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RESUMO

O controle eficiente da mastite requer teste sensivel, rapido e especifico para identificagdo do
agente causador da doenga. Testes moleculares como a PCR tém sido crescentemente
utilizados em diagnésticos microbiologicos. Neste trabalho foi utilizado um protocolo de
extragao de DNA diretamente em amostras de leite e a utilizagdo de uma PCR multiplex
(mPCR) para identificagdo dos principais agentes da mastite bovina: Staphylococcus. aureus,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis e Streptococcus dysgalactiae e do patdégeno
emergente: S. aureus resistente a meticilina (MRSA). Foram realizados testes com leite
artificialmente contaminado com concentragdo bacteriana conhecida e posteriormente, para
validagdo da técnica, foram analisadas 30 amostras oriundas de leite de tanque de expansao
recebidas pelo Laboratério de Analise da Qualidade do Leite — LabUFMG - MAPA. Para a
realizagdo das PCRs foram utilizados iniciadores que amplificam a regidao 16S-23S do RNA
ribossomal de S. aureus, S. agalactiae, S. uberis e S. dysgalactiae e, para deteccao de MRSA,
utilizou-se iniciadores que amplificam o gene Mec A. Os iniciadores foram especificos, nao
havendo amplificacdo de DNA de outras bactérias do género Streptococcus spp. e
Staphylococcus spp. comumente encontradas no leite. O Ilimite de deteccdo dos
microrganismos envolvidos em infeccdes de glandula mamaria ¢ 10° UFC/mL por mPCR, o que
demonstra a alta sensibilidade do método para o diagndstico etioldgico de mastite bovina.

Palavras chave: Mastite bovina; PCR multiplex, Leite; diagndstico etiolégico; Streptococcus;
Staphylococcus.

ABSTRACT

Efficient control for mastitis requires sensitive, fast and specific tests to identify the agents that
cause the disease. Molecular tests as the PCR have been used in microbiological diagnostics.
This study was used a protocol for extraction of DNA directly in samples of milk and use of a
multiplex PCR (mPCR) to identify the main agents of bovine mastitis: Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis and Streptococcus dysgalactiae and the
pathogen S. aureus resistant to methicillin (MRSA). Tests have been carried out on milk
artificially contaminated with bacteria known concentration. The validation of the technique, 30
samples from bulk milk tank available from the Milk Quality Lab Analysis - LabUFMG - MAPA.
To carry out the PCRs were used primers that amplify the region 16S-23S ribosomal RNA of S.
aureus, S. agalactiae, S. uberis and S. dysgalactiae, and for detection of MRSA, primers used
to amplify the gene that Mec A. The primers were specific, no amplification of DNA from other
bacteria of the genus Streptococcus spp. and Staphylococcus spp. commonly found in milk.
The limit of detection of microorganisms involved in infections of the mammary gland is 10°
CFU/ mL by mPCR, mPCR has showed as sensitivity method for the detection pathogens in
bovine milk mastitis.

Key words: Masititis; PCR multiplex; milk; etiologic diagnosis; Streptococcus; Staphylococcus.



1. INTRODUGAO

A mastite bovina é considerada a doenca
que acarreta 0s maiores prejuizos
econdbmicos a producao leiteira, pela
reducao da quantidade e pelo
comprometimento da qualidade do leite
produzido, ou até pela perda total da
capacidade secretora da glandula mamaria.

Estima-se que, anualmente, as perdas
mundiais devido a mastite aproximam-se de
35 bilhdes de délares. Nos Estados Unidos,
o custo anual da mastite tem sido estimado
em 1,5 a 2,0 bilhées de dodlares, enquanto
que as perdas de producao de leite, devido
a mastite subclinica, e custos de reposigao
associados a alta contagem de células
somaticas (SCCs) foi estimado em 960
milhées de ddlares.

A etiologia da mastite é complexa e
multifatorial. A doenca pode resultar de um
trauma ou injuria do Ubere, irritagdo quimica
ou a partir de uma infecgdo causada por
diferentes microrganismos, principalmente
as espécies bacterianas.

Varios sao os agentes etiolégicos da mastite
bovina, sendo 137 espécies de
microrganismos pertencentes a 35 géneros,
onde se observa a predominancia de
bactérias dos géneros Staphylococcus e
Streptococcus. Diante desta diversidade de
agentes  causadores, 0  diagnostico
etiologico é fundamental para estabelecer
as estratégias de controle e prevencao e
monitoramento  de  rebanhos. Essas
medidas devem ser tomadas com maior
rapidez possivel para obter sua maior
eficiéncia.

Tendo em vista a importancia do
diagnéstico etiolégico como forma de
controle da doenca, este trabalho teve como
objetivo validar a PCR Multiplex como teste
diagndstico capaz de detectar
Staphylococcus aureus, MRSA,
Streptococcus uberis, S. agalactiae e S.
dysgalactiae diretamente a partir de
amostras de leite de vacas com mastite.
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Espera-se que estes resultados contribuam
para um diagnoéstico etiolégico rapido, de
baixo custo e eficiente para controle da
mastite bovina.

2. LITERATURA CONSULTADA
2.1. Importancia econémica

Mastite é a doenca infecciosa mais comum
que afeta as vacas leiteiras e a que
proporciona as maiores perdas econémicas
para o setor leiteiro, tanto por sua alta
freqéncia, quanto  pelos  aspectos
econdmicos a ela relacionados (Phuektes et
al., 2001; Silva, 2003; Silva e Silva, 2005).

Pesquisas tém demonstrado que cada
quarto infectado por um patégeno primario
produz aproximadamente 727 Kg a menos
de leite por lactagdo do que os quartos nao
infectados (Santos, 2004). Estima-se que no
Brasil, em funcdo da alta prevaléncia de
mastites nos rebanhos, ocorra perda de
producdo entre 12 e 15%, o que significa
um total de 2,8 bilhdes de litros/ano em
relagdo a produgéo anual de 20 bilhdes de
litros (Fagundes e Oliveira, 2004).

Além da redugao da quantidade de leite
produzido, ha ainda reducéo da qualidade
do leite e derivados, descarte prematuro de
animais acometidos, aumento dos custos
com drogas, servicos veterinarios e mao de
obra (Dias, 2007), o que pode gerar mais de
25% de todas as perdas econdmicas
relacionadas as doengas do gado leiteiro
(Santos, 2004). No Brasil, o prejuizo anual
de uma vaca com mastite subclinica & de
aproximadamente 330,00 dodlares, superior
aos EUA, que assinala perdas de 200
dolares/vaca/ano (Langoni et al., 1999).

2.2. Caracterizacao da doenca

A inflamagéao da glandula mamaria pode ser
classificada como mastite subclinica ou
clinica. As mastites clinicas caracterizam-se
por leite visivelmente anormal, e pela
evidéncia de graus variaveis de inflamagéao
do Ubere (rubor, tumefagéo, calor, dor). Ja
nas formas subclinicas, que correspondem



a 70% das mastites bovinas, ndo hé sinais
visiveis de inflamacao no Ubere € o leite tem
aspecto macroscopico normal, embora sua
composigao esteja alterada (diminuicdo na
gordura, lactose, caseina, célcio e fosforo) e
microrganismos possam ser isolados do
mesmo (Reis et al., 2003; Silva, 2003).

Geralmente, os calculos das perdas
econdmicas baseiam-se principalmente na
perda imediata causada pela mastite clinica,
como reducgdo ftransiente da produgao,
descarte prematuro do animal (7%) e morte
(1%). Sabe-se, entretanto, que nas
infeccoes subclinicas, os prejuizos sao
maiores, levando-se em consideragao a sua
freqiéncia nos rebanhos e a longa
persisténcia inaparente de infecgbes
(Ruegg, 2001; Dias, 2007).

A continua agéo irritante de microrganismos
sobre a mucosa, durante uma ou varias
lactagbes, provoca perda progressiva do
epitélio secretor, reduzindo a producéo
lactea  (Dias, 2007). Em revisao,
Langenegger (1981) relatou que as perdas
por mastite subclinica causada por S.
aureus causam trés vezes mais prejuizos
que a mastite clinica. Busato et al. (2000)
afirmam que os prejuizos acarretados pela
mastite correspondem a 25% de todas as
doengas de importancia econdémica e, que a
mastite clinica representa 18% do prejuizo
total, por causar morte ou descarte
prematuro; a redugdo na produgdo total é
representada principalmente pela mastite
subclinica (82%). Além do
comprometimento da qualidade do leite.

2.3. Microrganismos mais envolvidos

A mastite pode ser causada por mais de
137 microrganismos, que sao classificados
como patégenos contagiosos ou ambientais
de acordo com o reservatério primario e o
modo de transmissdo. Os patogenos
contagiosos sdo os que se disseminam de
um quarto infectado para outro durante o
processo de ordenha e o reservatério
primario é o proprio animal, dentre eles se
destacam o S. agalactiae, S. aureus e
Corynebacterium bovis. Os microrganismos
denominados ambientais estdo presentes
no ambiente, principalmente nas fezes,

cama e solo e sdo adquiridos principalmente
nos intervalos da ordenha, os mais comuns
sdo Escherichia coli, S. dysgalactiae e S.
uberis (Leigh, 1999; Riffon et al., 2001;
Silva, 2003; Santos, 2004).

Dentre os microrganismos bacterianos,
predominam as mastites causadas por S.
aureus, S. agalactiae, S. dysgalactiae e S.
uberis, que produzem em média 90 a 95%
das infecgbes intramamarias dos rebanhos
leiteiros (Reis et al., 2003; Silva, 2003;
Cremonesi et al., 2005).

Brito et al. (1998) realizaram exames
microbiolégicos de 6315 amostras de leite,
originadas de 48 rebanhos localizados em
Minas Gerais, e encontraram 19,2% de S.
aureus, 12,4% de Staphylococcus sp.
coagulase negativos, 6,9% S. agalactiae,
4,0% de Streptococcus sp. esculina
positivos, 2,1% de Streptococcus sp.
esculina negativos. S. aureus foi isolado de
47 rebanhos, 37 deles com até 20% dos
quartos infectados. S. agalactiae foi isolado
em 29 rebanhos (60%) e em 24 deles a
média de quartos infectados foi de 3,6%.

Pereira et al. (2007) estudaram 31 rebanhos
leiteiros localizados na regido sul do Estado
de Minas Gerais, de 1272 amostras
coletadas para exame microbioldgico,
isolou-se  35,57% de Staphylococcus
coagulase positivo, 21,33% de S
agalactiae, 15,53% de Difteréides, 7,37% de
Staphylococcus coagulase negativos, 5,51%
de S. uberis.

Em Alta Mogiana, Sao Paulo, Nader Filho et
al. (2004) isolaram de 200 casos clinicos de
mastite em vacas lactantes, Staphylococcus
spp. 41% e Streptococcus spp 18,5%.

Em Pernambuco, Mota et al. (2004), de 294
amostras provenientes de animais com
mastite subclinica, 240 (81,63%) foram
positivas ao exame microbioldgico, destas
0s principais agentes isolados foram:
Staphylococcus spp (52,16%, sendo 11,6%
S. aureus), Streptococcus spp (15,11%) e
Corynebacterium spp (13,31%). Freitas et al
(2005) também em Pernambuco tiveram os
seguintes resultados, de 477 vacas com
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mastite isolou-se 13,6% de S. aureus e
3,8% se Streptococcus spp.

Muitas vezes, o diagnostico do agente
causador da mastite bovina e os testes de
sensibilidade aos antibiéticos séo
negligenciados; e a continua pressao
seletiva resultante do uso intensivo de
antibidticos para limitar a disseminagéao
bacteriana produz linhagens resistentes e o
aparecimento de genes de resisténcia entre
0s microrganismos patogénicos (Peréz-Roth
et al,, 2001; Cuteri et al., 2004; Goni e
Vergana, 2004).

Nas Ultimas décadas, tem-se observado a
emergéncia de microrganismos resistentes
aos antibiéticos, dentre os quais se destaca
a espécie S. aureus resistente a meticilina
(MRSA — Methicillin-Resistant S. aureus).
Essas linhagens nado sdo comumente
encontradas em animais, entretanto, nos
dois Ultimos anos, houve registros de
aumento de casos de infecgdes em animais
domésticos (Rich et al., 2005; O’Mahony et
al., 2005; Middleton et al., 2005), sugerindo
que as infeccdes mamérias por MRSA em
bovinos leiteiros sdao problemas no campo
(Lee et al., 2004).

2.3.1. S. aureus resistente a meticilina

MRSA foi primeiramente reportado em 1961
no Reino Unido e em meados dos anos 70
tornou-se endémico em muitos paises (Lee,
2003). Inicialmente, as infecgbes
constituiam-se primariamente, num
problema hospitalar, recentemente, elas tém
se estabelecido em comunidades sem risco
identificavel (Jones et al., 2002; Lee, 2003)
e a transmissdo por alimentos € possivel
(Jones et al, 2002). Em animais o
isolamento de MRSA foi primeiramente
reportado por Devriese et al. (1972) a partir
de leite de vacas mamiticas.

Essas bactérias sdao frequentemente
resistentes a maioria dos agentes
antimicrobianos, incluindo aminoglicosideos,
macrolideos, cloranfenicol, tetraciclina e
fluorquinolonas (Tonin, 2003; Lee et al,
2004). O tipo de resisténcia do MRSA é
denominado de resisténcia intrinseca, uma
vez que ndo é devido a destruicdo do
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antibiotico por B lactamases e sim por
modificagdes na estrutura-alvo do
antimicrobiano. A base molecular da
resisténcia a meticilina é a sintese de uma
PBP (Penicillin-binding protein) adicional,
referida como PBP2a ou PBP2’ (Braoios,
2005).

As PBPs possuem funcao de
peptidoglicano-transpeptidases e funcionam
como ligases na regido pentaglicil
transpeptidagdo, ou seja, atuam na
“‘montagem” final do peptidoglicano da
parede bacteriana. As PBPs tém afinidade
por antibidticos B lactamicos, aos quais se
ligam covalentemente inibindo a
transpeptidagdo, resultando assim na
inibicdo da etapa final da sintese do
peptidoglicano. Amostras de
Staphylococcus spp sensiveis a meticilina
apresentam cinco PBPs: PBP1, PBP2,
PBP3, PBP3’ e PBP4, alguns autores
desconsideram a PBP3’ (Braoios, 2005). As
PBP2a produzidas por MRSA caracterizam-
se pela baixa afinidade a maioria dos
antibioticos B lactdmicos (Braoios, 2005;
Metan et al., 2005; Santos et al., 2005).

A PBP2a é codificada cromossomicamente
pelo gene mecA, gene exdgeno, localizado
em um elemento moével designado
Staphylococcus  cassette ~ chromosome
(SCCmec) que nao tem equivalente alélico
em amostras sensiveis a meticilina
(Hiramatsu et al.,, 2002). Estudos
epidemiolégicos e genéticos sugerem o0s
estafilococos coagulase-negativos como
doadores do gene exégeno (Coelho et al.,
2002; Tonin, 2003; Braoios, 2005).

Os MRSA representam um problema
cosmopolita, sendo o controle de sua
disseminagao um importante desafio.

2.4. Controle

De acordo com o Conselho Nacional de
Mastite dos EUA, rebanhos leiteiros que néao
adotam medidas de controle para mastite
apresentam cerca de 50% das vacas
infectadas, em média, em dois quartos
(NMC, 1996). As estimativas brasileiras
apontam valores de até 73% para a
prevaléncia da doenca em rebanhos dos



estados de Minas Gerais e Sao Paulo
(Costa et al., 1995).

Em todo o mundo, fazendeiros tém
alcangado grande sucesso na redugdo da
incidéncia da mastite contagiosa com a
adogdo de cinco principios basicos do
controle da mastite: desinfeccdo do teto
apés ordenha, terapia da vaca seca,
tratamento apropriado nos casos clinicos,
descarte  de animais  cronicamente
infectados e manutencdo regular da
ordenhadeira mecéanica (Ruegg, 2001; Silva,
2003). A adogdo destas praticas tem
reduzido as infecgbes causadas por S.
aureus e S. agalactiae; estima-se que esses
agentes hoje sejam responsaveis por
menos de um terco de todos os casos de
mastites, que ha vinte anos atrds eram
responsaveis por 75% (Ruegg, 2001).

A maioria dos rebanhos que adotaram com
sucesso essas estratégias de controle
experimentou reducdo na mastite subclinica
e redugdo na contagem de células
somaticas tanto no tanque de expansao
como nas vacas individualmente, entretanto
o mesmo nado foi observado para as
mastites ambientais (Ruegg, 2001; Reis et
al., 2003; Silva, 2003).

Para reduzir o risco da presenga de
microrganismos indesejaveis no leite cru
sdo0 necessarias medidas para diminuir a
prevaléncia das infecgbes intramamarias,
dai a importancia de se conhecer quais 0s
agentes  patogénicos  presentes  nos
rebanhos (Ruegg e Reinemann, 2002).

2.5. Diagnostico do agente etiologico

A correta identificacdo das espécies
bacterianas que causam a mastite bovina é
de importdncia ndo apenas no aspecto
clinico, mas também no biotecnolégico,
epidemiolégicos e em estudos ambientais.
Esses conhecimentos podem ajudar no
desenvolvimento de estratégias preventivas,
indicando formas de tratamento do animal
durante a lactacdo, descarte ou servir de
base para a administracdo do tratamento
seletivo no periodo seco (Reis et al., 2003;
Zschock et al., 2004).

O alto investimento no tratamento da
mastite e o risco de recorrer a terapias
inadequadas, ou ainda, desenvolver
resisténcia bacteriana, tornam necessario
um diagnostico preciso (Ristow et al., 2006).

Existem diversos métodos de diagnéstico
para a discriminagdo de microrganismos em
géneros, espécies e estirpes, que podem
ser divididos em fenotipicos e genotipicos.
As andlises fenotipicas dependem da
expressao de fatores bioldgicos da célula
tais como, a produgao de enzima, utilizagao
de nutrientes, produtos finais do
metabolismo e susceptibilidade a agentes
quimicos. Destas abordagens fisioldgicas,
poucas sao Uteis na caracterizagdo de
amostras bacterianas, desde que as
mesmas dependem da expressao de genes
regulados de acordo com as condi¢des do
meio ambiente, 0 que torna o uso destas
técnicas limitado (Silva e Silva, 2005).

As analises genotipicas, por outro lado,
detectam variagdes nas sequéncias de DNA
que tendem a ser bastante estaveis por
longos periodos e menos afetadas por
condicdes ambientais. Estas metodologias
permitem a identificacdo acurada de
subtipos bacterianos, fontes de infec¢ao e
transmissdao, bem como o reconhecimento
de tipos virulentos e monitoramento de
programas de vacinacdo (Silva e Silva,
2005).

2.5.1. Diagnéstico bacteriologico

Os métodos comumente utilizados para
diagndstico etiolégico dos casos de mastite
se baseiam na cultura bacteriolégica,
através do isolamento e identificacdo das
bactérias por técnicas bioquimicas. Esses
métodos sdo limitados pela baixa
sensibilidade e crescimento lento ou inviavel
do microrganismo. Além disso, vacas
subclinicamente infectadas podem eliminar
intermitentemente o patégeno. Desta forma,
a cultura feita a partir do leite pode nao

revelar qual microrganismo
verdadeiramente causador da doenca
naquele rebanho. Culturas negativas

também podem ocorrer quando residuos de
antibiéticos estdo presentes na amostra,
inibindo o crescimento microbiano. A
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presenca de leucécitos e alta contagem de
células soméaticas no leite também tém um
potencial de inibicdo do crescimento
(Phuerktes et al., 2001; Cremonesi et al.,
2005).

A cultura tem grande valor quando aplicada
para enfocar um programa de controle
especifico, detectar a presenga de um
patégeno novo ou emergente, avaliar a
eficiéncia do tratamento ou estabelecer
padroes de suscetibilidade para auxiliar no
desenvolvimento de uma estratégia de
tratamento racional. Mas o sucesso do
programa de cultura varia dependendo do
tipo de organismo, metodologia de coleta de
amostra e procedimentos laboratoriais
(Ruegg e Reinemann, 2002). Segundo
estes autores, as amostras de leite
composto (pool de varios animais) sao
frequentemente usadas para reduzir o custo
do teste. A sensibilidade relativa da cultura
bacteriolégica de wuma Unica amostra
composta usada para detectar S. aureus
tem sido estimada de 63%. Essa
sensibilidade aumenta com o aumento do
nimero de glandulas infectadas por vaca.
Usando varias amostras compostas pode-se
aumentar a sensibilidade. A probabilidade
de obter uma amostra negativa a partir de
uma vaca com no minimo uma glandula
infectada pode diminuir de 37% (uma
amostra composta) para 14% (duas
amostras consecutivas) para 5% (irés
amostras consecutivas).

O uso de amostragens consecutivas é
considerado de alto custo, entretanto, a
falha em identificar vacas infectadas em um
rebanho com moderada ou baixa
prevaléncia da mastite contagiosa permite
que a fonte de infecgdo permanega dentro
do rebanho (Ruegg e Reinemann, 2002).

2.5.1.1. Identificacao de Staphylococcus
aureus

Na rotina laboratorial para a identificagao de
S. aureus, utiliza-se teste da coagulase em
tubo, teste de termonuclease, producado de
acetoina, fermentacdo  aerbbica da
sacarose, D-manose, D-manitol, D-
celobiose, D-xilose, D-trealose, maltose, L-
arabionose e rafinose (Quinn et al., 1995).
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Entretanto, estes ndo sao suficientes para
uma caracterizagdo definitiva (Vieira-da-
Motta et al., 2001).

A produgado de coagulase ainda é o teste
mais tradicional para a identificagdo de S.
aureus. Apesar do papel da coagulase na
infeccdo intramamaria ainda ser incerto,
sabe-se que a maioria das linhagens de S.
aureus isoladas de infecgdes € coagulase
positiva (Tonin, 2003; Silva e Silva, 2005). O
teste da coagulase em tubo é o teste
fenotipico padrao na rotina, porém, varios
pesquisadores asseguram que a analise
molecular é mais acurada e alertam para o
risco de possiveis erros no diagndstico com
0 uso do referido teste (Vieira-da-Motta et
al., 2001).

2.5.1.2. Identificacdao de Staphylococcus
aureus resistente a Meticilina

Na rotina microbiolégica, o diagnéstico para
MRSA ¢é baseado nas caracteristicas
fenotipicas. A técnica de difusdo em é&gar
com discos de oxacilina é a mais usada. O
NCCLS (2000) recomenda a utilizagao do
agar Mueller-Hinton suplementado com 4%
de NaCl e 6 ug/mL de oxacilina, o Screen
agar, para confirmacdo de resisténcia a
meticilina (Lee et al., 2004; Braoios, 2005;
Metan et al., 2005).

Entretanto, a expressdo fenotipica de
resisténcia a meticilina é freqlentemente
heterogénea e os métodos fenotipicos
podem falhar na detecgao desta resisténcia,
uma vez que, a expressao fenotipica pode
ser influenciada pelas condigbes de cultivo,
como temperatura, pH e concentragdao de
NaCl do meio. Como conseqliiéncia,
amostras com baixos niveis de resisténcia
podem ndo ser detectadas, uma vez que
duas subpopulagdes podem co-existir na
mesma cultura e nem todas as células,
apesar de possuirem a informagao genética,
expressam in vitro o fen6tipo de resisténcia.
A distingao entre as cepas hiperprodutoras
de penicilinase e cepas verdadeiramente
resistentes a meticilina (MecA positiva) é
problematica (Braoios, 2005). E muitas
bactérias resistentes a meticilina podem ser
inicialmente susceptiveis a essa droga (Lee
et al., 2004).



O padrdo ouro para o diagnéstico dessa
espécie é a detecgao do gene MecA (Lee et
al., 2004; Braoios, 2005; Metan et al., 2005).

2.5.1.3. Identificacao das espécies do
género Streptococcus

Os testes tradicionalmente empregados
para separar as espécies de Streptococcus

do ambiente e S. agalactiae estao descritos
no quadro |. Esse esquema é bastante
utilizado, no entanto ndo permite diferenciar
as espécies envolvidas nem classificar
corretamente 0s géneros destes
microrganismos (Reis et al., 2003).

Quadro [|: Testes bioquimicos tradicionalmente empregados para separar as espécies
Streptococcus agalactiae e Streptococcus do ambiente

Espécie Hemodlise | Trealose | Sorbitol | Lactose | Inulina | Hipurato | Esculina | CAMP
S. agalactiae beta + + - + - +
S. dysgalactiae alfa + +/- + - - - -
S. uberis - + + + + + + +/-
S. bovis - + + + - + N
S. zooepidemicus beta - + + - -

CAMP: Christie, Atkis e Munch-Peterson
(Quinn et al., 1994)

2.5.2. Diagnostico molecular

Com a finalidade de se obter técnicas
acuradas, rapidas e especificas para o
diagnoéstico e estudos epidemiol6gicos da
mastite bovina, métodos moleculares tém
sido  crescentemente  utilizados em
diagndsticos microbiologicos (Zschéck et al.,
2004).

A PCR apresenta vantagens em
comparagdo aos métodos tradicionais de
diagnostico: maior poder de tipificagdo e
discriminagao, maior rapidez, bom limite de
deteccao, maior seletividade,
especificidade, potencial para automagéao e
a possibilidade de trabalhar com bactérias
invidveis  (proveniente de  amostras
inadequadamente preservadas) e que nao
sdo cultivaveis em meios de cultura
normalmente utilizados (Martinez et al.,
2001; Phuerktes et al., 2001).

Na literatura encontram-se varios trabalhos
que utilizaram a PCR e suas variantes para
deteccao, identificagao e estudos
epidemiolégicos de diferentes

microrganismos, dentre elas a PCR
Multiplex (Pérez-Roth et al., 2001; Phuektes
et al., 2001; Tamarapu et al., 2001; Ramesh
et al, 2002; Phuektes et al, 2003;
Cremonesei et al, 2005 e PCR de
ribotipagem (Forsman et al., 1997; Martinez
et al, 2001; Meiri-Bendek et al., 2002;
Hassan et al, 2002; Tonin, 2003;
Cremonesi et al., 2005).

2.5.2.1. PCR Multiplex

A PCR Multiplex (mPCR) é uma variagao da
PCR convencional empregada de maneira
crescente nos ultimos anos. Utilizando mais
de um par de primers na mesma reagao,
possibilta a amplificagdo simultanea de
mais de uma sequiéncia de DNA e que mais
de uma espécie bacteriana possa ser
identificada através da mesma PCR,
promovendo uma andlise mais ampla, mais
rapida e mais barata (Phuerktes et al., 2001;
Gandra, 2006). Desde sua introducdo, a
mPCR tem sido aplicada com sucesso em
muitas areas de diagndstico de DNA,
incluindo andlise de delecdo, mutacdo e
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polimorfismo,  andlise
deteccdo de RNA.

quantitativa e

2.5.2.2. PCR-ribotipagem

A PCR-ribotipagem ¢é uma técnica
amplamente utilizada em estudos
epidemioldgicos, esse método foi
desenvolvido para permitir a amplificagéao de
regides polimoérficas  do espacador
intergénico da regido 16S-23S do RNA
ribossomal (Tonin, 2003). Essa regidao nao é
funcional e consequentemente sofre a
minima pressdo seletiva. Sua taxa de
evolugdo é dez vezes menor que o
ribossomo 16rDNA, seqliéncia
rotineiramente  usada para  estudos
filogenéticos de bactérias (Forsman et al,
1997).

Quando empregados primers universais a
PCR-ribotipagem pode ser utilizada para
varias espécies de microrganismos, mas
quando se aplica primers espécie-
especificos 0 método serve tanto para se
diagnosticar a bactéria alvo como para
tipificar o microrganismo (Tonin, 2003).

A técnica de PCR associada a ribotipagem
tem-se mostrado bastante Util para esta
finalidade, devido a sensibilidade e rapidez,
possibilitando o monitoramento de cepas e
o0 estudo taxon6mico molecular (Fagundes e
Oliveira, 2004).

2.5.2.3. Deteccao de microrganismos no
leite

A maioria dos métodos de PCR
empregados para a deteccdo de
microrganismos no leite ou em outras
amostras organicas necessita de
enriquecimento em meio de cultura
previamente a extragdo (Phuekts et al.,
2001; Riffon et al., 2001; Gandra, 2006). A
detecgéo direta de patdégenos bacterianos
em amostras lacteas é um trabalho dificil
devido a presenga de substancias inibidoras
da PCR freqlentemente associadas ao
meio de enriqguecimento, reagentes de
isolamento de DNA e a prépria matriz do
alimento, adicionalmente composta da
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microflora indigena (Ramesh et al., 2002;
Cremonesi et al., 2005).

Na literatura existem citagcbes sobre o
desenvolvimento de metodologias que nao
empregam o enriquecimento previamente a
extragdo de DNA total. Varias delas
obtiveram éxito no seu propdsito. Como
Romero e Lopez-Goni (1999), que testaram
diferentes métodos de extragdo para DNA
bacteriano a partir de leite bovino para
melhorar a detecgéao direta de Brucella por
PCR. Usando um tampao de lise com
concentragbes altas de Tris, EDTA e NaCl,
e altas concentragoes de SDS e proteinase
K associadas a alta temperatura de
incubacdo, conseguiu-se um limite de
deteccao de 5 a 50 UFC/mL.

Tamaparu et al. (2000) através de um
procedimento de extracdo com solventes,
etanol, hidréxido de amdnio concentrado e
éter petréleo, conseguiram amplificar em
uma reacgdo multiplex com dois pares de
primers, DNA de S. aureus obtido a partir de
10 mL de leite artificialmente contaminado
com 10 UFC/mL.

Martinez et al. (2001) na PCR desenvolvida
por eles para a detecgdo de S. agalactiae
em leite artificialmente  contaminado
conseguiram um limite de detecgao de
100UFC/mL, o processo de extragao
empregado utilizou SDS, Triton X e
Pronase.

Ramesh et al. (2002) conseguiram um limite
de detecgdo de 10°UFC/mL individualmente
e de 10* UFC/mL simultaneamente para S.
aureus e Y. enterocolitica em uma reagao
multiplex com dois pares de primers,
utiizando a combinagdo de solventes
orgéanicos, detergentes e alcalis no método
de extragao.

Meiri-Bendek et al. (2002) utilizaram Tris-
EDTA para remover os inibidores de PCR
presente no leite. No processo de lise foi
utilizado lisozima e proteinase K. Os
resultados obtidos foram um limite de
deteccdo de 10* e 10° UFC/mL sem
enriquecimento e 1 UFC/mL com
enriquecimento.



Entretanto, ainda ha necessidade de
melhoria na etapa de extrag&o, para reduzir
os fatores inibidores da PCR (Ramesh et al.,
2002), permitir a detecgdo de limites
inferiores ao obtidos até agora (Gandra,
2006) e ser aplicavel em laboratérios de
rotina (Zanini et al., 1998).

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Local de realizacao do experimento

O trabalho foi realizado no Laboratério de
Pesquisas e Diagnéstico de Doengas
Infecciosas do Departamento de Medicina
Veterindria Preventiva da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG).

3.2. Amostras bacterianas
Foram utilizadas amostras padrdo de S.

aureus ATCC 25923, S. epidermidis ATCC
12228, S. intermedius 08/ 96PE-FUNED,

Quadro II: Plano de execucéo do experimento

isolados clinicos a partir de vacas mamiticas
de S. uberis, S. dysgalactiae, S. agalactiae
e S. bovis cedidos pela EMBRAPA Gado de
Leite e pela Universidade Federal de
Lavras. Os isolados clinicos humanos de S.
aureus resistente a meticilina foram cedidos
pelo Hospital das Clinicas UFMG. As
amostras foram mantidas em caldo BHI
(Brain Heart Infusion Broth — Acumedia
Manufacters) com 50% de glicerol a -20°C
até o momento do uso.

3.3. Plano de execucao do experimento

No quadro Il pode ser visualizado o plano
de execucgdo do experimento.

Etapa |Procedimento Objetivo

I Padronizagao de PCR individual | Avaliar a especificidade e o limite de detecgao da
realizadas com DNA extraido a | PCR individual
partir de amostras de referéncia
em cultura pura

Il PCR individual de DNA extraido | Avaliar a utilizagcdo da técnica Lise/alcalina, descrita
a partir de amostras de|por Milar et al (2000), em amostras de leite;
referéncia em leite | verificar a especificidade e o limite de detecgcao em
artificialmente contaminado PCR individuais a partir de leite artificialmente

contamin7ado com UFC/mL conhecidas

I Padronizagao de PCR multiplex | Avaliar a especificidade e o limite de detec¢ao da
de DNA extraido a partir de|PCR multiplex
amostras de referéncia em
cultura pura

\% PCR multiplex de DNA extraido | Avaliar a especificidade e o limite de detecg¢édo da
a partr de amostras de|PCR multiplex realizadas com DNA obtidos
referéncia em leite | diretamente a partir de leite artificialmente
artificialmente contaminado contaminado com UFC/mL conhecida

\ PCR multiplex a partir de DNA | Validar a técnica para uso em amostras de leite de
extraido a partir de leite de|campo
tanque de expansao
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3.4. PCR
3.4.1. Primers
As amplificagbes dos segmentos

especificos do espago intergénico 16S a
23S do rRNA das espécies S. aureus, S.

Quadro lll: Primers utilizados

uberis, S. agalactiae e S. dysgalactiae foram
realizadas com iniciadores (Invitrogen-
Brasil) descritos por Forsman et al. (1997).
Para MRSA foram utilizados iniciadores
(Invitrogen-Brasil) criados a partir da
seqliéncia do gene MecA descritos por Lee
(20083).

Primer Seqiiéncia de primers 5’-3’ Espécie Tamanho do
bacteriana produto (pb)
STRU-Ubl | TAA GGA ACA CGT TGG TTA AG S. uberis 330
STRU-Ubll | TTC CAG TCC TTAGAC CTTCT
STRA-Agl | AAG GAA ACC TGC CAT TTG S. agalactiae 270
STRA-Agll |TTA ACC TAG TTT CTT TAA AAC TAG
AA
STRD-Dyl |GAA CAC GTT AGG GTC GTC S. dysgalactiae 264
STRD-Dyll |AGT ATA TCT TAA CTA GAA AAA CTA
TTG
STAA-Aul | TCT TCA GAA GAT GCG GAATA S. aureus 420
STAA-Aull | TAA GTC AAA CGT TAA CAT ACG
MecA1 AGT TCT GCAGTACCG GATTTG C MRSA 533
MecA2 AAA ATC GAT GGT AAAGGT TGG C

3.4.2. Extracdo de DNA

O protocolo de extragdo pode ser dividido
em trés etapas:

1. Preparagdo da amostra: essa etapa tem
como objetivo retirar calcio, o principal
inibidor da PCR presente no leite. Utiliza-se
o tampéao NET (50mM NaCl, 125 mM EDTA,
50 mM Tris-HCI), descrito por Romero e
Lopez-Gorii (1999).

2. Extragao: etapa de extragéo
propriamente dita, onde emprega-se 0
protocolo de extragao descrito por Millar et
al (2000).

3. Purificacdo do DNA: o objetivo dessa
etapa é retirar proteinas e debris celulares
através do uso do protocolo de Fenol-
Cloroférmio descrito por Silva e Silva
(2005).
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3.4.2.1. Extracdo de DNA a partir de
amostras de bactérias de referéncia em
cultura pura

A extragdo a partir de culturas puras foi
realizada visando a determinagdo da
especificidade e limite de deteccdo da PCR
individual e multiplex.

Cada microrganismo foi inoculado
individualmente em caldo BHI e incubado a
37°C por oito horas. Transferiu-se para um
microtubo, 1,8 mL das amostras e
adicionou-se 200 pL de Tampao NET
(50mM NaCl, 125 mM EDTA, 50 mM Tris-
HCl — pH 7,6). Ap6s um minuto, as
amostras foram centrifugadas a 13000 rpm
a temperatura ambiente por dez minutos e o
sobrenadante descartado por inverséo.

A extragao foi realizada segundo o protocolo
proposto por Millar et al. (2000) e em
seguida o DNA obtido foi purificado com
fenol-cloroférmio (Silva e Silva, 2005).



A quantidade de DNA foi mensurada por
densidade Optica em espectrofotdmetro
(NanoDrop®ND-1000 UV-Vis). Para
determinacdo do limite de detecgdo da
PCR, realizou-se diluigao do DNA com Tris-
EDTA, para obter as concentragbes de
100ng, 50ng, 40ng, 20ng, 25ng, 1ng, 500pg,
400pg, 200pg, 250pg, 50pg, 10pg e 1pg.

3.4.2.2. Extracido de DNA a partir de
amostras de bactérias de referéncia em
leite artificialmente contaminadas

Foram utilizadas amostras de leite
artificialmente contaminadas para avaliar se
o procedimento, descrito por Millar et al.
(2000) para extragao de DNA, poderia ser
empregado diretamente a partir de amostras
de leite.

Cada microrganismo  foi inoculado
individualmente em caldo BHI e incubado a
37°C por oito horas. Foram realizadas
diluicbes seriadas em leite UHT e em
seguida realizou-se o plaqueamento em
agar Plate Count (Oxoid). Obteve-se as
concentracdes 50, 10%, 10° 10* e 10°
UFC/mL de cada microrganismo.

As mesmas metodologias empregadas para
extragdo a partir de cultura pura foram
utilizadas para as amostras diluidas em
leite. Os controles negativos foram
realizados com amostras de leite nao
inoculadas.

3.4.2.3. Extracido de DNA a partir de
amostras de leite de tanque de expansao

O DNA bacteriano foi extraido de 30
amostras de leite enviadas para analise
bacteriolégica no Laboratério de Analise da
Qualidade do Leite — LabUFMG da Rede de
Laboratérios de Qualidade do Leite do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), e que continham
contagens bacterianas totais acima de
1.000 UFC/mL. O leite continha azidiol,
substancia bacteriostatica que possui como
principio ativo clorafenicol e azida sédica,
que permite a conservagido estavel da
amostra por até uma semana sem
modificacdo dos seus componentes. As

técnicas utilizadas foram as mesmas
descritas para leite artificialmente
contaminados.

3.4.3. Padronizacao das PCRs

3.4.3.1. Padronizacao da PCR individual
com DNA obtido a partir de amostras de
bactérias de referéncia em cultura pura

A concentracdo dos componentes da
reagao (20uL) foi de 10mM de Tris HCI (pH
8,3), 200 pM de cada dNTP, e 100 ng de
DNA extraido. Testes preliminares com
diferentes concentracbes de cloreto de
magnésio (Phoneutria) (1,5; 2; 2,5 e 3 mM),
da Taqg DNA polimerase (Phoneutria) (0,5;
1; 2 e 2,5 U por reagao) e dos primers (20,
30 e 40 pmol) foram realizados para definir
quais as condigbes ideais de cada PCR
individualmente. As reacbes ocorreram em
termociclador (Thermo  Hybaid), com
desnaturagéo inicial a 94°C por 3 minutos,
seguida por 35 ciclos de 1 minuto a 94°C, 1
minuto a 55°C e 1 minuto a 72°C e uma
incubacao final de 10 minutos a 72°C. A
temperatura de anelamento e o niumero de
ciclos foram subseqlientemente otimizados
para cada teste individualmente. Avaliou-se
o limite de deteccdo com diferentes
concentragdes de DNA.

3.4.3.2. Padronizacao de PCR multiplex
com DNA obtido a partir de amostras de
bactérias de referéncia em cultura pura

Os genes de interesse foram amplificados
em uma PCR Multiplex com um volume final
de 50uL. Utilizou-se Tampdo Especial
Phoneutria, que confere uma reagao em
Hot-Start (3,5 mM de MgCl,, 10mM de Tris
HCI - pH8,3), e inicialmente 200 uM de cada
dNTP e 20 pmol de cada primer.

As reagbes foram incubadas a 94°C por 3
minutos, seguidas por 35 ciclos de 94°C por
1 minuto, 59°C por 1 minuto e 72°C por 1
minuto e posteriormente incubacgao final de
10 minutos a 72°C. Testes com diferentes
concentragdes de cloreto de magnésio (1,5;
2; 2,5 e 3 mM), da Tag DNA polimerase
(0,5;1; 2 e 2,5 U por reacao) e dos primers
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(30 pmol, 40 pmol, 50 pmol) foram
realizados visando otimizagéo da reagdo.

Os produtos amplificados foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose 2%
contendo 0,1 pg/L de brometo de etidio em
tampao TAE (40 mM Tris-acetato e 0,1 mM
EDTA), a 100 V e 400 A por 50 minutos. Os
produtos foram visualizadas sob iluminagéao
de luz ultravioleta.

Para medir a sensibilidade da técnica foram
realizadas PCRs com DNA nas seguintes
concentragbes: 50ng, 25ng, 1ng, 500pg e
250pg.

3.4.3.2.1. PCR Multiplex para deteccao de
microrganismos a partir das amostras de
leite de tanque de expansao

Apdés a padronizagdo da técnica com
amostras  bacterianas de  referéncia,
trabalhou-se com 30 amostras de leite
proveniente do tanque de expansao de 30
fazendas de diferentes bacias leiteiras. O
método de obtengdo do material genético
seguiu a mesma metodologia aplicada as
amostras de referéncia.

3.4.4. Avaliacao da especificidade

A especificidade da técnica foi verificada
utilizando-se outras bactérias:
Streptococcus bovis e  Staphylococcus
intermedius e S. epidermidis, comumente
encontradas no leite.

4. RESULTADOS
4.1. Otimizacao da PCR individual

A PCR individual foi padronizada com
volume final de reagao de 20 pL, usando-se
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Tampao Phoneutria, 1,5 mM de MgCl,, 30
pmol de cada iniciador, 200 pM de dNTPs,
1,0 U de Taq polimerase e 100 ng de DNA.
Ciclo inicial de 94°C por 3 minutos, seguidos
por 40 ciclos a 94°C por um minuto, 59°C
por um minuto para S. agalactiae e S.
uberis, 61°C para S. aureus e MRSAe 62°C
para S. dysgalactiae por um minuto e 72°C
por um minuto. E por fim um ciclo final de
extensdo de 72°C por 10 minutos.

4.2. Otimizacao da PCR Multiplex

A PCR multiplex foi padronizada com
volume final de reagao de 50 uL, usando-se
Tampao Especial Phoneutria, que confere
uma reagdo em Hot-Start (3,5 mM de
MgCl,), 40 pmol dos iniciadores de MRSA,
S. uberis e S. agalactiae, 50 pmol de S.
aureus e S. dysgalactiae, 300 mM de
dNTPs, 2,0 U de Taq polimerase e 50 ng de
DNA. Ciclo inicial de 94°C por 3 minutos,
seguidos por 40 ciclos a 94°C por um
minuto, 59°C por um minuto e 72°C por
minutos. E por fim um ciclo final de
extensdo de 72°C por 10 minutos.

4.3. Especificidade dos primers

Na PCR individual e multiplex, tanto de
isolados de cultura pura, quanto isolados a
partir do leite, observou-se apenas as
bandas de DNA esperadas para cada
microrganismo, exceto para S. aureus, onde
foram observadas mais trés bandas, de
1300, 900 e 200 pb, sendo a banda de 900
pb na maioria das vezes predominante.

Em nenhuma reagdo com os primers
descritos houve amplificagdo para os
moldes das espécies S. epidermidis, S.
intermedius e S. bovis.



Legenda: M: Padréo de peso molecular (DNA Ladder 100 pb); 1: S. agalactiae (264 pb); 2: S
uberis (330 pb); 3: S. dysgalactiae (270 pb); 4: S. aureus (900 pb); 5: MRSA (533 pb); 6: S.
dysgalactiae, S. agalactiae, S. uberis, S. aureus e MRSA; 7: Controle negativo.

Figura 1. Fragmentos de DNA amplificados
por PCR a partir de culturas puras de S.
aureus e Streptococcus spp.

4.4. Sensibilidade da PCR a partir de
culturas puras

Na PCR individual foi alcancado o limite de
detecgdo de 10pg de DNA; para a PCR
multiplex foi possivel detectar 500pg de
DNA extraido de S. uberis, S. agalactiae, S.
dysgalactiae e S. aureus e, para o DNA
extraido de MRSA foi alcangado um limite
de detecgao de 250pg.

4.5. Sensibilidade da PCR a partir de
amostras do leite

O limite de deteccao de bactérias pela PCR
individual foi 10® UFC/mL; pela técnica de
PCR multiplex foram observados produtos a
partir de 10®° UFC/mL. Chamberlain et al.
(1994), sugerem que a competi¢cdo entre os
primers em uma PCR Multiplex pode
contribuir para reducao da sensibilidade do
teste.
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Legenda: M: Padréo de peso molecular (DNA Ladder 100 pb), 1- 10" UFC/mL, 2- 10° UFC/mL,
3- 10° UFC/mL, 4- 10* UFC/mL, 5- 10° UFC/mL, 6- 10> UFC/mL.

Figura 2. Produtos de mPCR obtidos com DNA extraido a partir de concentragdes seriadas de
S. agalactiae (270 pb), visualizados em gel de agarose 2%.

Legenda: M: Padréo de peso molecular (DNA Ladder 100 pb), 1- 10" UFC/mL, 2- 10° UFC/mL,
3- 10° UFC/mL, 4- 10* UFC/mL, 5- 10° UFC/mL, 6- 10> UFC/mL.

Figura 3. Produtos de mPCR obtidos com DNA extraido a partir de concentragdes seriadas de
S. dysgalactiae (264 pb), visualizados em gel de agarose 2%.
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Legenda: M: Padréo de peso molecular (DNA Ladder 100 pb), 1- 10" UFC/mL, 2- 10° UFC/mL,
3- 10° UFC/mL, 4- 10* UFC/mL, 5- 10° UFC/mL, 6- 10> UFC/mL.

Figura 4. Produtos de mPCR obtidos com DNA extraido a partir de concentragdes seriadas de
S. uberis (330 pb), visualizados em gel de agarose 2%.

Legenda: M: Padrdo de peso molecular (DNA Ladder 100 pb), 1- Controle positivo, 2- 10°
UFC/mL, 3- 10° UFC/mL, 4- 10* UFC/mL, 5- 10° UFC/mL, 6- 10° UFC/mL.

Figura 5. Produtos de mPCR obtidos com DNA extraido a partir de concentragdes seriadas de
S. aureus (900 pb, 420 pb, 200 pb), visualizados em gel de agarose 2%.
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Legenda: M: Padrdo de peso molecular (DNA Ladder 100 pb), 1- Controle Positivo, 2- 10’
UFC/mL, 3- 10° UFC/mL, 4- 10° UFC/mL, 5- 10* UFC/mL, 6- 10° UFC/mL, 7- 10° UFC/mL.

Figura 6. Produtos de mPCR obtidos com DNA extraido a partir de concentragdes seriadas de
MRSA (533 pb), visualizados em gel de agarose 2%.

4.6. Testes em amostras de leite de amostras de tanque de expanséo testadas.
tanque de expansao Nao foi observada interferéncia do azidiol,

presente na amostra, sobre a amplificagao
Na tabela 1 e nas figuras 7, 8 e 9 se dos produtos de PCR.
encontram os resultados obtidos nas 30

Legenda: M: Marcador de Peso Molecular (DNA Ladder 100 pb), 1-10: Amostras de leite.

Figura 7. Produtos de mPCR obtidos com DNA extraido a partir de leite de tanque de
expansao, visualizados em gel de agarose 2%.
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Legenda: M: Marcador de Peso Molecular (DNA Ladder 100 pb), 11-20: Amostras de leite.

Figura 8. Produtos de mPCR obtidos com DNA extraido a partir de leite de tanque de
expansao, visualizados em gel de agarose 2%.

Legenda: M: Marcador de Peso Molecular (DNA Ladder 100 pb), 21-30: Amostras de leite.

Figura 9. Produtos de mPCR obtidos com DNA extraido a partir de leite de tanque de
expansao, visualizados em gel de agarose 2%.
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Tabela 1. Utilizagdo da PCR multiplex para deteccao de microrganismos em leite bovino com
diferentes contagens bacterianas totais e contagens de células somédticas, diretamente do

tangue de expanséo.

Amostra CBT' Microrganismos identificados por mPCR
1 2475 NA
2 2033 S. aureus
3 7095 NA
4 11070 S. aureus
5 9546 S. agalatiae
6 6344 S. aureus
7 5453 S. aureus
8 2302 S. aureus e S. dysgalactiae
9 9846 NA
10 6000 S. dysgalactiae
11 2067 S. aureus e S. uberis
12 2313 S. aureus e S. uberis
13 1744 NA
14 3821 NA
15 4359 S.aureus
16 2013 S. agalactiae
17 8565 S. agalactiae e S.aureus
18 1309 S. aureus
19 1284 S. uberise S. aureus
20 6906 S. aureus
21 3551 NA
22 2548 NA
23 1719 S. aureus
24 7095 S. aureus resistente a meticilina
25 5990 S. uberis
26 2302 NA
27 10999 NA
28 6344 NA
29 1763 NA
30 8254 S. agalactiae e S. aureus

1 — Contagem Bacteriana Total/ mL de leite

5. DISCUSSAO

Os objetivos de um teste diagnéstico no
contexto do controle e erradicacdo de
doenga animal sdo identificar rebanhos
doentes, além de animais infectados dentro
dos rebanhos. Durante a fase inicial de um
programa de controle, a sensibilidade de um
teste diagndstico € considerada como a
caracteristica mais importante para garantir
que todos os animais doentes em um
rebanho sejam detectados, a ndo ser
quando se tem uma reduzida prevaléncia da
doenga, 0 que torna a especificidade mais
importante e um segundo teste diagnéstico
pode ser conduzido para aumentar a
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- NA: Nao amplificado

capacidade de identificagdo de animais nao
doentes (Zafalon et al., 2005).

Os avangos tecnolégicos levaram ao
desenvolvimento de métodos rapidos e
sensiveis para a diferenciagdo de

microrganismos resultando no aumento de
testes bioquimicos e enzimaticos, muitos
dos quais sao baseados em analises
genotipicas (Vieira-da-Motta et al., 2001).
Entretanto, as técnicas fenotipicas além de
exigirem vérios testes para a identificagao
de espécies, podem levar aos resultados
falso-negativos devido ao reflexo de fatores
ambientais sobre a expressdo génica.
Segundo Zschock et al. (2005), testes



convencionais podem gerar de 1 a 10% de
resultados atipicos.

Atualmente, a biologia molecular tem sido
amplamente utilizada em estudos
epidemiolégicos de enfermidades. Os
métodos genotipicos tém substituido com
éxito os métodos fenotipicos que
apresentam baixa reprodutibilidade e séao
baseados em caracteristicas instaveis dos
microrganismos (Oliveira e Ramos 2002).
Dentre as técnicas mais utilizadas em
estudos epidemioldgicos, destaca-se a
PCR, por sua rapidez, sensibilidade e
reprodutibilidade dos resultados, podendo
ser empregada para fundamentar e
complementar informagcdes geradas em
estudos epidemioldgicos (Silva, 2003).

A especificidade de uma PCR depende da
fidelidade dos primers utilizados, por isso, é
necessario utilizar seqliéncias especificas
de primers direcionadas para o patdégeno
alvo (Tamaparu, 2001). Neste trabalho
foram utilizados os primers descritos por
Forsman et al. (1997), que foram
especificos para os genes desejados, nao
havendo amplificacdo de nenhum outro
microrganismo testado. O aparecimento de
mais de uma banda de DNA nas reagdes
onde se detectava S. aureus, deve-se ao
fato desse microrganismo possuir nove
operons, as bandas mais fracas podem
representar moléculas de heteroduplex
resultante de hibridizacdo cruzada de
produtos amplificados de diferentes tipos de
operons (Forsman et al., 1997).

Ja a sensibilidade depende das condig¢des
da reagao, da pureza e da quantidade de
DNA. Matrizes alimenticias geralmente séo
ricas em substéncias inibitérias da PCR.
Particularmente no leite, componentes como
Ca®*, proteinase, gordura e proteinas do
leite podem bloquear o DNA e impedir o
acesso pela polimerase,
consequentemente, o desenvolvimento de
uma estratégia de preparagdo da amostra
que possa capturar o DNA da bactéria
patogénica no alimento em alta qualidade é
necessaria.

A caseina é um dos principais inibidores
presentes no leite, que em associagdo com

célcio forma micelos. A adi¢cdo de solugdes
com altas concentracdes de EDTA quelam o
célcio dissolvendo os micelos de caseina
(Murphy et al., 2002). Muitos estudos que
utilizaram solugdes de EDTA obtiveram uma
melhor visualizagdo das bandas de DNA
(Romero e Lopez-Goni, 1999; Murphy et al.,
2002). Neste experimento usou o tampao
NET que possui alta concentragéo de EDTA
e Tris-HCI. Foi testado também PBS estéril
no lugar do tampao NET. Os resultados
foram similares, no entanto, o tampao NET
€ mais pratico, uma vez que os pellets se
dissolvem com mais facilidade e a solugao
fica mais limpa. Em questdao as
endonucleases, as mesmas sao inativadas
pelo NaOH presente na solucao de lise.

Outro fator importante é a lise da bactéria e
a quantidade de DNA extraido. Um bom
processamento da amostra deve promover
uma lise eficiente da parede celular
bacteriana sem danificar o DNA, o que foi
observado na técnica aplicada.

Os limites de deteccdo alcangados neste
trabalho foram maiores que os de Romero e
Lopez-Goni  (1999), entretanto, neste
experimento utilizou-se bactérias Gram
positivas que conhecidamente possuem
uma parede celular mais resistente. Em
relagdo a trabalhos que usaram bactérias
Gram positivas, foram obtidos resultados
similares a de Martinez et al. (2001), com a
deteccdao de 100 UFC/mL em reacgdes
individuais e de Ramesh et al. (2002) que
obtiveram limite de deteccdo de 10° CFU/mL
para S. aureus e Y. enterocolitica em reagao
multiplex. Em comparagdo ao protocolo de
Meiri-Bendek et al. (2002) obteve-se um
limite de detecgao menor que o apresentado
por eles. O alto limite de detecgdo desse
grupo (10* e 10° UFC/mL) provavelmente se
deve a excessiva manipulagao da amostra.

O método de extragdo para DNA de
bactérias Gram positivas a partir do leite
apresentado se mostrou eficiente e de facil
realizacdo, os reagentes sdo econdmicos,
equipamentos  sofisticados nao  sao
requeridos, ha pouca manipulagdo da
amostra e o tempo de analise requerido
durante todo o processo de diagnéstico &
aproximadamente oito horas. Dai a sua

27



aplicabilidade na rotina de deteccdo de
patogenos no leite.

Nas amostras de leite obtidas em tanque de
expansao, S. aureus, S. agalactiae, S.
uberis e S. dysgalactiae foram detectados
pela PCR multiplex. Estes patégenos sédo os
mais frequentemente isolados e
identificados como causadores de mastite
em diferentes bacias leiteiras do Pais (Brito
et al.,, 1998, Costa et al., 1995; Mota et al.;
2004; Pereira et al., 2007 ). Deve-se
registrar que, na literatura nacional, nao
existe registro de identificacdo de MRSA em
amostras de leite a partir da detecgédo do
gene MecA. Santos et al. (2005)
identificaram 17 amostras resistentes a
meticilina, no entanto essas amostras nao
possuiam o gene MecA, a resisténcia delas
era  devido a hiperprodugao de
betalactamases. Estas amostras foram
identificadas a partir de isolados do leite
pelos métodos bacterioldgicos. Nossos
registros foram feitos diretamente a partir do
leite, em menor tempo e economia. Chama-
se a atengdo, a partir destes resultados,
para 0 risco para a saude publica, da
presenga de MRSA em amostras de leite.

Devido as caracteristicas da disseminagao
da infecgdo por S. aureus e S. agalactiae
entre os animais, vacas com quartos
mamarios infectados sem evidéncia da
reacao inflamatéria podem constituir em
importante fonte de infeccdo para o
rebanho. Portanto, a identificagdo de vacas
infectadas por estes dois agentes ¢é
importante para que medidas
recomendadas de controle sejam
direcionadas para agentes contagiosos da
mastite, o que implica no exame de quartos
mamarios aparentemente sadios (Brito et
al.; 1998). A confiabilidade da PCR e a sua
alta sensibilidade revelam potencial de uso
da técnica para diagnéstico de mastite
clinica e subclinica.
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6. CONCLUSOES

As técnicas de PCR individuial e da mPCR
podem ser utilizadas diretamente em leite
bovino para detec¢do dos microrganismos
causadores de mastite sem a necessidade
de pré-tratamentos ou de isolamentos
bacterianos;

O limiar de deteccdo de DNA em PCR
individuais, a partir de culturas de S.
dysgalactiae, S. uberis, S. agalactiae e S.
aureus e Staphylococcus aureus meticilina
resistente, é de 10 pg; em PCR multiplex é
de 500pg para S. dysgalactiae, S. uberis, S.
agalactiae e S. aureus e 250pg para
MRSA.

O limite de deteccdo de microrganismos a
partir da extracdo diretamente do leite é de
10° UFC/mL pela técnica de PCR individual
e 10° UFC/mL pela técnica de PCR
multiplex.
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