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Detecção do DNA de Streptococcus agalactiae em leite por meio da qPCR 
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Na mastite subclínica Streptococcus agalactiae, é um agente frequentemente identificado e que 
determina, junto com S. uberis e Staphylococcus sp, maiores valores médios de células 
somáticas. Técnicas de microbiologia convencional que fazem o isolamento do agente 
microbiano e a identificação bioquímica levam em média dois a três dias, até mesmo semanas 
para o resultado. Em relação ao diagnóstico dos agentes causadores de mastites, ao nível 
internacional existe uma tendência crescente de utilização de ferramentas moleculares para o 
diagnóstico de patógenos, complementando, assim, os resultados obtidos na microbiologia 
clássica. A extração de DNA foi realizada empregando-se o Kit Easy (Invitrogen, EUA) seguindo 
o protocolo do fabricante e a partir de 50-300 µL de cada amostra. A técnica utilizada para a 
quantificação de DNA de S. agalactiae foi baseada na utilização de iniciadores descritos por 
Forsman et al. (1997), adaptada para qPCR. Os oligonucleotídeos iniciadores usados neste 
trabalho flanqueiam o fragmento do gene rRNA operon com 280 pares de base (bp). Para 
preparar as reações de qPCR foi utilizado  o kit SsoFastTMEvaGreen® Supermix da BioRad 
(número de catálogo: #172-5200). O equipamento utilizado para o desenvolvimento da qPCR 
foi o CFXTM Real-Time PCR Detection Systems da marca BioRad. Para as padronizações dos testes 
de qPCR em tempo real, foram usados amostras de DNA total extraídos de isolados de S. 
agalactiae gentilmente cedidas pela Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz). Neste estudo foi 
concluída a avaliação da eficiência (E) das reações de qPCR para quantificação do S. agalactiae, 
para as quais foi utilizado o par de iniciador STRA AgI (F)/ STRA AgII (R). Neste caso, a 
amplificação em triplicata de 8 concentrações distintas (10-4 a 10-11, com fator de diluição de 
10x) de DNA, obtidas pela diluição seriada de uma composição do alvo amplificado e clonado, 
gerou uma curva de calibração com R2 igual a 0,998 e slope de -3,272. A partir deste valor de 
slope foi calculada a E da reação, 102,1%, que está dentro do intervalo aceitável para a qPCR. 
Foi encontrado neste cálculo um valor de três cópias para essa concentração, o que atesta a alta 
sensibilidade da qPCR para esta aplicação. Cadastro SisGen n°. A4AF0D5. 
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