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Introducao: A mastite bovina é considerada a principal enfermidade de rebanhos leiteiros no
mundo, sendo a que causa as maiores perdas econdmicas ao setor lacteo. No Brasil, estimam-
se perdas de producdo entre 12 e 15% devido a essa doenca, o que representa mais de trés
bilhdes de litros de leite por ano. Além disso, a mastite oferece riscos a satde publica, pela
possibilidade de contaminagdo do leite com residuos de antibiticos ou com microrganismos e
suas toxinas. A bactéria Streptococcus agalactiae esta frequentemente associada a mastite
subclinica e é o patdgeno que mais contribui para a elevacdo da CCS e contagem de bactéria
total (CBT) no leite. Dessa forma, é considerada um dos principais agentes responsaveis pela
reducdo da produgdo e da qualidade do leite, além do risco de disseminacdo da doenca para
outros animais do rebanho. Embora S. agalactiae seja erradicavel por antibioticoterapia e
exista varios relatos de paises que obtiveram grandes avangos em programas de erradicacdo
desse patdgeno, no Brasil, essa bactéria estd presente em 60% dos rebanhos. Considerando a
necessidade do uso dos agentes antimicrobianos como uma das ferramentas empregadas no
controle da mastite bovina na maioria nas propriedades de producao leiteira no Brasil e que
esses agentes inevitavelmente levam a emergéncia de patégenos resistentes nos rebanhos, é
imprescindivel o desenvolvimento de métodos confidveis, rdpidos e de baixo custo para
realizar o monitoramento e avaliagdo da resisténcia nesses rebanhos. Apesar da vantagem
obvia do monitoramento da resisténcia por meio da deteccao de genes de resisténcia por PCR
multiplex diretamente em amostras de leite, ainda ndo ha relato do uso dessa estratégia de
modo direcionado para a realidade brasileira, ou seja, considerando as frequéncias de genes de
resisténcia observadas em cepas isoladas de rebanhos brasileiros. Assim, o objetivo do
presente trabalho foi padronizar um método baseado em PCR multiplex para amplificagdo,
diretamente em amostras de leite, dos genes ermB, retO e tetM, principais mediadores da
resisténcia aos antimicrobianos eritromicina e tetraciclina em S. agalactiae de origem bovina.

Material e Métodos: Foram utilizadas linhagens de S. agalactiae mantidas na Colecdo de
Microrganismos de Interesse da Agroindustria e Pecudria da Embrapa previamente
caracterizadas (fenotipicamente e genotipicamente) quanto a resisténcia aos antimicrobianos
eritromicina e tetraciclina (Ribeiro et al., 2013). As bactérias foram recuperadas em dgar BHI
e cultivadas em 6 mL de caldo BHI sob agitacdo rotacional de 200 rpm a 35°C por 16 horas.
Em seguida, 1076 a 1078 células foram inoculadas artificialmente em 1 ml de leite bovino nao
mastitico. A extragdo de DNA diretamente de amostras de leite foram realizadas com
emprego de SDS, proteinase K, mutanolisina e fenol/cloroférmio conforme Meiri-Bendek. A
deteccao dos genes foi feita por PCR (monoplex, duplex ou triplex) utilizando as mesmas
condic¢des de amplificacdo dos genes de resisténcia em cultura puras de S. agalactiae (Ribeiro
et al., 2013). A corrida eletroforética foi realizada em gel de agarose 2% (p/v) a 100V e os
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produtos de amplificacdo, visualizados sob luz ultravioleta ap6s coloracdio do gel com
brometo de etideo.

Resultados e Discussdo: No presente trabalho, o0 método de extracdo e purificacio de DNA
com emprego de fenol e cloroférmio mostrou-se eficiente para a obtencdo de amostras de
DNA de S. agalactiae a partir de amostras de leite com pureza suficiente para amplificagdao
por PCR. Observou-se a presenca de bandas especificas correspondentes aos fragmentos de
DNA de 359, 1723 e 1862 pb, conforme esperados para os produtos de amplificacdo dos
genes ermB, tetO e tetM, respectivamente. Para os controles positivo (amplificacdo espécie
especifica da regido V1/V2 do rDNA de S. agalactiae) e negativo (mistura contendo todos os
componentes da PCR, exceto DNA) também foram observados os resultados esperados, tendo
sido visualizada uma unica banda de 122 pb nas reagdes em que os primer V1 e V2 foram
adicionados e auséncia de banda na mistura de PCR desprovida de DNA. Foi verificada a
amplificacdo simultanea dos genes ermB, tetO e fetM em uma tnica mistura de reacdo em
“triplex” sendo os genes tet e ermB facilmente separados por eletroforese em gel de agarose
2%. No entanto, a separacdo dos fragmentos de DNA correspondentes aos amplificados dos
genes tetO e tetM entre si exigiu um tempo de corrida muito longo devido a pequena
diferenca de tamanho entre os amplificados. Por isso, novas combinacdes de primers deverdao
ser testadas visando conciliar a PCR “triplex” com a praticidade na separacao eletroforética.
Considerando, o alto nivel de associagcdo entre genétipo e fendtipo da resisténcia bacteriana
aos antimicrobianos, o desenvolvimento de métodos que possibilitem a detec¢do em massa de
genes de resisténcia de modo répido e de menor custo pode ser considerado muito util. Uma
limita¢do dos métodos baseados em PCR convencional para monitoramento da resisténcia aos
antimicrobianos € que a presenga do gene ndo garante a sua expressdo, ndo permitindo assim,
a obtencao de respostas conclusivas concernentes ao fenétipo da resisténcia ou a viabilidade
dos patégenos portadores dos genes alvos. Contudo, em se tratando de resisténcia a
antimicrobianos, a presenca do gene mesmo que livre no ambiente ja pode ser considerada
uma ameacga digna de precaucdo, visto que o mesmo pode ser incorporado em um patdgeno
por transferéncia horizontal de modo intra ou interespecifico e conferir o fendtipo de
resisténcia.

Conclusoes: O método de extracdo de DNA utilizando o fenol/cloroférmio possibilitou a
obtencdo de DNA diretamente de amostras de leite bovino para a amplificacdo dos genes de
resisténcia aos antimicrobianos eritromicina (ermB) e tetraciclina (fetO e tetM). A
amplificacdo simultanea dos trés genes em uma unica rea¢dao evidenciou a possibilidade do
desenvolvimento de um método baseado em PCR multiplex para monitoramento da
resisténcia aos antimicrobianos diretamente em amostras de leite bovino. Estudos adicionais
s30 necessarios visando o estabelecimento de conjuntos de primers especificos compativeis na
PCR e que gerem amplificados facilmente separdveis por eletroforese em géis de agarose.
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