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Resumo

Avancos na biologia molecular tém possibilitado o uso rotineiro de técnicas
como PCR e sequenciamento de DNA no diagndstico na vigilancia e na
epidemiologia de doencas infecciosas. O DNA gendmico pode ser obtido a
partir de sangue total, leite, codgulo, bulbo piloso, saliva, urina, entre outros.
O uso do leite, como fonte de DNA, reduziria o estresse causado aos animais,
além de possibilitar o uso de poo/s de amostra para diagnéstico em nivel de
rebanho. O objetivo deste estudo foi realizar uma comparacao entre quatro
protocolos de extracao para o DNA do Staphylococcus aureus diretamente

do leite de bovino. Para o estudo foi utilizado leite UHT contaminado com
Staphylococcus aureus e submetido a quatro protocolos de extracdo. A cepa
de Stapyhlococcus utilizada foi isolada no Laboratério de Sanidade Animal da
Embrapa Tabuleiros Costeiros. O primeiro protocolo de extracdo foi baseado
no uso de solucao alcalina e aquecimento, no segundo, o leite foi submetido a

fervura e ao congelamento, no terceiro a amostra foi submetida a solucao salina

e retirada da gordura mecanicamente e no quarto utilizou tampao NET, solucao
desnaturante e choque térmico. Para a PCR foi utilizado o gene FemA. Apds
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a analise dos resultados com relacdo a pureza e a concentracao observou-se
que os protocolos um e quatro apresentaram as maiores médias para a relacdo
de A260/A280 e com relacdo a concentracao, o protocolo dois apresentou a
maior concentracdo (354,92 ng/ul, ) e diferiu estatisticamente das demais. Para
a positividade na PCR o protocolo trés apresentou o melhor desempenho com
95 % de positividade e os protocolos dois e quatro apresentaram desempenho
similar, no entanto, o quarto protocolo apresentou bandas mais nitidas. Com os
resultados obtidos pode-se concluir que o protocolo trés apresentou o melhor
desempenho na extracao de DNA do Staphylococcus aureus diretamente do
leite e o protocolo quatro apesar da menor porcentagem de positividade na
PCR, apresentou bandas mais nitidas.
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Introducao

Avancos na biologia molecular tém possibilitado o uso rotineiro de técnicas
como Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e sequenciamento de DNA no
diagndstico, na vigilancia e na epidemiologia de doencas infecciosas, além

de estudos de mapeamento do genoma (CALDART et al., 2011). A aplicacao
de técnicas de biologia molecular, aliada as técnicas convencionais de
bacteriologia, tem possibilitado novas abordagens na epidemiologia da mamite
bovina.

O Staphylococcus aureus destaca-se como um dos microrganismos mais
frequentemente associados as infecgcdes intramamarias de bovinos em todos
os continentes e o agente que isoladamente determina as maiores perdas na
pecudria leiteira (VASUDEVAN et al., 2003; COSTA, 2008). A deteccao direta
de patégenos bacterianos em amostras lacteas é um trabalho dificil devido a
presenca de substancias inibidoras da PCR (RAMESH et al., 2005; CREMONESI
et al., 2005). O uso do leite, como fonte de DNA, permitiria o uso de poo/s de
amostra para diagndstico em nivel de rebanho (PSIFIDI et al., 2009) e ainda
poderia agilizar o resultado e complementar o diagndstico microbiolégico.

A identificacdo de S. aureus por PCR é baseada na amplificacdo de um gene-
alvo altamente conservado dentro da espécie, como por exemplo, o gene femA
(MEHROTRA; WANG; JOHNSON, 2000). Para isto deve existir um material
genético puro para a realizacdo da PCR, e assim, é necessario um método
eficaz de extracdo de DNA bacteriano. Existem inimeras metodologias para
extracao de DNA, no entanto independentemente do método utilizado, a
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finalidade dos protocolos de extracao é resultar em um DNA de alta qualidade,
em quantidade, de forma rapida e eficiente (SAMBROOK e RUSSEL, 2001).
Baseado nisto este estudo teve por objetivo padronizar um protocolo de
extracao de DNA para Staphylococcus aureus diretamente do leite .

Material e Métodos

Para a obtencao do isolado foi coletado leite de vacas leiteiras e em seguida
realizado o isolamento e a identificacdo bacteriana, de acordo com Brito et al.,
1999. A contaminacao do leite ocorreu pela inoculacdo de dois ml de cada um
dos inoculos de Staphylococcus em oito ml de leite de vaca UHT em seguida
deixou em incubacado por 3h em estufa a 37°C.

Para as extracdes de DNA, considerou como controle negativo a amostra de
leite UHT nao inoculado e o controle positivo o isolado da bactéria. Apds todos
os procedimentos o DNA extraido foi armazenado a -20°C. Nos protocolos 1,
3 e 4 o DNA extraido foi ressuspendido em 20ul de tampéao TE (10mmol/L tris-
HCl e Tmmol/L EDTA) apés a completa evaporacdo do alcool da ultima etapa.

Protocolo 1 - Millar et al. (2000), adaptado:

Adicionou um (1) ml da solucao de lavagem alcalina ao leite contaminado e
homogeneizou em agitador e centrifugou a 17.760g por 20 min a temperatura
de 4°C. Descartou o sobrenadante e ressuspendeu o precipitado em 100ul de
tris-EDTA “TE”. Em seguida, aqueceu a 96°C por duas horas em banho Maria,
apds o aquecimento (a etapa a seguir foi realizada nos protocolos 1,3 e 4)
adicionou solucao de cloroférmio — fenol (1:1) e homogeneizou. Centrifugou a
2600g por 5 min a 24°C. Adicionou a solucao de cloroférmio ao sobrenadante
e homogeneizou. Centrifugou a 2600g por 5 mim a 24°C, e adicionou ao
sobrenadante etanol 95% .Essa solucéao foi refrigerada por 1 hora a -70°C
para a precipitacao de DNA. Apés este periodo, centrifugou a 17760g por

20 min a 4°C e o sobrenadante foi descartado. Ao precipitado foi adicionado
500ul de etanol 70% para hidratar o DNA, repetiu a centrifugacéo e descartou
o sobrenadante.

Protocolo 2 - Roxo et al. (2002), adaptado:

O leite foi submetido a fervura por 5 minutos a 100°C, em seguida, as
amostras foram resfriadas e congeladas “overnight”. A extracdo do DNA foi
realizada adicionando 500 L de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1),
agitacao e centrifugacao a 12000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante e a
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gordura branca em um volume aproximado de 500ul foram transferidos para um
novo tubo, ao qual acrescentou igual volume de cloroférmio-alcool isoamilico
(24:1). Os tubos foram agitados por 10 minutos, e submetidos a centrifugacao
por 10 minutos a 12000 rpm. O sobrenadante foi entdo transferido para

um novo tubo, ao qual adicionou igual volume de alcool absoluto. Os tubos
foram agitados e centrifugados novamente. O sobrenadante foi desprezado
por simples inversdo do tubo. Os tubos foram novamente lavados com 4alcool
absoluto, utilizando um volume de 100uL de alcool. Os tubos foram agitados
por inversao e submetidos a centrifugacdo por 10 minutos a 12000 rpm. O
sobrenadante foi novamente desprezado, deixando os tubos invertidos para
secar. Apds a secagem total do alcool, o DNA foi ressuspendido com 50uL de
H,O destilada autoclavada.

Protocolo 3 - Caldart et al. (2011), adaptado:

O leite contaminado foi diluido 1:3 em solucdo de salina tamponada (PBS) pH
7,2 (137 mM NaCl; 2,7 mM de KCI; 4,3 mM Na2HPO4; 1,4 mM KH2PO4).
Em seguida, foi submetida a centrifugacdo a 1000 g por 10 min. Apds

a centrifugacao, a gordura foi mecanicamente retirada e o sobrenadante
desprezado. O sedimento, composto principalmente por células foi diluido em
PBS e centrifugado por mais duas vezes. Em seguida, as células foram diluidas
em 3 mL de PBS. Cada suspensao de células foi centrifugada a 600 g por 5
min sendo o sobrenadante descartado. Ressuspendeu o precipitado em 100ul
de tris-EDTA “TE”. Logo apés, aqueceu a 96°C por duas horas em banho
Maria. Similar ao protocolo 1

Protocolo 4 - Tampao NET e solugdo desnaturante:

Adicionou-se 100 mL de tampédo NET (50 mM NaCl, 125 mM EDTA e 50 mM
Tris-HCI) ao leite contaminado e homogeneizou por um minuto. Centrifugou
por 13000 RPM a temperatura ambiente por 10 minutos e descartou o
sobrenadante por inversao. Adicionou 200 ul da solucao desnaturante (50 uL
de 2,6N NaOH . 150uL de 24%SDS (concentracéo final de 3,4%) e incubou a
80-100°C por 10 min. Deixou esfriar no gelo. adicionou 100 ul de solucéo de
cloroférmio — fenol (1:1) e homogenizou por 10 seg. Similar ao protocolo 1.

PCR

O protocolo de PCR empregado foi baseado nos trabalhos de Silva e Silva
(2005) e Silva (2008). Utilizou a técnica da PCR para deteccao do gene
femA, que identifica o S. aureus. As condicdes de ciclagem para andlise dos
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genes femA, foram de 94 °C por cinco minutos, seguidos por 40 ciclos de 30
segundos a 94°C , 30 segundos a 45°C e 30 segundos a 72°C, e incubacao
final de quatro minutos a 72°C.

Eletroforese em gel de Agarose:

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
2% contendo 0,1 ug/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 iluminacao de luz ultravioleta.

Andlise estatistica

Foi realizada anélise estatistica utilizando o software SISVAR 5.3. As variaveis
nao-paramétricas (pureza e concentracao nos diferentes métodos de extracao
de DNA) foram analisadas por Anova complementado pelo Teste de Tukey a
um nivel de significancia de 5%.

Resultados e Discussao

O isolado de Staphylococcus aureus foi obtido de leite proveniente de
vacas leiteiras com mastite e por inoculacdo em meio Sal Manitol e testes
bioguimicos.

Com relacao a pureza os resultados obtidos demonstraram que os protocolos
dois e trés apresentaram médias iguais estatisticamente, no entanto os
protocolos um e quatro foram diferentes com as maiores médias para a
relacdo A260/A280, porém com relacdo a concentracdo de DNA, as maiores
concentracdes foram obtidas no protocolo dois e diferiu estatisticamente

dos demais protocolos com uma média da concentracao de 354,92 ng/ul, as
demais variaram, de 33 a 110 ng/ul, mas nado apresentou diferenca estatistica
entre si (Tabela 1).
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Tabela 1. Resultados qualitativos e quantitativos da extracdo de DNA gendmico de

amostras de leite contaminado

Método de N° amostras Pureza' Concentragéo po:iz:;:/;:‘/e o

Extracdo (A260/A280) (ng/ul)’ amostras positivas)
Protocolo 1 23 1,90° 52,66 4,35 /1
Protocolo 2 23 0,93° 354,92° 34,78 /8
Protocolo 3 20 0,86° 106,122 95/19
Protocolo 4 23 1,340 33,72° 39,13 /9

"Média aritmética dos valores individuais obtidos nas amostras.?Percentuais de amostras analisadas positivas
para a amplificacdo do gene femA.a,b,c Comparacao entre os valores de cada coluna, valores com a mesma
letra sobrescrita ndo diferem estatisticamente.

Um dos aspectos essenciais para obter resultados de testes moleculares com

a reprodutibilidade adequada é a integridade do DNA extraido. Diversos fatores
necessitam ser analisados e comparados a fim de definir os pontos cruciais
para a obtencdo de um extraido integro e puro. A utilizacdo da PCR, bem como
suas variacoes, necessita ter garantida a auséncia de fatores inibidores na
amostra. Fatores que inibem a amplificacdo de acidos nucléicos por PCR podem
estar presentes em uma ou mais etapas essenciais do processo: na obtencéao
do DNA por lise celular, na atividade da DNA polimerase e na degradacéo ou
captura dos acidos nucléicos (WILSON, 1997).

Alguns pesquisadores realizaram extracao de DNA bacteriano diretamente

do leite, como no caso de Ramesh et al. (2005) conseguiram um limite de
deteccdo de 103UFC/mL individualmente e de 10* UFC/mL simultaneamente
para S. aureus e Yersinia enterocolitica em uma reacao multiplex com

dois pares de iniciadores, utilizando a combinacao de solventes orgéanicos,
detergentes e alcalis no método de extracdo. Silva (2008) obteve um limite
de deteccao de microrganismos a partir da extracao diretamente do leite de
102 UFC/mL pela técnica de PCR individual e 10° UFC/mL pela técnica de PCR
multiplex.

Ao analisar os resultados obtidos na PCR (gene FemA) foi encontrado que
o melhor desempenho foi obtido no protocolo 3 com 95 % de positividade
e o pior desempenho foi o protocolo 1 que apresentou apenas 4,35% de
positividade. Os protocolos 2 e 4 apresentaram desempenho similar.
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Na Figura 1, é possivel visualizar o resultado da PCR nos diferentes protocolos
e observar que no protocolo 3 das 20 amostras analisadas apenas 1 foi
negativa. Comparando os protocolos 2 e 4 é possivel verificar que os seus
resultados sao bem semelhantes porém o protocolo 4 apresentou bandas bem
nitidas.

Figura 1. Gel de agarose mostrando fragmento de 132bp amplificado
pela PCR em amostras de leite UHT contaminado com Staphylococcus
aureus utilizando quatro protocolos de extracdo. a. Protocolo 1. b.
Protocolo 2. c. Protocolo 3. d. Protocolo 4. — DNA ladder 100bp ,
isolado S. aureus, leite ndo infectado ,amostras de 1 a 23 de leite
contaminado.

O protocolo trés utilizou solucdo tamponada e remocéo da gordura
mecanicamente o que pode ter influenciado no melhor desempenho para

a extracao de DNA visto que gordura interfere no processo de extracao.

No quatro que apresentou bandas bem nitidas, o leite foi submetido a
incubacao com tampao NET e solucdo desnaturante e a choque térmico. Esse
procedimento pode ter purificado mais o DNA permitindo uma visualizacao
melhor das bandas.

Alguns tipos de amostras como leite, carne, queijo, esporos, tem inibidores
especificos de PCR, fazendo com que etapas adicionais devam ser realizadas
nas extracdes a fim de atenuar o efeito de inibidores (CECILIA et al., 2007).
Diversos trabalhos apontam para a falha da amplificacdo por presenca de
gorduras e proteinas do leite no sedimento (MURPH et al., 2002, PSIFIDI,
DOVAS; BANOS, 2009, WILSON , 1997), o que pode ser resolvido tratando
previamente as células com detergente Tween 20 e/ou EDTA (CALDART et al.,
2011).
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Conclusoes

Com os resultados obtidos pode-se concluir que o protocolo trés apresentou
o melhor desempenho na extracdo de DNA do Staphylococcus aureus
diretamente do leite e o protocolo quatro apesar da menor porcentagem de
positividade na PCR, apresentou bandas mais nitidas.

Concluindo que o protocolo nimero trés pode ser utilizado para a extracado de
DNA de Staphylococcus aureus diretamente do leite contaminado.
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