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Resumo 42 {DENTIFICACAO DE Staphylococuus aureus/ TILIZANDO A TECNICA
DE PCR EM TEMPO-REAL EM CASOS DE MASTITE SUBCLINICA CAPRINA.
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Introducdo: A mastite caracteriza-se por um processo inflarmatda glandula maméaria
sendo na maioria das vezes de origem infecciosdengm ser classificada quanto a
magnitude do processo inflamatdrio, em mastiteiagdire subclinica. A mastite clinica
caracteriza-se por modificacdes visiveis no leitemeitas vezes, alteracdes na glandula
mamaria como aumento de volume, presenca de damgrda de temperatura e rubor,
enquanto que na mastite subclinica, ndo ha singiigeis da inflamacéo. O leite tem seu
aspecto macroscopico normal, sendo possivel suatifidecdo somente por testes
laboratoriais com o leite. Espécies de estafilosamagulase-negativos (ECN) estdo sendo
identificadas com maior frequéncia nos casos detitmasubclinica em caprinos. Porém,
estafilococos coagulase-positivos (ECP), com&taphylococcus aureusdo de extrema
importancia quando relacionadas a saude publica,wen que as suas enterotoxinas podem
estar presentes no leite e/ou derivados, permatecestaveis e causando intoxicacao
alimentar. A caracterizagdo molecular é ferraménfzortante no diagndstico desses micro-
organismos, por apresentar elevada sensibilidadspecificidade, fornecendo subsidios a
estudos epidemioldgicos que permitirdo a rastrigiaoié de tais patdgenos ao longo da cadeia
produtiva do leite. Diante do exposto, objetivouessn o presente estudo conhecer as
caracteristicas fenotipicas e genotipicas daspestideS. aureusisoladas das amostras de
leite de cabra.

Material e Métodos: No periodo de junho a julho de 2014 foram colhidas &#@stras de
leite das metades mamarias de 30 cabras da ragarSaaAnglo Nubiana pertencentes ao
rebanho da Embrapa Caprinos e Ovinos. Apos a lismgezstio papilar com alcool etilico
70% (v/v) foram colhidas, cerca de 2 a 5 mL des]ale cada metade mamaria, antes do inicio
da ordenha. As amostras foram acondicionadas erarialaisotérmico contendo gelo e
levadas para isolamento e identificacdo 8&aphylococcusspp. no Laboratério de
Microbiologia da Embrapa Caprinos e Ovinos. ApGscimento em placa com agar Baird-
Parker, 3 a 5 coldnias foram selecionadas parava@uwim agar nutriente inclinado por 24
horas a 37°C. Em seguida, foram preparados estegejo método de Gram e as culturas
gue se apresentaram em forma de cocos Gram-pasagrapados no formato “cacho de uva”
foram submetidas as provas de catalase, coagilase Iproducdo de acetoina (VP). Para a
extracdo de DNA das estirpes isoladas foi utlizadéit Invitek®, — Extracdo de Material
Gendmico, que contém o protocolo de extracdo de [P bactérias Gram-positivas, as
solugdes de lise, de extracdo e de lavagem e colm@urificacdo, conforme instrugdes do
fabricante. A confirmacdo molecular dos isoladosSdeaureus,para a identificacdo da
espécie, foi realizada a partir da amplificagdo fdegmentos de 108 bp de DNA
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cromossOmico especifico da aureusle acordo com o protocolo descrito por Martineau et
al. (1) com adaptacdes para PCR quantitativo.

Resultados e DiscussdoDas 240 amostras analisadas, observou-se a nudtpb
bacteriana em 104, sendo que bioquimicamente fadlantificados 95 estirpes de ECN e 9
estirpes de ECP. Pela técnica de PCR quantitatordirmou-se 28 estirpes &aureuse 76
estirpes de ECN. Houve a confirmacéo de 19 estidees.aureusque deram negativos ao
teste bioquimico, a qual pode ser justificada pal@acidade da técnica de PCR quantitativo
detectar micro-organismos mesmo em pequenas gadaesidoferecendo resultados rapidos e
confiaveis. Observou-se um maior isolamento de E€PMolvidos em casos de mastite
sublinica caprina. ECN podem causar infec¢des qterges, as quais resultam em maiores
CCS, apresentando como principal consequénciaugaedia qualidade do leite.

Conclusbes:Tais achados reforcam que a técnica de PCR qai@nditoferece maior poder
discriminatorio na identificacdo deStaphylococcus aureusja que € baseado nas
caracteristicas genotipicas, além de oferecertaelmd mais rpidos. Concluiu-se também que
a partir das caracteristicas fenotipicas, ou $Efns testes bioquimicos, ndo é possivel a
diferenciacdo exata entre as estirpesStiphlococcuspp., pois 0s testes possuem menor
sensibilidade e especificidade, apresentando aspemtie dificultam a interpretacdo e
classificagéo das estirpes.
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