dos
tanques de expanséao avaliados (Tabela 2), como outras espécies de enterobactérias, Pseudomonas
sp., etc., embora estes micro-organismos tenham sido isolados com reduzida freqiéncia nos
rebanhos (1,0%). Estes resultados indicam possivel contaminacdo da tubulacdo do sistema de
ordenha e/ou do tanque de expansao por estes agentes, ou ainda utilizagdo de agua contaminada na

higienizacédo dos equipamentos.
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TABELA 2. Frequéncias (absoluta e relativa) de isolados bacterianos, frente ao total de isolamentos

obtidos a partir de amostras de leite de tanque de expansao de 20 propriedades do Estado de Sao
Paulo. Botucatu-SP, 2011.

Micro-organismo Frequéncia absoluta Frequéncia

relativa (%)
Outros* 16 28,5
Streptococcus sp. 12 21,4
Staphylococcus sp. 9 16,0
E. coli 8 14,2
S. aureus 6 10,7
S. agalactiae 2 3,5
Leveduriformes 2 3,5
Corynebacterium sp. 1 1,7
TOTAL 56 100

*Demais micro-organismos nao-alvos, tais como outras espécies de enterobactérias, Pseudomonas sp., entre outros.

Os estreptococos e estafilococos nao-hemoliticos, semelhante ao que ocorreu nos rebanhos,
foram isolados com maior freqiiéncia nas amostras de leite dos tanques de expanséo, reforgando a
importancia destes patdgenos bacterianos causadores de mastite contagiosa, que determinam
prejuizos a qualidade final do leite de mistura.

TABELA 3. Ocorréncia de Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae e Escherichia coli nas 20

amostras de leite de tanques de expansao avaliadas, pelos métodos de cultivo microbioldgico e
multiplex PCR (mPCR). Botucatu-SP, 2011.

Micro-organismo Cultivo microbiolégico mPCR
Positivos Ocorréncia Positivos Ocorréncia
(%) (%)
S. aureus 6/20 30 0 0
S. agalactiae 2/20 10 2/20 10
E. coli 8/20 40 7/20 35
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213  TABELA 4. Ocorréncia de Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae e Escherichia coli nas
214 amostras de leite dos rebanhos e dos 20 tanques de expansao avaliados no Estado de S&o Paulo,

215 Brasil, e resultados da multiplex PCR para a detecgdo do DNA destes trés patégenos.

S. aureus S. agalactiae E. coli
mPCR mPCR mPCR
Propriedade MR (%) MTQ TQ MR (%) MTQ TQ MR (%) MTQ TQ
1 3,2 0 0 0 0 0 0 0 0
5 2,7 0 0 0 0 0 1,0 - 0
3 4,5 O O 3,6 O O 1,2 1*** 1
4 2,8 0 0 0,2 0 0 0 0 0
5 0,5 0 0 0,5 0 1 0 1
6 2,7 0 0 0 0 0 0 0 0
7 2,8 0 0 0 0 0 0 0 0
8 2,6 O 0 0,9 1*** 0 0 0 0
9 3,1 R 0 0 0 0 0 0 0
10 24,1 - 0 0 0 1 2,8 - 1
11 3.8 0 0 0 0 0 0,4 0 0
12 3,3 0 0 0,3 g 0 3,3 - 1
13 3,3 1*** O 0,3 O O O 1*** 1
14 21,0 e 0 0 0 0 0 0 0
15 22,5 1** O 0 O O O 1*** 0
16 0,6 0 0 0 0 0 0,3 0 0
17 4.6 0 0 0 0 0 2,0 0 0
18 0 0 0 37 0 0 0.2 1740 1
19 2,2 1+ 0 0,5 0 0 0,5 1* 1
20 4,4 0 0 2,6 0 0 0 0 0

MR= cultivo microlégico amostras de leite do rebanho (prevaléncia em %)

MTQ-= cultivo microbioldgico de amostra de leite do tanque de expanséo [0: negativo, 1*: isolamento de reduzido nimero de colbnias
(1-10 UFC/mL), 1**: isolamento de moderado numero de colbnias (11-20 UFC/mL), 1*** crescimento de grande numero de colbnias
(>21 UFC/mL)]

mPCR TQ= multiplex PCR de amostra de leite do tanque de expanséo (0: negativo, 1: positivo)

216

217 TABELA 5. Limiares de detecg¢ao dos produtos das PCRs individuais e da mPCR para a pesquisa do
218 DNA de S. aureus, S. agalactiae e E. coli, utilizando os iniciadores SAU1 e SAU2, SIP3 e SIP4 e

219 Ecoli1 e Ecoli2, a partir do material genético extraido de cepas de referéncia.

220
SAU1 e SAU2 SAGA1 e SIP3 e SIP4 Ecoli1 e Ecoli2
SAGA2
PCR individual 100pg 100pg 1ng 10pg
mPCR* 100pg NA 100pg 100pg
mPCR** 100pg NA 100pg 100pg

221 *cepas de referéncia separadas

222 **cepas de referéncia juntas

223 NA: ndo utilizados, devido aos produtos de mPCR para S. agalactiae, utilizando os iniciadores SAGA1 e SAGA2, apresentarem
224 590pb, muito semelhantes aos produtos para E. coli (660pb), o que poderia dificultar a identificacéo a eletroforese.

225 pg: picograma; ng: nanograma
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A auséncia de resultados positivos para S. aureus pela técnica de mPCR (Tabela 3) reforga a
questdo amplamente divulgada na literatura de que a sensibilidade e especificidade de métodos
moleculares para a deteccdo de agentes bacterianos em amostras de leite estdo estreitamente
relacionadas, tanto as caracteristicas dos micro-organismos — como complexidade de parede celular,
que podem dificultar a lise durante o processo de extracdo do DNA (CREMONESI et al., 2006) —
como também aos tipos de iniciadores utilizados.

Em estudo realizado por Carneiro (2009), foram avaliadas 100 amostras de leite de tanques
de expansao de 50 propriedades no Oeste de Santa Catarina, pela técnica de PCR utilizando os
iniciadores Sa442- 1 e Sad442-2, para a detecgao de S. aureus. A técnica ndo apresentou limiares de
sensibilidade (53,8%) e especificidade (36,5%) que justifiquem sua utilizagdo como método de
deteccdo do agente em amostras de leite de tanque, quando comparado ao cultivo microbiolégico em
Baird-Parker (técnica de referéncia), que identificou 42% de amostras positivas para a presenca do
micro-organismo.

A grande variedade de espécies isoladas nas amostras de leite de mistura, especialmente de
enterobactérias, também pode ter interferido na detecgdo de S. aureus pela técnica molecular.
Verificou-se ainda que ndo houve relagéo entre as frequéncias de isolamento de S. aureus, S.
agalactiae e E. coli nas amostras de leite individuais (quartos mamarios) com o isolamento destas
mesmas espécies nas amostras de leite dos respectivos tanques de expansao, sequer com a
detecgdo do DNA destes patdgenos pela mPCR. Estes dados reforgam que a maior concentragédo de
micro-organismos alvo nas amostras individuais ndo necessariamente implica em melhor deteccao
dos agentes no leite de mistura, tanto pela técnica de cultivo convencional, quanto por técnicas
moleculares. Com efeito, as anadlises de amostras do leite de mistura constituem métodos
diagnosticos complementares ao monitoramento da mastite nos rebanhos, bem como da qualidade
do leite, ndo devendo substituir as analises de amostras individuais obtidas dos quartos mamarios.

Melhores resultados de sensibilidade para a detecgdo de S. aureus a partir de amostras de
leite sdo verificados quando se realiza a PCR simplex (convencional). Ymagishi et al. (2007)
avaliaram 106 amostras de leite colhidas de quartos individuais e do tanque de expansdo em um
rebanho leiteiro no Japdo. S. aureus foi detectado em nove amostras pela PCR convencional e
somente em trés amostras pelo cultivo microbioldgico, com limiar de detec¢do de 1 UFC/mL de leite.
Em outro estudo, realizado por Faccioli (2010), foram avaliadas 104 amostras de leite, obtidas de
tanques de expansdo, pela técnica de PCR para a pesquisa do agente. A técnica apresentou
sensibilidade de 99%, com moderada concordancia com o cultivo microbiolégico, nas amostras
positivas, uma vez que o segundo deixou de detectar S. aureus em 176 (56,41%) amostras que a
PCR detectou. Ha que se considerar que cerca de 50% das amostras de leite bovino cultivadas
resultam negativas, e que de 10 a 30% dos animais infectados por patégenos bacterianos de mastite
apresentam quadro autolimitante. Sendo assim, apesar dos micro-organismos néo estarem viaveis,
seu material genético pode ser detectado pela PCR, mesmo com resultado negativo ao cultivo.

Ainda com relagdo a detecgao de S. aureus, vale ressaltar que a lisostafina, uma peptidase

produzida por S. simulans que cliva uma ligagao glicina-glicina de ponte cruzada interpeptidica
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da parede celular de S. aureus, tem sido utilizada em protocolos de extragdo para facilitar a
exposicdo do DNA do agente, possibilitando sua melhor deteccéo por diversos métodos de PCR
(ZOCCHE et al., 2010). No presente estudo, foi utilizado kit comercial para extracdo do DNA que,
apesar de ser especifico para liberagdo do material gendmico de bactérias, tanto Gram negativas
quanto positivas de amostras de leite, ndo apresentava lisostafina em sua composigédo, o que pode
ter prejudicado o rendimento final de DNA de S. aureus.

A excegdo de S. aureus, quando se compara as ocorréncias de S. agalactiae e de E. coli,
pelo cultivo microbiologico e pela mPCR, verifica-se valores muito semelhantes. No caso de S.
agalactiae, a mPCR apresentou elevados valores de especificidade (88%) e acuracia (80%). O
mesmo ocorreu para E. coli, e a técnica molecular apresentou sensibilidade de 75%, especificidade
de 91,7% e acuracia de 85%, além de boa concordancia com o cultivo microbiolégico. Estes
resultados foram semelhantes aos obtidos por Moussa et al. (2010), que padronizaram um protocolo
de mPCR para detecgao e caracterizacdo de cepas de E. coli shiga toxigénicas (ECST) em amostras
de leite e fezes de um rebanho bovino leiteiro na Arabia Saudita. A técnica de mPCR sorogrupo-
especifica detectou o DNA de E.coli em todas as amostras que também resultaram positivas ao
cultivo bacteriolégico. Além disso, quatro cepas (7,98%) O157:H7 e trés cepas (5,36%) O111 de
amostras de fezes de animais com diarréia, bem como duas amostras (8,33%) O111 de animais
assintomaticos, que haviam sido negativas pelo cultivo microbioldgico, resultaram positivas pela
mPCR. De maneira semelhante, uma amostra negativa ao cultivo foi positiva pela mPCR, no presente
estudo, comprovando a boa sensibilidade da técnica molecular para a detecgéo de E. coli.

Apesar da acuracia de 78,3% da técnica de mPCR em relagéo ao cultivo microbiolégico, para
a deteccao simultanea de S. aureus, S. agalactiae e E. coli, a sensibilidade do método molecular foi
baixa (37,5%). Estes resultados sao discordantes dos verificados por Phuektes et al. (2001), que
utilizaram a mPCR para detecgdo de S. aureus, S. agalactiae, S. dysgalactiae e S. uberis em 117
amostras de leite de vacas com mastite subclinica. A mPCR foi significativamente mais sensivel que
o cultivo microbiolégico na detecgdo de S. aureus e S. uberis, apresentando limiares de deteccgao,
para cada micro-organismo, de 10* UFC/mL e 10° UFC/mL, respectivamente. No entanto, ndo houve
diferencas significativas entre a mPCR e o cultivo para a detec¢ao de S. agalactiae e S. dysgalactiae.

A especificidade obtida pela mPCR, no presente estudo, foi de 93,2%, considerada muito
boa, comparavel aos valores obtidos em outros estudos, variando de 96,3% a 100% (GILLESPIE e
OLIVER, 2005; MAXWELL et al., 2008; SILVENNOINEN et al., 2010).

Verifica-se que ndo houve diferenga entre os limiares de detecgdo da PCR individual e da
mPCR para a deteccdo do DNA de S. aureus (Tabela 5). Estes resultados corroboram os de Riffon et
al. (2001), que utilizaram a técnica de mPCR para detecgédo de S. aureus e de mais cinco patdgenos
bacterianos de mastites, em amostras de leite de quartos mamarios. O limiar de detecc¢éo foi de 5 x
10°® UFC/mL para todos os micro-organismos, tanto pela mPCR, quanto pela PCR individual. Em
outro estudo, Cremonesi et al. (2005) analisaram 93 amostras de leite para detecgcdo de S. aureus e
de 10 genes codificadores de toxinas estafilococicas. O limiar de detecgéo, tanto pela PCR individual,
quanto pela mPCR, foi de 10 UFC/mL.
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Para S. agalactiae, a mPCR apresentou melhor limiar de detecgdo do que a PCR individual.
Este resultado é discordante daqueles verificados na literatura (PHUEKTES et al., 2001; RAMESH et
al., 2002; SILVA et al., 2008). Ja no caso de E. coli, a PCR individual foi superior a mPCR.

E importante ressaltar que, no caso da mPCR, os iniciadores e reagentes utilizados sao
submetidos a temperaturas consideradas “ndo-6timas”, ou seja, geralmente ajustadas para os
diferentes pares de iniciadores, distintas das temperaturas “6timas” programadas nos protocolos de
PCR individuais. Este aspecto pode interferir na amplificagdo dos DNAs-alvo e, consequentemente,
na sensibilidade da técnica. Sendo assim, recomenda-se que sejam realizados testes de gradientes
de temperatura, para otimizagao do processo e melhores resultados de sensibilidade.

No presente estudo, ndo houve diferenca nos limiares de deteccédo de S. aureus, S.
agalactiae e E. coli quando se realizou a mPCR com os DNAs extraidos das cepas de referéncia,
analisadas em conjunto ou separadamente. Este dado é importante, pois comprova que ndo houve
interferéncia de um agente em relagdo ao outro, mesmo considerando que nas amostras de leite
colhidas, as concentragdes dos patégenos eram distintas.

Ap0s a realizagao de cinco repeticdes do ensaio de especificidade da mPCR, utilizando cepas
de referéncia de S. intermedius, S. epidermidis, S. uberis, S. dysgalactiae e P. aeruginosa, verificou-
se que ndo houve amplificacdo de DNA destes micro-organismos nao-alvos, comprovando a
especificidade para deteccdo de material genético de S. aureus, S. agalactiae e E. coli, por esta
técnica. Estes resultados corroboram os verificados por Riffon et al. (2001), que utilizaram a técnica
de mPCR para a detecgao de E. coli, S. aureus, S. agalactiae, S. dysgalactiae, S. parauberis e S.
uberis em amostras de leite inoculadas com cepas padrédo de cada micro-organismo, isoladas de
casos de mastite, utilizando sete pares de iniciadores espécie-especificos. Neste estudo, ndo houve
amplificagbes de DNAs nao-alvos, como o de P. aeruginosa, que foram testados frente aos
iniciadores espécie-especificos utilizados.

Verificou-se que, apos a realizagdo de cinco repeticdes da técnica de mPCR para amostras
de leite aleatdrias, os resultados foram idénticos, comprovando a reprodutibilidade do método. Este
dado é relevante, uma vez que possibilita a indicagcdo da técnica como recurso diagnéstico
complementar para analise de grande niumero de amostras de leite.

Com base nos resultados obtidos na presente pesquisa, ressalta-se o éxito na padronizagao
da técnica de mPCR para a deteccdo de S. aureus, S. agalactiae e E. coli — principais patdgenos
causadores de mastites e de especial relevancia em saude publica — em amostras de leite de mistura.
Destacam-se ainda as contribuigbes diagnésticas que esta técnica molecular podera trazer, em
complementagdo aos métodos de rotina, para os programas de monitoramento de mastite e controle
da qualidade do leite, estando em linha com a IN no. 51 do MAPA e também com as mais recentes

pesquisas realizadas no mundo sobre este aspecto.
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